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RESUMO 

LIMA, Flávia Fernandes de. Dieta hiperlipídica e/ou rica em sacarose em 
camundongos suíços: metabolismo de carboidratos, fígado e tecido adiposo. 2013. 
84f. Dissertação (Mestrado em Biologia Humana e Experimental) – Instituto de 
Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio 
de Janeiro, 2013. 

A doença hepática gordurosa não alcoólica é uma desordem multifatorial 
causada principalmente por excesso nutricional e resistência à insulina, com 
prevalência estimada de 20-40% nos países ocidentais. A dieta hiperlipídica e/ou 
rica em sacarose pode influenciar no desenvolvimento da esteatose hepática 
associada à obesidade e a resistência à insulina. O fígado, por assumir papel central 
no controle metabólico, é um órgão alvo nos casos de excesso alimentar, 
ocasionando, principalmente, acúmulo de gotículas de gordura nos hepatócitos. Este 
trabalho teve como objetivo avaliar o início das alterações morfológicas e 
metabólicas no fígado e no tecido adiposo de camundongos suíços machos 
alimentados com dieta hiperlipídica e/ou rica em sacarose. Camundongos suíços 
machos aos três meses de idade foram divididos em quatro grupos nutricionais: 
dieta padrão (SC), dieta hiperlipídica (HF), dieta rica em sacarose (HSu) e dieta 
hiperlipídica rica em sacarose (HFHSu). Os animais receberam as respectivas dietas 
durante quatro semanas. A massa corporal, a ingestão alimentar e a tolerância oral 
à glicose foram avaliados. Ao sacrifício, o fígado e os depósitos de gordura corporal 
foram removidos e processados para análises histomorfométricas e moleculares. As 
amostras de sangue foram obtidas para análises bioquímicas plasmáticas. Os dados 
foram expressos como média e erro padrão da média e as diferenças foram testadas 
por one-way ANOVA com pós-teste de Holm-Sidak, e foi considerado o nível de 
significância de p<0,05. Os grupos HF e HFHSu apresentaram-se mais pesados 
quando comparados aos grupos SC e HSu. Os animais dos grupos HF, HSu e 
HFHSu apresentaram intolerância à glicose, esteatose hepática e aumento de 
triglicerídeos hepáticos quando comparados ao grupo SC (p<0,0005). 
Adicionalmente, houve elevação na expressão hepática das proteínas transportador 
de glicose 2 (GLUT-2), proteína de ligação ao elemento regulador do esterol 1-c 
(SREBP1-c), fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), glicose -6- fosfatase 
(G6PASE), substrato do receptor da insulinaI-1 (IRS-1) e proteína quinase B (AKt/ou 
PKB) e redução da expressão no fígado do receptor ativador de proliferação 
peroxissomal (PPAR-α) nos grupos experimentais em comparação com o grupo SC 
(p<0,0005). A administração de dieta hiperlipídica e/ou rica em sacarose promoveu 
intolerância à glicose e danos hepáticos (hepatomegalia, esteatose, redução da 
beta-oxidação, aumento na lipogênese e na produção de glicose) em camundongos 
machos adultos. 

Palavras-chave: Dieta hiperlipídica. Dieta rica em sacarose. Doença hepática 

gordurosa não alcoólica. Fígado. Tecido adiposo. 



ABSTRACT 

LIMA, Flávia Fernandes de. High fat and/or high sucrose diet in swiss mice: 
carbohydrate metabolism, liver and adipose tissue. 2013. 84f. Dissertation 
(Mestrado em Biologia Humana e Experimental) – Instituto de Biologia Roberto 
Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013. 

The non-alcoholic fatty liver disease is a multifactorial disorder caused mainly 
by excess nutritional and insulin resistance, with an estimated prevalence of 20-40% 
in Western countries. The diet can to influence in the development of fatty liver 
associated with obesity and insulin resistance. The liver plays a central role in 
metabolic control, is a target organ, in case of excess of food, mainly causing 
accumulation of fat droplets in hepatocytes. This study aimed to evaluate the early 
morphological and metabolic changes in the liver and adipose tissue of male Swiss 
mice fed high-fat and/or high-sucrose diets. Twenty three-month-old male Swiss 
Webster mice were divided into 4 groups: standard chow (SC), high-fat diet (HF), 
high-sucrose diet (HSu) and high-fat-high-sucrose diet (HFHSu). Animals received 
the respective diets for 4 weeks; throughout the experiment, body mass, food intake 
and oral glucose tolerance were evaluated. After the mice were euthanized, the liver 
was removed and processed for histomorphometrical and molecular analysis. Blood 
samples were obtained for serum analysis. The data were tested by one-way 
ANOVA with a Holm-Sidak post-hoc test and were expressed as the mean ± 
standard error of the mean; the significance level was set at p < 0.05. The HF and 
HFHSu groups were heavier than the SC and HSu groups. Animals from the HF, 
HSu and HFHSu groups presented glucose intolerance, hepatomegaly, liver 
steatosis and augmented hepatic triglycerides when compared to the SC group 
(p<0.0005). Additionally, there was an elevation in glucose transporter 2 (GLUT-2), 
sterol regulatory element binding protein-1c (SREBP-1c), phosphoenolpyruvate 
carboxykinase (PEPCK), glucose 6 phosphatase (G6PASE), insulin receptor 
substrate 1 (IRS-1), protein kinase B (AKT/ or PKB) protein expression and a 
reduction in peroxisome proliferator-activated receptor alpha (PPAR-alpha) 
expression in liver from the experimental groups compared to those of the SC group 
(p<0.0005). Administration of high-fat and/or high-sucrose diets promoted glucose 
intolerance and liver damage (hepatomegaly, steatosis, reduced beta-oxidation, 
increased lipogenesis and glucose production) in adult male mice. 

Keywords: Adipose tissue. High-fat diet. High-sucrose diet. Liver. Nonalcoholic fatty 

liver disease. 
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INTRODUÇÃO 

O sobrepeso e a obesidade têm aumentado consideravelmente, assumindo 

proporções pandêmicas no mundo (Kelly, Yang et al., 2008; Chiang, Pritchard et al., 

2011). O peso dos brasileiros vem aumentando nos últimos anos. O excesso de 

peso atingiu cerca de metade dos homens (50,1%) e das mulheres (48,0%). A 

obesidade cresceu mais de quatro vezes entre os homens com prevalência de 

12,4%, e mais de duas vezes entre as mulheres (16,9%) (Ibge, 2010). A crescente 

prevalência de obesidade, em crianças e adolescentes, é um problema de saúde 

pública no mundo (Wiegand, Keller et al., 2010). No Brasil o excesso de peso atingiu 

33,5% das crianças, cerca de 16,6% dos meninos e 11,8% das meninas eram 

obesos (Ibge, 2010). A obesidade é uma doença crônica de caráter multifatorial, 

definida como excesso de massa de tecido adiposo. Primariamente, o balanço 

energético positivo, é um fator envolvido no desenvolvimento da obesidade, 

promovendo aumento da massa corporal (Kopelman, 2000; Jequier, 2002). O 

sedentarismo e os hábitos alimentares são os principais fatores de risco para o 

desenvolvimento da obesidade (Grundy, 1998).  

A crescente prevalência da obesidade está fortemente atrelada às mudanças 

nos hábitos alimentares. O estilo de vida e as facilidades do mundo contemporâneo 

influenciaram os hábitos alimentares, favorecendo a ingestão de dietas 

hiperenergéticas com sobrecarga de carboidratos simples e gordura saturada, 

conhecida como dieta ocidental (Johnson-Taylor e Everhart, 2006). 

A condição patológica associada com o excesso de gordura corporal, 

particularmente, com a obesidade visceral, é a síndrome metabólica (SM) (Giorgino, 

2009). A dieta ocidental está associada com alterações metabólicas, tais como a 

SM, resistência à insulina (RI) e a doença hepática gordurosa não alcoólica 

(DHGNA) ou esteatose hepática não alcoólica (Newberry, Xie et al., 2006). O 

acúmulo excessivo de triglicerídeos (TG) nos hepatócitos é a principal característica 

histológica da DHGNA (Marchesini, Brizi et al., 2001; Yamaguchi, Yang et al., 2007). 

Estudos epidemiológicos têm mostrado que a obesidade, especialmente a 

obesidade central e a RI, intolerância à glicose, o diabetes mellitus tipo 2 (DM2), a 

dislipidemia e outras características da SM estão associados com a DHGNA 

(Angulo, 2007). A DHGNA emergiu como um componente hepático da SM, uma 
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condição que engloba um aumento da disponibilidade de ácidos graxos livres (AGL) 

no organismo e uma diminuição da oxidação lipídica (Boppidi e Daram, 2008; Ferre 

e Foufelle, 2010; Souza-Mello, Gregorio et al., 2010). 

O desenvolvimento da esteatose hepática envolve a deterioração do 

metabolismo da glicose, RI e alterações no metabolismo lipídico no fígado (Parekh e 

Anania, 2007; Musso, Gambino et al., 2009; Fabbrini, Sullivan et al., 2010). Diante 

de um contexto de RI, ocorre incremento da lipólise no tecido adiposo, que induz o 

aumento do influxo de AGL diretamente na veia porta (hipótese portal), aumentando 

a de novo lipogênese e reduzindo a oxidação hepática dos AGL (Bjorntorp, 1990; 

Ibrahim, 2010). Este mecanismo favorece a deposição ectópica de gordura no fígado 

e outros órgãos, o que pode levar à RI no músculo esquelético, fígado e tecido 

adiposo. No entanto, ainda não está totalmente esclarecido, se a RI causa a 

acumulação excessiva de TG no fígado ou se o aumento de TG promove o 

desenvolvimento da RI hepática ou sistêmica. Porém, a hiperinsulinemia, conduz ao 

aumento da lipogênese hepática e pode causar a esteatose (Monetti, Levin et al., 

2007; Neuschwander-Tetri, 2010; Kumashiro, Erion et al., 2011).  

A DHGNA possui caráter benigno, contudo pode evoluir para um processo 

inflamatório denominado esteatohepatite não alcoólica (NASH), fibrose, cirrose e 

carcinoma hepatocelular (Falck-Ytter, Younossi et al., 2001). Embora a patogênese 

da NASH ainda não esteja bem definida, uma teoria de dois momentos foi proposta. 

De acordo com esta teoria, a esteatose hepática é causada pela RI (primeiro 

momento), a qual pode evoluir para NASH devido aos efeitos do estresse oxidativo, 

espécies reativas de oxigênio (ERO), peroxidação lipídica e/ou outras citocinas 

(segundo momento)(Day e James, 1998; Vigano, Vergani et al., 2000; Sanyal, 

Campbell-Sargent et al., 2001).  

No fígado, a insulina tem papel crucial na homeostase do metabolismo de 

carboidratos e lipídios, estimula a síntese de glicogênio, lipogênese, síntese de 

lipoproteínas e inibe a gliconeogênese, glicogenólise e secreção de lipoproteínas de 

muito baixa densidade (Sparks e Sparks, 1994; Zammit, 2000). O aumento do 

conteúdo lipídico no fígado inibe a via de sinalização da insulina contribuindo para o 

agravamento da RI (Holland, Knotts et al., 2007; Eckardt, Taube et al., 2011). 

Através da ativação da via da fosfatidilinositol - 3 quinase / proteína quinase B 

(PI3K/Akt), a insulina inibe a gliconeogênese e a expressão das enzimas 

fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) e a glicose-6-fosfatase (G6Pase). 
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Portanto, a inativação dessa via está associada com o aumento da produção 

hepática de glicose, RI, hiperinsulinemia compensatória e intolerância à glicose, bem 

como, aumento da expressão da PEPCK e G6Pase (O'brien e Granner, 1996; 

Whiteman, Cho et al., 2002). Estudos têm sugerido que as adaptações na via de 

sinalização da insulina podem ser determinadas por nutrientes específicos. 

Alterações nas etapas iniciais da via de sinalização da insulina (receptor de insulina 

e atividade da PI3K) e ativação dos transportadores de glicose nos tecidos 

periféricos têm sido relatadas durante a administração de dieta hiperlipídica e/ ou 

rica em sacarose (Anai, Funaki et al., 1999; Pagliassotti, Kang et al., 2002; Liu, Hong 

et al., 2009). Diante do exposto, a hipótese desse trabalho é verificar se a ingestão 

de dieta hiperlipídica e/ou rica em sacarose é capaz de promover alterações 

metabólicas e estruturais no fígado e tecido adiposo de camundongos Suíços 

machos adultos. 
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1 REVISÃO DA LITERATURA 
 

 

1.1 Obesidade 

 

 

A obesidade atinge proporções epidêmicas, com mais de um bilhão de 

adultos com excesso de peso e pelo menos 500 milhões de obesos em todo o 

mundo (Kelly, Yang et al., 2008; Chiang, Pritchard et al., 2011). Atualmente, mais 

crianças estão desenvolvendo DM2, hipertensão arterial sistêmica (HAS), 

hiperinsulinemia e dislipidemia, anteriormente consideradas doenças de adultos. 

Soma-se a isso, o fato de que, as crianças obesas tendem a se tornarem adultos 

obesos (Ogden, Carroll et al., 2010). 

O sobrepeso e a obesidade são caracterizados por um acúmulo excessivo de 

gordura na forma de tecido adiposo, que oferece riscos para a saúde (Jebb, 1999; 

Kopelman, 2000; Jequier, 2002). A obesidade é uma doença crônica de caráter 

multifatorial, onde a interação entre fatores genéticos e ambientais tais como dieta e 

sedentarismo, é um dos principais mecanismos responsáveis pela sua prevalência 

(Grundy, 1998).  

O tecido adiposo é um órgão endócrino que secreta adipocinas que atuam na 

homeostase da glicose, regulação da pressão arterial, angiogênese, inflamação, 

sensibilidade à insulina e na regulação do balanço energético através do controle da 

saciedade (Kim e Moustaid-Moussa, 2000; Rasouli e Kern, 2008; Olefsky e Glass, 

2010; Ouchi, Ohashi et al., 2012).  

Durante um balanço energético positivo, os adipócitos sofrem inicialmente 

hipertrofia, devido ao acúmulo excessivo de TG, o que provoca sinalização celular 

para proliferação e diferenciação de novos adipócitos (Smas e Sul, 1995). A 

captação de TG plasmáticos é mediada pelo aumento da atividade da enzima lipase 

lipoproteica (LLP), resultando em captação de AGL das lipoproteínas séricas. No 

entanto, se a adipogênese dos pré-adipócitos é prejudicada, os adipócitos pré-

existentes sofrem hipertrofia excessiva, causando uma disfunção dos adipócitos, 

desencadeando aumento da angiogênese, superprodução de matriz extracelular, 

infiltração de células imunológicas e aumento da produção de adipocinas pró-

inflamatórias que podem desencadear a fibrose (Bays, Gonzalez-Campoy et al., 
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2008; Suganami e Ogawa, 2010).  Dessa forma, a obesidade está associada com 

um estado crônico de leve inflamação que pode causar RI (Xu, Barnes et al., 2003; 

Wellen e Hotamisligil, 2005). 

O padrão de distribuição de gordura corporal está mais associado ao 

desenvolvimento de alterações metabólicas do que ao percentual de gordura 

corporal total (Kelley, Thaete et al., 2000). Os dois maiores depósitos de gordura 

corporal são o tecido adiposo visceral (TAV) e o tecido adiposo subcutâneo (TAS). O 

TAV envolve órgãos da cavidade abdominal e do mediastino e drena diretamente 

para o fígado através da circulação portal, enquanto o TAS forma uma camada de 

gordura abaixo da pele.  

O acúmulo de gordura no interior dos adipócitos altera o padrão secretório de 

adipocinas, sobretudo no TAV que passa a secretar mais adipocinas ligadas a 

processos pró-inflamatórios tais como a resistina, angiotensina I, fator de necrose 

tumoral alfa (TNF-α), interleucina-6 (IL-6) (Wajchenberg, 2000). A predominância de 

um perfil pró-inflamatório contribui para o desenvolvimento da RI e doenças 

cardiovasculares (Skurk, Alberti-Huber et al., 2007; Miyazaki e Defronzo, 2009; 

Kalupahana, Voy et al., 2011). Os macrófagos do tecido adiposo são fontes de 

citocinas pró-inflamatórias. A infiltração de macrófagos no tecido adiposo precede ou 

está associada com o desenvolvimento de RI e acúmulo ectópico de lipídios em 

animais obesos e humanos (Weisberg, Mccann et al., 2003; Xu, Barnes et al., 2003). 

O TAS é mais ávido pela absorção de AGL, síntese de TG, armazenamento 

de lipídios no interior dos adipócitos e mais sensível à insulina. Contrariamente, o 

TAV é o mais metabolicamente ativo, mais sensível à lipólise, via catecolaminas e β- 

adrenoreceptores, e mais resistente à ação anti-lipolítica da insulina, liberando maior 

concentração de AGL diretamente na veia porta (Hoffstedt, Arner et al., 1997; 

Lonnqvist, Thorne et al., 1997). Esse mecanismo promove deposição ectópica de 

gordura em outros órgãos, que pode conduzir a RI no fígado, no músculo 

esquelético e no tecido adiposo, além de hipossecreção de insulina no pâncreas 

(lipotoxicidade) (Sun, Kusminski et al., 2011; Snel, Jonker et al., 2012). O TAV está 

associado ao desenvolvimento de anormalidades metabólicas diabetogênicas, 

aterogênicas, pró-trombóticas e pró-inflamatórias que são acompanhadas pela 

disfunção dos adipócitos (Wajchenberg, 2000; Miyazaki, Glass et al., 2002; Bays, 

Gonzalez-Campoy et al., 2008; Kishida, Funahashi et al., 2012). 
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1.2 Síndrome metabólica 

 

 

A condição patológica associada com o excesso de gordura corporal e, 

particularmente, com a obesidade visceral é a SM, também conhecida como 

Síndrome X, Síndrome de Resistência à insulina ou Síndrome Plurimetabólica 

(Reaven, 1988; Kaplan, 1989). A SM é constituída por um conjunto de condições 

fisiopatológicas que engloba obesidade visceral, RI, intolerância à glicose, DM2, 

dislipidemia aterogênica, HAS e outras comorbidades, incluindo um estado pró-

trombótico, pró-inflamatório e a DHGNA (Madonna e De Caterina, 2012). 

Essa síndrome foi descrita, pela primeira vez, por Reaven, em 1988, 

considerando a presença simultânea de hipertensão arterial sistêmica (HAS), 

intolerância à glicose, hipertrigliceridemia, elevação da lipoproteína de baixa 

densidade (LDL-c) e baixas concentrações de lipoproteína de alta densidade (HDL-

c) (Reaven, 1988) . A definição da Organização Mundial de Saúde (OMS) preconiza 

a identificação da RI ou de distúrbio do metabolismo da glicose (Alberti, Zimmet et 

al., 2005). A definição do Programa Nacional de educação do colesterol III (NCEP III 

2001) foi desenvolvida para uso clínico e não exige a comprovação de RI. De acordo 

com o NCEP III, a SM é diagnosticada pela presença de três ou mais dos seguintes 

critérios: glicemia de jejum ≥ 110 mg/dL, pressão arterial ≥ 130 x 85 mmHg, TG ≥ 

150 mg/dL, HDL-c ≤ 40 mg/dL (50 mg/dL para mulheres) e circunferência abdominal 

≥ 102 cm (88 cm para mulheres) (Executive Summary of The Third Report of The 

National Cholesterol Education Program (NCEP) Expert Panel on Detection, 

Evaluation, And Treatment of High Blood Cholesterol In Adults (Adult Treatment 

Panel III), 2001). Pela sua simplicidade e praticidade é a definição recomendada 

pela I Diretriz Brasileira de Diagnóstico e Tratamento da SM.  

Considerando a recomendação da Associação Americana de Diabetes (ADA) 

o ponto de corte proposto para o diagnóstico de glicemia de jejum alterada passou 

de 110mg/dL para ≥ 100mg/dL, sendo incluído no critério diagnóstico da SM pela IV 

Diretriz Brasileira sobre dislipidemia e Prevenção da Aterosclerose expostos na 

tabela 1 (Diagnosis and classification of diabetes mellitus, 2004).   

Cerca de 30% dos adultos nos países desenvolvidos têm SM e sua 

prevalência aumenta entre os adultos com mais de 60 anos. Estima-se que 50% das 

pessoas desenvolvam a SM em função da atual epidemia de obesidade (Ford, Giles 
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et al., 2002). Não foram encontrados estudos sobre a prevalência da SM com dados 

representativos da população brasileira. 

A obesidade central, dislipidemia, intolerância à glicose e HAS são 

características cruciais no desenvolvimento da SM (Defronzo e Ferrannini, 1991; 

Reaven, 1994; Timar, Sestier et al., 2000). A circunferência abdominal, medida no 

meio da distância entre a crista ilíaca e o rebordo costal inferior, é um índice 

antropométrico representativo da gordura intra-abdominal, sendo portanto, uma 

medida que deve ser avaliada. Recomenda-se para mulheres com circunferência de 

cintura abdominal entre 80–88 cm e homens entre 94–102 cm uma monitorização 

mais frequente dos fatores de risco para doenças coronarianas. O padrão de 

distribuição de gordura corporal apresenta forte correlação com o DM2, onde a 

adiposidade visceral, mesmo na ausência de obesidade clínica, é considerada como 

um importante indicador da presença de RI e hiperinsulinemia (Matsuzawa, Fujioka 

et al., 1992).  
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Tabela 1 -  Critérios diagnósticos para síndrome metabólica. Segundo a IV Diretriz  

Brasileira sobre Dislipidemias e Prevenção da Aterosclerose, 2007. 

 

  

   

 

 

 

 

 

 

 

  

  Critério Definição 
Obesidade abdominal 
(circunferência da cintura) 

 Homens 

Brancos de origem européia e negros ≥ 94 cm 

Sul-asiáticos, ameríndios e chineses ≥ 90 cm 

Japoneses ≥ 85 cm 

  Mulheres 
 Brancas origem européia e negras, 

sul-asiáticas ≥ 80 cm 

Chinesas ≥ 80 cm 

Japonesas ≥ 90 cm 

Triglicerídeos ≥ 150 mg/dL ou tratamento para hipertrigliceridemia 

HDL-colesterol 
 Homens < 40 mg/dL 

Mulheres < 50 mg/Dl 

Pressão arterial sistêmica 

Sistólica, ou ≥ 130 mmHg ou tratamento para HAS 

Diastólica ≥ 85 mmHg ou tratamento para HAS 

Glicemia de jejum ≥ 100 mg/dL ou tratamento para DM 

  * O diagnóstico de síndrome metabólica inclui a presença de obesidade abdominal, como 
condição essencial, e de dois ou mais dos critérios acima. 
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Na obesidade o acúmulo excessivo de TG dentro dos adipócitos promove 

hipertrofia e desequilíbrio na secreção de adipocinas, com predomínio da secreção 

de adipocinas pró-inflamatórias tais como: TNF-alfa, IL-6, proteína-C reativa, 

resistina e inibidor do ativador do plasminogênio-1(PAI-1) (Weisberg, Mccann et al., 

2003; Alberti, Zimmet et al., 2005; Wellen e Hotamisligil, 2005; Bays, Gonzalez-

Campoy et al., 2008; Despres, 2012). Além disso, a disfunção no tecido adiposo, 

especialmente no TAV, promove a maior liberação de AGL em função do aumento 

da lipólise (Montague, Prins et al., 1998; Kelley, Thaete et al., 2000; Arner, 2003). A 

RI e a obesidade visceral estão associadas com a dislipidemia aterogênica (Reaven, 

1988; Austin, King et al., 1990). 

 A insulina tem habilidade em suprimir a lipólise nos adipócitos, entretanto, no 

estado de RI há aumento da lipólise, resultando em maiores níveis de AGL 

(Richelsen, Pedersen et al., 1991; Kahn e Flier, 2000; Previs, Withers et al., 2000). 

No fígado, os AGL são substratos para a síntese de TG. O aumento da 

disponibilidade de AGL está associado a maior produção de apolipoproteína B (Apo 

B), que é um componente estrutural de lipoproteínas de muito baixa densidade 

(VLDL), resultando no aumento da produção de VLDL. A insulina normalmente 

degrada a Apo B por vias PI3K-dependentes, desta forma, a RI aumenta 

diretamente a produção de VLDL (Semenkovich, 2006; Huang, 2009). Além disso, a 

insulina regula a atividade da lipase lipoproteica (LLP), uma enzima importante que 

está envolvida no clearance da VLDL. A hipertrigliceridemia na RI é o resultado do 

aumento na produção de VLDL e da diminuição do clearance de VLDL. 

Adicionalmente, ocorre aumento na secreção de partículas de LDL-c e VLDL-c 

pequenas, densas e redução de HDL-c contribuindo para o desenvolvimento de um 

perfil aterogênico (Adiels, Taskinen et al., 2006; Toledo, Sniderman et al., 2006; 

Gastaldelli, Cusi et al., 2007; Fabbrini, Dehaseth et al., 2009; Gastaldelli, Kozakova 

et al., 2009). Sendo assim, é possível compreender que a SM está associada com a 

doença cardiovascular, aumentando a mortalidade geral em 1,5 vezes e a 

cardiovascular em cerca de 2,5 vezes (Lakka, Laaksonen et al., 2002; Ford e Giles, 

2003; Hu, Qiao et al., 2004). 

Outras condições fisiopatológicas estão frequentemente associadas à SM, 

tais como: a síndrome de ovários policísticos, acanthosis nigricans, DHGNA, 

microalbuminúria, estados pró-trombóticos, estados pró-inflamatórios, disfunção 

endotelial e hiperuricemia (Bloomgarden, 2004). A DHGNA é considerada um 
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componente hepático da SM, pois a RI é considerada o mecanismo principal 

envolvido em sua patogênese (Kotronen e Yki-Jarvinen, 2008). 

 

 

1.3 Dieta ocidental e obesidade 

 

 

Evidências denotam que o aumento na prevalência da obesidade está 

fortemente atrelado às mudanças nos hábitos alimentares (Delva, Johnston et al., 

2007; Astrup, Dyerberg et al., 2008). O consumo alimentar da população brasileira 

combina a tradicional dieta à base de arroz e feijão com alimentos com poucos 

nutrientes e muitas calorias. A ingestão diária de frutas, legumes e verduras está 

abaixo dos níveis recomendados para mais de 90% da população. As bebidas com 

adição de açúcar, biscoitos, linguiças, salsichas, mortadelas, sanduíches e salgados 

têm consumo elevado e menor ingestão de feijão, saladas e verduras (Ibge, 2010). 

No Brasil o consumo médio de calorias fora do domicílio correspondeu 

aproximadamente 16% da ingestão energética total e foi maior nas áreas urbanas, 

na região sudeste, entre os homens e para indivíduos com renda familiar per capita 

mais elevada (Ibge, 2010). 

O aumento da frequência de refeições realizadas fora de casa, substituições 

de refeições por lanches, incremento no tamanho das porções das refeições, 

aumento da ingestão de alimentos de alta densidade energética, com altos teores de 

gordura saturada, açúcares, sódio, deficientes em fibras, vitaminas e micronutrientes 

estão associados a atual epidemia de obesidade (Anderson e Patterson, 2005; 

Cordain, Eaton et al., 2005; Ibge, 2010).  

Nos últimos cinquenta anos, o consumo de carboidrato simples (açúcar) 

triplicou em todo mundo. A população está consumindo em média mais de 500 

quilocalorias por dia provenientes apenas de açúcares de adição (Lustig, Schmidt et 

al., 2012). Nesse contexto, a ingestão de sacarose e frutose, impulsionada pela 

utilização de edulcorantes em alimentos processados, bebidas açucaradas, 

sobretudo, pelo aumento expressivo na ingestão de refrigerantes, cresceu 

vertiginosamente (Bray, 2010). O crescente consumo de açúcares simples coincide 

com o aumento da prevalência mundial de obesidade (Harrington, 2008; Bray, 2010; 

Hu e Malik, 2010). 
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A dieta ocidental constituída por alimentos de alta densidade energética, com 

altos teores de carboidratos simples e gordura saturada, está associada com 

alterações metabólicas, tais como a SM, a RI e a DHGNA (Newberry, Xie et al., 

2006; Monetti, Levin et al., 2007). Nesse sentido, dietas hiperlipídicas (ricas 

principalmente em gordura saturada) e dietas ricas em carboidratos simples 

(sacarose e frutose), constituem uma das causas primárias da atual epidemia de 

obesidade (Delva, Johnston et al., 2007; Astrup, Dyerberg et al., 2008). A dieta 

hiperlipídica (especialmente com excesso de ácidos graxos saturados) e a dieta rica 

em sacarose têm sido utilizadas na indução da obesidade e RI em modelos animais 

(Sumiyoshi, Sakanaka et al., 2006).   

Dietas hiperlipídicas (HF) têm sido usadas para induzir obesidade, 

dislipidemia e RI em roedores. Essas dietas apresentam em sua composição lipídios 

de origem animal como banha de porco, sebo, ou óleos vegetais tais como azeite ou 

óleo de coco (Buettner, Parhofer et al., 2006). A ingestão crônica de dieta HF 

promove em roedores o aumento da massa corporal (MC), de TG e AGL, 

hiperglicemia, hiperinsulinemia, diminuição da sensibilidade à insulina, alterações na 

tolerância à glicose e DHGNA (Buettner, Parhofer et al., 2006; Hsu, Wu et al., 2009; 

Kim, Rico et al., 2010).  

A sacarose, que é uma fonte dietética de frutose, tem sido utilizada para 

induzir alterações metabólicas semelhantes àquelas observadas na SM humana 

(Tappy e Le, 2010). Entretanto, ela produz resultados contraditórios em relação à 

sua capacidade de promover aumento da MC e adiposidade. Pesquisadores 

demonstraram que a sacarose pode elevar a MC, se administrada em solução sob a 

forma de adicional energético ou quando ingerida de forma crônica (El Hafidi, Cuellar 

et al., 2001; Santure, Pitre et al., 2002; Aguilera, Diaz et al., 2004). No entanto, de 

acordo com estudos prévios, animais alimentados com dieta rica em sacarose (HSu) 

por curto período de tempo, exibem massa corporal semelhante ao grupo controle 

(Fukuchi, Hamaguchi et al., 2004).  

Assim como a frutose, a sacarose diminui a tolerância à glicose, promove 

esteatose hepática e acarreta o aumento da lipogênese juntamente com o aumento 

das concentrações plasmáticas de insulina, glicose, TG e AGL (Soria, Chicco et al., 

2002; Fukuchi, Hamaguchi et al., 2004; Kawasaki, Igarashi et al., 2009; Aoi, Naito et 

al., 2011). A ingestão de dieta HSu também induz RI, porém sem alterações nas 

concentrações plasmáticas de glicose e insulina no estado de jejum e com aumento 
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das concentrações plasmáticas de glicose e insulina pós- prandiais (Lombardo, 

Drago et al., 1996; Santure, Pitre et al., 2002; Coelho, Lopes et al., 2010). 

A dieta hiperlipídica rica em sacarose (HFHSu), também conhecida como 

dieta de cafeteria ou dieta ocidental, é a que mais se assemelha à dieta humana 

(Panchal e Brown, 2011). Diferentes combinações entre frutose ou sacarose e 

lipídios têm sido utilizadas na composição desse tipo de dieta (Panchal, Poudyal et 

al., 2011). O teor de sacarose varia entre 10% e 30%, enquanto o teor de lipídios 

varia entre 20% e 40%. Roedores alimentados com esse tipo de dieta exibem 

aumento da MC, deposição de gordura intra-abdominal, hiperglicemia e 

hiperinsulinemia. A associação de sacarose e lipídios na composição da dieta 

também está associada ao desenvolvimento de DHGNA e ao aumento das enzimas 

lipogênicas (Parekh, Petro et al., 1998; Murase, Mizuno et al., 2001; Sato, Kawano et 

al., 2010). 

 

 

1.4 Vias de sinalização da insulina e resistência à insulina  

 

 

A insulina é um hormônio anabólico secretado pelas células-beta pancreáticas 

em resposta ao aumento das concentrações plasmáticas de glicose e aminoácidos 

após as refeições (Chen, Golay et al., 1987). É um hormônio essencial para 

manutenção da homeostase da glicose, do crescimento e diferenciação celular 

(Shulman, 2000; Zecchin, 2004). A insulina regula a homeostase da glicose, 

reduzindo a produção hepática de glicose (através da inibição da gliconeogênese e 

glicogenólise) e aumentando a captação periférica de glicose, nos tecidos muscular 

e adiposo (Shulman, 2000). Além disso, também estimula a lipogênese no fígado e 

nos adipócitos e reduz a lipólise, bem como aumenta a síntese e inibe a degradação 

proteica (Carvalheira, Ribeiro et al., 2003). 

A insulina inicia sua ação ao se ligar com seu receptor que pertence à família 

de receptores tirosina quinase. O receptor de insulina é uma proteína 

heterotetramérica, composta por duas subunidades α (extracelulares que contêm o 

sítio de ligação da insulina) e duas subunidades β (transmembranas responsáveis 

pela transmissão do sinal e possuem atividade tirosina quinase). A ligação da 

insulina à subunidade α permite que a subunidade β adquira atividade quinase 
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levando a alteração conformacional e autofosforilação em múltiplos resíduos de 

tirosina, aumentando ainda mais a atividade quinase do receptor (White, Shoelson et 

al., 1988; Patti e Kahn, 1998; Pessin e Saltiel, 2000). O receptor de insulina, além de 

ser fosforilado em tirosina, também pode ser fosforilado em serina, o que deprime a 

transmissão do sinal pela diminuição da capacidade do receptor em se fosforilar em 

tirosina após estímulo com insulina (Carvalheira, Ribeiro et al., 2003). 

Uma vez ativado, o receptor de insulina fosforila vários substratos proteicos, 

tais como as proteínas substratos do receptor de insulina (IRS). O IRS-1 está 

envolvido no metabolismo de carboidratos enquanto o IRS2 está intimamente 

associado ao metabolismo lipídico (Taniguchi, Ueki et al., 2005). Uma vez 

fosforiladas, as proteínas IRS-1 e IRS-2 ligam-se à subunidade regulatória (p85) da 

molécula fosfatidilinositol- 3 quinase (PI3K) que promove a ativação da subunidade 

p110. A subunidade p110 catalisa a fosforilação de fosfoinositídeos de inositol, 

produzindo fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3), que regula a proteína quinase 

dependente de fosfoinositídeo (PDK-1), uma serina/treonina quinase que fosforila e 

ativa a enzima AKt (proteína quinase B ou PKB) e as isoformas atípicas da proteína 

quinase C (PKC) (Le Roith e Zick, 2001). A AKt é o elemento central nas ações da 

insulina, atua na translocação do transportador de glicose (GLUT) e no transporte de 

glicose, síntese de glicogênio, síntese de proteínas e inibe a lipólise (Le Roith e Zick, 

2001). 

 Após sua ativação, a AKt ainda pode conduzir outras vias através de 

fosforilações de outras quinases tais como: o fator transcricional da forquilha-1 

(FOXO1) cuja fosforilação impede a transcrição de genes que codificam duas 

enzimas chaves da gliconeogênese (PEPCK e G6PASE), a glicogênio sintase 

quinase-3 (GSK3) que estimula a glicogênese e a alvo da rapamicina em mamíferos 

(mTOR) que regula a síntese de proteínas (Nakae, Kitamura et al., 2001; Taniguchi, 

Emanuelli et al., 2006; Matsumoto, Pocai et al., 2007). Ressalta-se que a via 

PI3K/AKt está principalmente envolvida no controle das ações metabólicas da 

insulina (metabolismo da glicose, lipídios e proteínas) conforme a figura 1 

(Carvalheira, Ribeiro et al., 2003; Zecchin, 2004; Velloso, Araujo et al., 2008).  

Adaptações na via de sinalização da insulina podem ser determinadas por 

nutrientes específicos. A literatura documenta que a administração de dieta 

hiperlipídica e/ou rica em sacarose promove alterações nas etapas iniciais da via de 

sinalização da insulina (receptor de insulina e atividade da PI3K) e ativação dos 
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transportadores de glicose nos tecidos periféricos (Anai, Funaki et al., 1999; 

Pagliassotti, Kang et al., 2002; Liu, Hong et al., 2009).  

 

 

 

 
Figura 1 - As vias de sinalização da insulina. Essas vias regulam o transporte de glicose, a síntese de 
glicogênio, lipídeos, proteínas e coordenam o metabolismo. Adaptado de (Zecchin, 2004). Legenda: 
IRS-1(proteína substrato do receptor da insulina-1), IRS-2 (proteína substrato do receptor da insulina-
2), PI3-K (fosfatidilinositol-3 quinase), AKt (proteína quinase B), PKC (proteína quinase C), GLUT-4 
(transportador de glicose-4), m-TOR (alvo da rapamicina em mamíferos), GSK-3 (glicogênio sintase 
quinase-3), FOXO-1 (fator transcricional da forquilha-1). 

 
 

A RI é uma condição em que as concentrações fisiológicas de insulina são 

insuficientes para produzir uma resposta metabólica normal à insulina nos 

adipócitos, nos miócitos e hepatócitos (Bloomgarden, 2007). Como consequência 

ocorre uma menor captação de glicose, hiperglicemia e hiperinsulinemia 

compensatória (Taylor, 1999; Cesaretti e Kohlmann Junior, 2006).  

A causa primária da RI e DM2 é o aumento dos depósitos de gordura corporal 

e obesidade, em particular o acúmulo de gordura intra-abdominal (Matsuzawa, 

Fujioka et al., 1992). A obesidade está associada com um estado crônico de leve 

inflamação, que pode causar RI (Hotamisligil, 2006; Rocha e Libby, 2009). Na 

obesidade, os adipócitos hipertrofiados passam a produzir mais adipocinas pró-

inflamatórias (TNF-α, IL-6, resistina) em detrimento às adipocinas com propriedade 

anti-inflamatórias (Wajchenberg, 2000).  Além disso, ocorre aumento da lipólise, 
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especialmente no TAV, pois os adipócitos hipertrofiados se tornam mais resistentes 

à ação anti-lipolítica da insulina promovendo aumento da liberação de AGL, e assim 

o acúmulo ectópico de gordura em outros órgãos. O acúmulo ectópico de gordura 

está envolvido na etiologia da RI através do comprometimento da função das 

células-beta pancreáticas, efeito denominado lipotoxicidade (Sun, Kusminski et al., 

2011; Snel, Jonker et al., 2012). O estado crônico de leve inflamação do tecido 

adiposo e o aumento da disponibilidade de AGL podem induzir alterações na via de 

sinalização da insulina, e assim conduzir à RI. 

A maior liberação de AGL pelo tecido adiposo, causa neste próprio tecido e 

no músculo esquelético a redução da disponibilidade de glicose mediada pela 

insulina devido à prejuízos na sinalização da insulina via IRS-1, PI3K, GLUT-4 e pela 

própria competição entre AGL e glicose no tecido muscular (Wajchenberg, 2000; 

Arner, 2003; Blaak, 2003). Adicionalmente, a maior disponibilidade de AGL pode 

promover o acúmulo excessivo de gordura intramuscular que deteriora a 

sensibilidade à insulina e tem sido associado a RI no músculo esquelético (Kelley, 

Thaete et al., 2000; Shulman, 2000; Stumvoll, Jacob et al., 2000). 

Além da RI no músculo esquelético, estudos prévios demonstraram que a 

fosforilação dos resíduos de tirosina dos substratos dos receptores de insulina, 

encontra-se inibida nos hepatócitos de animais em sobrepeso. Alterações na via 

PI3K/AKt estão associadas com intolerância à glicose, RI e aumento da expressão 

das enzimas da gliconeogênese (PEPCK e G6PASE), envolvidas na produção 

hepática de glicose (O'brien e Granner, 1996; Whiteman, Cho et al., 2002). 

Evidências denotam que dietas HF e HSu reduzem a capacidade da insulina em 

suprimir a produção hepática de glicose e consequentemente estimulam a 

gliconeogênese e o aumento da expressão das enzimas PEPCK e G6PASE (Bizeau, 

Thresher et al., 2001; Meng, Zhu et al., 2013). 

A RI no fígado vem sendo associada a DHGNA e constitui o principal fator de 

risco para o desenvolvimento do DM2 (Angulo, 2007). A principal característica 

histológica da DHGNA é o acúmulo de TG nos hepatócitos. A interação entre 

obesidade, aumento do TAV e resistência periférica à insulina estão associados com 

o aumento da lipólise do tecido adiposo com incremento da liberação de AGL, 

aumento da captação dos AGL, síntese e acumulação de TG no fígado e 

gliconeogênese (Gastaldelli, Cusi et al., 2007; Shoelson, Herrero et al., 2007). 
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Figura 2 -  Regulação do metabolismo da glicose no fígado. A insulina estimula a síntese de 
glicogênio e inibe a gliconeogênese. Adaptado de (Snel, Jonker et al., 2012). Legenda: IRS-1 
(proteína substrato do receptor da insulina-1), IRS-2 (proteína substrato do receptor da insulina-2), 
PKC (proteína quinase C), PI3-K (fosfatidilinositol- 3 quinase), AKt (proteína quinase B), GSK-3 
(glicogênio sintase quinase-3), FOXO-1 (fator transcricional da forquilha-1), G6PASE (glicose-6-
fosfatase), PEPCK (fosfoenolpiruvato carboxiquinase), GLUT-2 (transportador de glicose-2). 

 

 

Quanto à origem dos AGL, eles podem ser provenientes da dieta, da lipólise 

do tecido adiposo ou oriundos da de novo lipogênese hepática (Utzschneider e 

Kahn, 2006). Os AGL são o substrato final para a síntese de TG no fígado e têm 

uma importante função na patogênese da DHGNA. O aumento dos AGL não só 

induzem a RI no fígado, como também impedem o clearance da insulina o que 

desencadeia a hiperinsulinemia característica do estado de RI (Balent, Goswami et 

al., 2002; Kashyap, Belfort et al., 2003; Kotronen, Juurinen et al., 2008).  

Os AGL são capazes de interferir diretamente com a via de sinalização da 

insulina. O aumento do conteúdo lipídico hepático induz a ativação da proteína 

quinase C, levando a diminuição da atividade da quinase do receptor da insulina e 

menor fosforilação nos resíduos de tirosina das proteínas IRS e inibição da via 

AKt/PI3K (Nagle, An et al., 2007; Schenk, Saberi et al., 2008). Consequentemente, 

ocorre redução do estímulo pela insulina à atividade da glicogênio sintase, menor 
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captação de glicose e redução na habilidade da insulina em suprimir a produção 

hepática de glicose.  Adicionalmente, a redução da atividade da AKt, resulta em 

diminuição da fosforilação de FOXO-1 que induz a transcrição no núcleo das 

enzimas da gliconeogênese e promove o aumento da produção hepática de glicose, 

diminui a captação hepática de glicose contribuindo para a hiperglicemia, conforme o 

ilustrado pela figura 2 (Nakae, Kitamura et al., 2001). Além disso, observa-se 

aumento da produção hepática de TG e VLDL. Obesidade, DM2, DHGNA e a SM, 

condições associadas à RI, são caracterizadas pelo aumento da secreção de VLDL 

e Apo B, em função da concentração elevada de AGL plasmáticos e maior influxo de 

AG no fígado (Adiels, Westerbacka et al., 2007; Fabbrini, Mohammed et al., 2008; 

Fabbrini, Dehaseth et al., 2009). 

 

 

1.5 Doença hepática não alcoólica do fígado gorduroso 

 

 

A DHGNA é uma desordem multifatorial causada principalmente por excesso 

nutricional e RI com prevalência estimada de 20-40% nos países ocidentais 

(Loguercio, De Simone et al., 2004; Vernon, Baranova et al., 2011). 

O fígado é um órgão central no controle metabólico. A ingestão de dietas 

hiperenergéticas contribui para o acúmulo de gotículas lipídicas nos hepatócitos 

(esteatose hepática) com consequente aumento da massa do órgão, podendo 

desencadear em longo prazo fibrose e cirrose hepáticas (Brunt, Janney et al., 1999; 

Matteoni, Younossi et al., 1999; Falck-Ytter, Younossi et al., 2001; Torres, Williams 

et al., 2012). O acúmulo excessivo de TG nos hepatócitos é a principal característica 

histológica da DHGNA. Estudos epidemiológicos têm mostrado que a obesidade, 

especialmente a obesidade central seguida de RI, intolerância à glicose, DM2, 

dislipidemia e outras características da SM estão associados à DHGNA (Angulo, 

2007).  

Por definição, a DHGNA é uma condição que engloba um aumento da 

disponibilidade de AGL no organismo e uma diminuição da oxidação lipídica, sendo 

atualmente considerada o componente hepático da SM (Boppidi e Daram, 2008; 

Ferre e Foufelle, 2010; Souza-Mello, Gregorio et al., 2010). A DHGNA pode ser 

benigna, mas também pode evoluir para a esteatohepatite não alcoólica (NASH). 
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Embora a patogênese da NASH ainda não esteja bem definida, uma teoria de dois 

momentos foi proposta. De acordo com esta teoria, a esteatose hepática é causada 

pela RI (primeiro momento), a qual evolui para a NASH devido aos efeitos do 

estresse oxidativo, espécies reativas de oxigênio, peroxidação lipídica e/ou outras 

citocinas (segundo momento) (Vigano, Vergani et al., 2000; Sanyal, Campbell-

Sargent et al., 2001).  

O acúmulo de gordura no fígado está associado com a RI no fígado, bem 

como com a RI periférica no músculo esquelético e no tecido adiposo. Apesar da 

correlação existente entre esteatose hepática e RI, ainda não está bem esclarecido 

se a RI promove o acúmulo excessivo de TG no fígado ou se o aumento de TG por 

si só ou seus metabólitos intermediários podem desempenhar um papel causal no 

desenvolvimento da RI sistêmica ou hepática (Postic e Girard, 2008a).  

Sabe-se que o desenvolvimento da esteatose hepática envolve a deterioração 

do metabolismo da glicose, RI e alterações no metabolismo lipídico no fígado 

(Fabbrini, Sullivan et al., 2010). O acúmulo de gordura no fígado é determinado pelo 

balanço entre a lipogênese e a lipólise. O aumento do influxo de AGL para o fígado, 

resultante da capacidade diminuída da insulina em suprimir a lipólise do tecido 

adiposo hipertrofiado (e resistente à ação da insulina) e a diminuição da oxidação 

dos lipídios e/ou redução da exportação de lipídios na forma de VLDL são as 

condições primárias para o aumento da de novo lipogênese conforme o 

demonstrado pela figura 3 (Jou, Choi et al., 2008; Postic e Girard, 2008a).  

Os receptores ativadores de proliferação peroxissomal (PPAR) são uma 

família de fatores de transcrição nucleares ligados ao metabolismo celular de 

lipídeos, carboidratos, proteínas e proliferação celular, existente em três isoformas: 

PPAR-alfa, PPAR-beta/delta e PPAR-gama (Reddy e Hashimoto, 2001). O PPAR-

alfa (PPAR-α) regula a expressão de genes envolvidos no controle do catabolismo 

dos AG e são encontrados predominantemente em tecidos metabolicamente ativos, 

tais como o fígado, o pâncreas, o músculo esquelético e o coração (Lefebvre, 

Chinetti et al., 2006). A expressão do PPAR-α tem o maior impacto na utilização de 

lipídios e na manutenção da beta-oxidação mitocondrial, prevenindo o acúmulo de 

gordura e a hipertrigliceridemia através do aumento do catabolismo de AGL 

(Aoyama, Peters et al., 1998). Portanto, uma redução na expressão desse fator de 

transcrição pode acarretar o acúmulo de TG no parênquima hepático. Dessa forma, 

o acúmulo de TG nos hepatócitos é metabolizado via oxidação mitocondrial ou 
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peroxissomal, desencadeando a formação de ERO. As ERO promovem peroxidação 

lipídica que causam inflamação e ativação de células de Kupffer e células hepáticas 

estreladas (Petersen, Dufour et al., 2004; Neuschwander-Tetri, 2010). 

A lipogênese hepática é regulada por nutrientes (glicose e AG) e hormônios, 

cujos efeitos pró ou anti-lipogênicos são mediados por fatores de transcrição que 

alteram a expressão de genes lipogênicos (Foretz, Guichard et al., 1999; 

Shimomura, Bashmakov et al., 1999). A lipogênese permite a conversão do excesso 

de glicídios em AG, que são esterificados em glicerol-3-fosfato para formar TG. No 

estado de RI, ocorre aumento da lipogênese no fígado através da ativação de genes 

lipogênicos tais como: acetil-CoA carboxilase (ACC), ácidos graxo sintase (FAS) e 

estearil-CoA desaturase que são regulados por fatores de transcrição como 

SREBP1-C (proteína 1-c ligadora do elemento de resposta ao esterol) e ChREBP 

(proteína ligadora de elementos responsivos a carboidratos) (Ferre e Foufelle, 2007; 

Postic, Dentin et al., 2007).  

A insulina é um potente indutor das enzimas que catalisam a de novo 

lipogênese no fígado e no tecido adiposo. A SREBP-1c é um dos principais fatores 

envolvidos na regulação pela insulina da expressão das enzimas lipogênicas no 

fígado e no tecido adiposo (Brown e Goldstein, 1997). A hiperinsulinemia e o grande 

influxo de AGL no fígado, observados durante o desenvolvimento da DHGNA, 

estimulam a atividade da SREBP-1c e o aumento da de novo lipogênese e secreção 

de VLDL (Cagen, Deng et al., 2005).  

Dietas HF e HSu causam esteatose hepática por promoverem o aumento do 

fornecimento de lipídios extra-hepáticos e da de novo lipogênese, respectivamente. 

A de novo lipogênese converte o excesso de carboidratos em TG e é modulada pelo 

SREBP-1c (Farrell e Larter, 2006; Knebel, Haas et al., 2012). Nesse contexto, 

sugere-se que a hiperinsulinemia, associada a ambas as dietas, conduza ao 

aumento da lipogênese no fígado, e com isso, intensifique o risco para o 

desenvolvimento da DHGNA (Schwarz, Linfoot et al., 2003). 
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Figura 3 -  Relação entre tecido adiposo, fígado, músculo esquelético e resistência à insulina. O 
aumento da lipólise no tecido adiposo promove elevação do influxo de ácidos graxos livres no fígado, 
incremento da lipogênese, secreção de  TG e VLDL, desenvolvimento de esteatose hepática e 
resistência à insulina hepática. Adaptado de (Postic e Girard, 2008b). Legenda: AGL (ácidos graxos 
livres), TG (triglicerídeos) e VLDL (lipoproteína de muito baixa densidade).  
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

Avaliar as alterações morfológicas e metabólicas no fígado e tecido adiposo 

de camundongos suíços machos adultos alimentados com dieta hiperlipídica e/ou 

rica em sacarose durante quatro semanas. 

 

 

2.2  Objetivos específicos 

 

 

a) Acompanhar a evolução da massa corporal e a ingestão alimentar; 

b) Avaliar o metabolismo de carboidratos por meio da glicemia de jejum, teste 

oral de tolerância à glicose, insulina plasmática e índice de resistência à 

insulina – HOMA-IR; 

c) Avaliar os níveis plasmáticos de colesterol total e triglicerídeos; 

d) Avaliar a morfologia do fígado e o conteúdo hepático de lipídios 

(triglicerídeos e colesterol hepáticos); 

e) Verificar a expressão de proteínas relacionadas ao transporte de glicose 

(GLUT-2), lipogênese (SREBP1-c), gliconeogênese (PEPCK e G6PASE), 

beta-oxidação de lipídios (PPAR-α) e via de sinalização da insulina (IRS-1 

e AKt) no fígado dos animais alimentados com dieta hiperlipídica e/ou rica 

em  sacarose durante quatro semanas;  

f) Avaliar a morfologia do tecido adiposo. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 
 

3.1 Animais e dieta 

 

 

Todos os procedimentos seguiram as recomendações do Comitê de Ética 

Animal da Universidade do Estado do Rio de Janeiro e foram conduzidos de acordo 

com as diretrizes convencionais para a experimentação com animais (Publicação 

NIH Nº. 85-23, revisado em 1996). O protocolo experimental foi aprovado pelo 

Comitê de Ética da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (protocolo 

CEUA037/2011). Camundongos machos da linhagem Swiss Webster foram 

acondicionados no biotério do Laboratório de Morfometria, Metabolismo e Doença 

Cardiovascular (LMMC), em caixas de polipropileno, mantidos em condições 

controladas de temperatura (21±2°C) e umidade (60±10%) com livre acesso à 

comida e à água. O ambiente foi submetido a ciclos de 12/12h claro-escuro e de 

renovação de ar (15 minutos/hora). 

Foram utilizados 20 camundongos machos da linhagem Swiss Webster com 

três meses de idade que foram divididos aleatoriamente em quatro grupos: Um 

grupo recebeu ração padrão durante todo o experimento, n=5 (SC - grupo dieta 

padrão, 10% de lipídios, 8% sacarose, 76% carboidratos e 14% proteínas 

provenientes do valor energético total da dieta, totalizando 3,8 Kcal/g de dieta). Os 

demais grupos receberam as dietas hiperlipídica (HF) e / ou rica em sacarose (HSu / 

HFHSu). As dietas foram classificadas de acordo com o conteúdo de lipídios e 

sacarose: dieta hiperlipídica, n=5 (grupo HF: 42% de lipídios- banha de porco, 8% de 

sacarose, 44% de carboidratos e 14% de proteína a partir da energia total da dieta 

num total de 4,7 Kcal/g de dieta); dieta rica em sacarose, n=5 (grupo HSu: 10% 

lipídios, 32% sacarose, 76% carboidratos e 14% de proteínas provenientes da 

energia total da dieta totalizando 3,8 Kcal/g de dieta e grupo dieta hiperlipídica rica 

em sacarose, n=5 (grupo HFHSu: 42% de lipídios- banha de porco, 8% de sacarose, 

44% de carboidratos e 14% de proteína a partir da energia total da dieta perfazendo 

um total de 4,7 Kcal/g de dieta). As dietas experimentais foram confeccionadas pela 

empresa Pragsoluções (Jau, SP, Brasil, http://www.pragsolucoes.com.br) (Tabela 2). 

O aporte de vitaminas e minerais foi idêntico nas quatro dietas, de acordo com as 

recomendações nutricionais para roedores preconizadas pelo “American Institute of 

http://www.pragsolucoes.com.br/
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Nutrition” (AIN93M) (Reeves, Nielsen et al., 1993). As dietas experimentais foram 

administradas durante um período de quatro semanas. A massa corporal e ingestão 

alimentar foram avaliadas durante todo o período(Reeves, Nielsen et al., 1993). 

 

 

Tabela 2 -  Composição das dietas experimentais de acordo com a AIN-93M. 

(Reeves, Nielsen et al., 1993).       

        

  
Dietas 

     
Composição (g/Kg) SC HF Hsu HFHSu 

  Caseína 140,0 160,0 140,0 160,0 

  Maisena 620,7 420,7 320,7 120,7 

  Sacarose 100,0 100,0 400,0 400,0 

  Óleo de soja 40,0 40,0 40,0 40,0 

  Banha de porco    - 180,0    - 180,0 

  Fibra 
 

50,0 50,0 50,0 50,0 

  Mistura de vitaminas 10,0 10,0 10,0 10,0 

  Mistura de minerais  35,0 35,0 35,0 35,0 

  Cistina 
 

1,8 1,8 1,8 1,8 

  Colina 
 

2,5 2,5 2,5 2,5 

  Antioxidante 0,008 0,008 0,008 0,008 

  Total  em gramas 1000,0 1000,0 1000,0 1000,0 

  Energia 3804,0 4704,0 3804,0 4704,0 
  Colesterol 0,0 438,0 0,0 438,0 
  Sacarose 8,0 8,0 32,0 32,0 
  Carboidratos 76,0 44,0 76,0 44,0 
  Proteínas 14,0 14,0 14,0 14,0 
  Lipídios 

 
10,0 42,0 10,0 42,0 

  

        

         
 
3.2 Massa corporal, ingestão alimentar e energética 

 

 

A massa corporal dos animais foi mensurada semanalmente por meio de 

balança digital de precisão (Shimadzu, Barra Funda, São Paulo, Brasil). A ingestão 

alimentar foi monitorada diariamente (sempre no mesmo horário, às 12h), mediante 
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subtração entre a quantidade total de ração e a quantidade remanescente na caixa. 

As dietas experimentais eram renovadas diariamente descartando a ração não 

ingerida. A ingestão energética diária foi obtida multiplicando-se a gramatura de 

ração ingerida pelo valor energético da dieta em quilocalorias. A eficiência alimentar 

foi calculada como a razão entre o ganho de massa corporal (g) e a ingestão 

alimentar de cada animal em quilocalorias (Kcal). 

 

  

3.3 Teste oral de tolerância à glicose (TOTG) 
 

 

O TOTG foi realizado em dois momentos diferentes: antes da administração 

das dietas e ao final do experimento. Para a realização do TOTG, os animais foram 

mantidos em jejum durante 6 horas e o sangue foi obtido por ordenha a partir da 

cauda do animal.  A glicemia foi aferida no tempo 0 (jejum), e após a administração, 

por gavagem orogástrica, de soro glicosado hipertônico (25% de glicose em solução 

salina estéril – 0.9% NaCl)- tempos  15, 30, 60 e 120 minutos, na dose de 1g/Kg de 

massa corporal. A determinação dos níveis de glicose no sangue (em mg/dL) foi 

obtida com glicosímetro (Accu-Chek, Roche, São Paulo, SP, Brasil). Para a 

avaliação da intolerância à glicose foi considerada a área sob a curva (ASC), 

mensurada a partir da utilização do software do Prisma (versão 6.0 para Windows, 

software GraphPad, San Diego, CA, USA). 

 

 

3.4 Eutanásia 
 
 

Ao final do experimento, após as quatro semanas de administração das 

dietas, os animais foram mantidos em jejum por um período de seis horas (com livre 

acesso à água). No momento da eutanásia os animais receberam heparina (200 

mg/kg) e foram profundamente anestesiados com injeção intraperitoneal de 

pentobarbital sódico (150 mg/kg). Em seguida o tórax foi aberto, o coração foi 

exposto e amostras de sangue foram obtidas por punção cardíaca através do átrio 

direito para posteriores análises bioquímicas. A cavidade abdominal também foi 

aberta para que o fígado e os depósitos de gordura corporal fossem 
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cuidadosamente dissecados. Após a dissecção o fígado teve seu volume 

determinado por deslocamento líquido (princípio de Arquimedes) e os depósitos de 

gordura foram pesados individualmente em balança de precisão (Shimadzu, Barra 

Funda, São Paulo, Brasil). 

 

 

3.5 Análises bioquímicas 
 
 

Após a coleta do sangue, o plasma foi separado por centrifugação (120g por 

15 minutos) em temperatura ambiente e estocado à temperatura de -80°C até a 

realização das análises bioquímicas. As concentrações plasmáticas de colesterol 

total (CT) e triglicerídeos (TG) foram quantificadas por método enzimático 

colorimétrico usando um espectrofotômetro automático e kits comerciais (colesterol 

mono-reagente-K083 e triglicerídeos mono-reagente K117) conforme as instruções 

preconizadas (Bioclin; Belo Horizonte, MG, Brasil). 

A insulina plasmática foi dosada por imunoabsorbância pelo método de ELISA 

utilizando kit (Rat/mouse insulin kit, Millipore- catálogo EZRMI-13K- St Charles, 

Missouri, USA). Todas as amostras foram analisadas em duplicata para as quais o 

coeficiente de variação intra-ensaio foi de 1,4%. A resistência à insulina foi estimada 

pelo índice HOMA-IR, a partir da seguinte fórmula: glicemia de jejum (mg/dL) x 

insulina em jejum (ng/mL) / 22,5. 

 

 

3.6 Fígado: triglicerídeos, colesterol e densidade de volume de esteatose 
 
 

Durante a eutanásia, parte do fígado foi congelada a -80°C para análise dos 

TG hepáticos. Estes foram quantificados pelo método enzimático colorimétrico 

utilizando espectrofotômetro automático (Bioclin System II, Quibasa Ltda, Belo 

Horizonte, MG, Brasil) e o seu respectivo kit para análise (Quibasa Ltda, Belo 

Horizonte, MG, Brasil). Outros fragmentos dos lobos hepático foram fixados para 

microscopia de luz (1,27mol/L de formaldeído em 0,1M de tampão fosfato, pH 7,2), 

permanecendo no fixador durante 48 horas em temperatura ambiente.  

Posteriormente, os fragmentos do fígado foram desidratados em 

concentrações crescentes de alcoóis, diafanizados em xilol e incluídos em Paraplast 
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plus (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, USA). O material foi seccionado com 5 μm de 

espessura e os cortes foram corados com hematoxilina-eosina. Para a determinação 

da quantidade de esteatose hepática utilizou-se a análise estereológica com um 

sistema de vídeo-microscopia. As imagens digitais foram obtidas com a câmara LC 

Evolution acoplada ao microscópio Olympus BX51 (formato TIFF, 36 bits, 

1280x1024 pixels) em um aumento de 60x. Um sistema-teste com 36 pontos, 

produzido a partir do STEPanizer (www.stepanizer.com) foi usado para a aquisição 

de dados . A densidade de volume da esteatose hepática (Vv) foi estimada através 

da razão entre os pontos parciais que tocavam as gotículas de gordura (PP) em 

relação aos pontos totais (PT): [Vv=PP/PT (%)] (Gregorio, Souza-Mello et al., 2010). 

Para tal quantificação, consideraram-se cinco campos aleatórios por animal. 

 

 

3.7 Imunohistoquímica 
 
 

Após o processamento histológico, o fígado foi seccionado em cortes com 

5µm de espessura. Após a desparafinização dos cortes histológicos, foi realizada a 

recuperação antigênica com tampão citrato (60°C, pH 6.0) por 20 minutos. 

Posteriormente, a atividade da peroxidase endógena foi bloqueada através da 

incubação com peróxido de hidrogênio a 3%. Sequencialmente foram feitos 

bloqueios com albumina sérica bovina a 5% (BSA) em tampão fosfato pH 7.4 (PBS). 

A seguir, os cortes foram simultaneamente incubados com anticorpos primários 

monoclonais anti-SREBP-1c (anti-camundongo, SC-367, diluição 1:100, Santa Cruz 

Biotechnology, CA) e anti-α-actina de músculo liso (SMA-α) (anti-camundongo, 

M0851, diluição 1:100, Dako Cytomation, Glostrup, Dinamarca) por 2 horas. 

Consecutivamente, as secções foram tratadas com um anticorpo secundário 

biotinilado (K0679, Universal LSAB + Kit peroxidase, Dako Cytomation, Glostrup, 

Dinamarca) e a reação foi detectada com o complexo biotina- estreptavidina-

peroxidase (K0679, DakoCytomation Universal LSAB + Kit, peroxidase, Glostrup, 

Dinamarca). A imunoreação positiva foi identificada após incubação com 

3,3’diaminobenzidina tetraclorido (K3466; Dako Cytomation, Glostrup, Dinamarca) e, 

em seguida, as secções foram contrastadas com hematoxilina de Mayer. Imagens 

digitais das secções imunomarcadas foram obtidas usando uma câmera LC 

http://www.stepanizer.com/
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Evolution acoplada ao microscópio Olympus BX51 (formato TIFF, 36 bits, 

1280x1024 pixels), com um aumento de 60x e analisadas qualitativamente. 

 

 

3.8 Western Blotting 
 
 

Foram determinadas, pela técnica de Western Blotting, as expressões das 

seguintes proteínas no fígado: proteína 1-c ligadora dos elementos regulados por 

esteróis (SREBP-1c), receptor ativado por proliferadores de peroxissoma-alfa 

(PPAR-alfa), transportador de glicose (GLUT-2), fosfoenolpiruvato carboxiquinase 

(PEPCK), glicose-6-fosfatase (G6PASE), proteína substrato do recptor de insulina 

(IRS-1), proteína quinase B (AKt ou PKB) e beta-actina (β-actina). As proteínas 

hepáticas totais foram extraídas com auxílio de tampão de lise e de inibidores de 

protease. Posteriormente, o homogenato obtido foi centrifugado duas vezes durante 

10 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi coletado. Em seguida, a concentração de 

proteína foi determinada usando o ensaio de proteína BCA kit (Thermo Scientific, 

Rockford, IL, EUA). 

Quantidades iguais de proteína total foram re-suspensas em tampão de 

amostra contendo SDS, aquecidas durante 5 minutos a 100°C. Após a 

desnaturação, as proteínas foram separadas por eletroforese em um gel de 

poliacrilamida (SDS-PAGE) e transferidas para uma membrana de nitrocelulose 

(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, EUA). As membranas foram bloqueadas 

com leite desnatado (diluição de 5% em solução tampão de tris com tween: T-TBS) 

e incubadas durante a noite a 4°C com anticorpos de coelho policlonais como se 

segue: a) SREBP1-c (diluição 1:500, com 68 kDa, SC-367, Santa Cruz 

Biotechnology, CA, EUA), b), PPAR-alfa (diluição 1:500, 55 kDa, SC-9000, Santa 

Cruz Biotechnology, CA, EUA), c), GLUT-2 (diluição 1 : 1000 de diluição, 57 kDa, 07-

1402, Millipore, St. Charles, Missouri, EUA), d), IRS-1 (diluição 1:1000, 165 kDa, 

AHO1222, Invitrogen, CA, EUA), e ) AKt (ou PKB) (diluição 1:1000, 60 kDa, 44-

609G, Invitrogen, CA, EUA), f) PEPCK (diluição 1:1000, 62 kDa; SC-32879, Santa 

Cruz Biotechnology, CA, EUA) e g) G6Pase (diluição 1:1000, 36kDa, SC-25840,  

Santa Cruz Biotechnology, CA, USA). A expressão da β-actina (diluição 1:1000, 43 

kDa, SC-81178, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) que é uma proteína estrutural,  

foi utilizada como controle endógeno. Em seguida, as membranas foram lavadas e 



40 

 

 

incubadas com anticorpos secundários específicos. As expressões das proteínas 

supracitadas foram detectadas através de um sistema detecção de 

quimioluminescência (ECL- luminescência química avançada, Bio-Rad, EUA). Os 

sinais foram visualizados por quimioluminescência que foi capturada digitalmente 

utilizando o sistema de imagiologia ChemiDoc XRS e aquisição das imagens foi 

realizada com auxílio do software Image Lab (Bio-Rad Inc., Hercules, CA, EUA).  

Análises quantitativas das proteínas descritas foram realizadas pela avaliação 

da densidade integral óptica das bandas. Para tal, utilizou-se o software Image J, 

versão 1.46 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) e os resultados foram 

expressos em unidades arbitrárias. 

 
 
3.9 Tecido adiposo 
 
 

Fragmentos aleatórios do tecido adiposo epididimário dos animais foram 

fixados durante 48 horas em 1,27mol/L de formaldeído em 0,1M de tampão fosfato, 

pH 7,2, incluídos em Paraplast plus (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, USA), 

seccionados com 5 μm de espessura e as lâminas foram coradas com hematoxilina 

e eosina. Imagens digitais (formato TIFF, 36-bit, 1280x1024 pixels) randomizadas 

dos cortes histológicos de gordura epididimária foram obtidas com câmara LC 

Evolution acoplada ao microscópio de luz Olympus BX51 (Olympus America Inc. 

Miami, FL, USA), com um aumento de 60x. Os diâmetros menor e maior de pelo 

menos 50 adipócitos por animal foram mensurados para estimar o diâmetro médio 

(Image-Pro Plus versão 7.01, Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) conforme 

o ilustrado na figura 4. 
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Figura 4 -  Diâmetro médio dos adipócitos obtido pelo software Image-Pro Plus. Duas medidas de diâmetro 
(menor e maior) por adipócitos (representadas pelas linhas amarelas) foram traçadas para o cálculo do 
diâmetro médio do adipócito de cada animal estudado. 

 

O índice de adiposidade foi determinado através da razão entre a soma das 

massas dos depósitos de gordura intra-abdominal e subcutânea e a massa corporal 

total, expresso na forma de porcentagem. A densidade numérica de adipócitos por 

área foi obtida através da contagem do número de adipócitos presentes em uma 

área teste conhecida produzida a partir do STEPanizer (www.stepanizer.com) 

(Barbosa-Da-Silva, Fraulob-Aquino et al., 2012). 

 

3.10 Análise estatística 

 

Os dados foram testados para a curva de distribuição normal e 

homogeneidade das variâncias, e foram expressos como média e erro padrão da 

média (EPM). As diferenças entre os grupos foram avaliadas por análise de 

variância (one-way ANOVA), seguida de pós- teste de Holm-Sidak (GraphPad Prism 

version 6.02 for Windows; GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Em todos os 

casos, o nível de significância adotado foi de P≤0,05. 

 

 

http://www.stepanizer.com/


42 

 

 

4 RESULTADOS 
 
 

4.1 Massa corporal, ingestão alimentar e eficiência energética 
 
 

A massa corporal no inicício do experimento não diferiu entre os diferentes 

grupos estudados (figura 5). As diferenças na massa corporal começaram a surgir a 

partir da primeira semana de administração das dietas. O grupo HFHSu apresentou 

diferenças na massa corporal desde a primeira semana de administração das dietas 

(54,9 ± 1,0 g) quando comparado com os grupos SC (49,3 ± 1,0 g, p = 0,03) e HSu 

(49,5 ± 1,2 g, p = 0,02), seguindo este comportamento, até o final das quatro 

semanas de administração das dietas. Na segunda semana de fornecimento das 

dietas experimentais, os animais do grupo HF (53,6 ± 0,9 g) apresentaram-se mais 

pesados quando comparados com os animais dos grupos SC (50,3 ± 0,7 g, p= 0,04) 

e HSu (49,0 ± 1,0 g, p = 0,003), mantendo este comportamento até o final do 

experimento. Ao final do período experimental (quatro semanas), as massas 

corporais finais foram maiores nos animais dos grupos HF (61,8 ± 2,5 g) e HFHSu 

(62,4 ± 1,3 g) do que nos animais dos grupos SC (51,2 ± 0,8 g, p = 0,0004) e HSu 

(50.8 ± 1.2) (figura 5).  
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Figura 5 - Evolução da massa corporal. SC (dieta padrão), HF (dieta hiperlipídica), HSu (dieta rica em 
sacarose) e HFHSu (dieta hiperlipídica rica em sacarose). Os valores são expressos como média ± 
erro padrão da média (E.P.M.), com n = 5 animais em cada grupo. Houve diferença significativa (p 
<0,05) na mesma semana em comparação com [a] grupo SC [b] grupo HF e [c] grupo HSu. As 
diferenças foram testadas com análise de variância (one-way ANOVA) e pós-teste de Holm-Sidak. 

 
 

Os animais alimentados com as dietas HF (5,2 ± 0,1g/animal/dia) e HFHSu 

(5,4 ± 0,1g/animal/dia) apresentaram menor ingestão alimentar em gramatura, 

quando comparados aos grupos SC (5,9 ± 0.04g/animal/dia, p <0,0001) e HSu (5,9 ± 

0,1g/animal/dia, p <0,0001), porém exibiram maior ingestão energética. A ingestão 

energética dos grupos HF (24,5 ± 0,3 Kcal/animal/dia) e HFHSU (25,3 ± 0,3 Kcal/ 

animal/dia) superou a dos grupos SC (22,6 ± 0,2 Kcal/animal/dia, p <0,0001) e HSu 

(22,3 ± 0,3 Kcal/animal/dia, p <0,0001). Não houve diferenças na ingestão 

energética ente os grupos que receberam a dieta rica em sacarose e a dieta 

hiperlipídica rica em sacarose, quando comparados aos animais dos grupos SC e 

HF, respectivamente. 

Os animais que receberam a dieta HF (1,6 ± 0,2 Kcal x 100) apresentaram 

maior eficiência alimentar em comparação aos animais dos grupos SC (0,4 ± 0,05 

Kcal x 100, p <0,001) e HSu (0,4 ± 0,1 Kcal x 100, p <0,001). O grupo HFHSu (1,7 ± 

0,3 Kcal x 100) exibiu aumento na eficiência alimentar quando comparado com os 

grupos SC (0,4 ± 0,05 Kcal x 100, p =0,001) e HSu (0,4 ± 0,1, Kcal x 100, p =0,001). 
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4.2 Teste Oral de Tolerância à Glicose (TOTG) 
 
 

Inicialmente, antes da administração das dietas experimentais, os animais dos 

quatro grupos experimentais (SC, HF, HSu, HFHSu) apresentaram tolerância à 

glicose normal (dados não demonstrados). Inversamente, depois das quatro 

semanas de administração das dietas, houve intolerância à glicose nos grupos HF, 

HSu e HFHSu, evidenciada por aumento da área sob a curva quando comparados 

com o grupo SC (p <0,0001) (tabela 3). Dentre os grupos estudados, o que recebeu 

a dieta HFHSu exibiu os piores resultados no TOTG, com maior área sob a curva, 

em comparação com HF (+19%, p <0,0001)  e HSu (+22%, p <0,0001). Não houve 

diferença estatisticamente significativa entre os grupos HF e HSu. 

 

 

4.3 Lipídios plasmáticos 
 
 

Não houve diferença entre os níveis plasmáticos de TG e CT nos quatro 

grupos experimentais (tabela 3). 

 

 

4.4 Glicose e insulina plasmáticas e HOMA-IR 
 
 

Os animais que foram alimentados com as dietas HF (+114%), HSu (+95%) e 

HFHSu (110%) apresentaram maiores concentrações plasmáticas de glicose em 

comparação com o grupo que recebeu a dieta padrão (p <0,0001). Além disso, os 

níveis plasmáticos de insulina foram mais elevados nos grupos HF (+92%, p =0,001; 

+45%, p =0,03) e HFHSu (+103%, p =0,0004; +53%, p =0,01) quando comparados 

aos grupos SC e HSu, consecutivamente. Neste parâmetro, o grupo que recebeu a 

dieta rica em sacarose não diferiu do grupo que recebeu a dieta padrão, bem como 

os grupos que receberam as dietas hiperlipídica e hiperlipídica rica em sacarose, 

que exibiram níveis plasmáticos semelhantes de insulina.  

Adicionalmente, os animais dos grupos HF (+298%, p <0,0001), HSu (+141%, 

p =0,01) e HFHSu (+370%, p <0,0001), apresentaram maior HOMA-IR em relação 

ao grupo SC. Os animais que foram alimentados com as dietas HF (+65%, p =0,008) 
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e HFHSu (+95%, p =0,0004) tiveram o HOMA-IR maior que os animais alimentados 

com a dieta HSu (tabela 3). 

 

 

4.5 Fígado 
 
 

A ingestão excessiva de lipídios e/ou sacarose resultou em hepatomegalia 

nos animais que receberam as dietas HF (+32%, p <0,0001), HSu (+23%, p 

<0,0001) e HFHSu (+51%, p <0,0001) quando comparados com os animais do grupo 

SC, conforme o descrito na tabela 3. A esteatose hepática foi um achado comum 

nos mesmos grupos, que exibiram glóbulos de lipídios macro e micro vesiculares 

severos no interior dos hepatócitos (figura 6 e tabela 3). Os grupos HF, HSu e 

HFHSu (p <0,0001), apresentaram maiores percentuais de esteatose hepática do 

que o grupo SC. Os grupos HF (+42%, p <0,0001) e HFHSu (+42%, p<0,0001) 

apresentaram percentuais de esteatose hepática significativamente elevados em 

comparação com o grupo HSu. No entanto, a esteatohepatite não foi observada em 

nenhum dos grupos experimentais. 

Corroborando com estes resultados, houve aumento acentuado dos 

triglicerídeos e colesterol hepáticos nos grupos HF (+162%, p<0,0001; +170%, 

p<0,0001), HSu (+88%, p = 0,0002; 102%, p <0,0001) e HFHSu (+214%, p <0,0001; 

+193%, p <0,0001) quando comparados com o grupo SC (tabela 3). Os maiores 

valores de triglicerídeos hepáticos foram alcançados pelo grupo HFHSu, enquanto 

os animais que foram alimentados com a dieta HSu apresentaram valores 

intermediários, situando-se entre os grupos HF e HFHSu. 
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Figura 6 – Percentual de esteatose hepática em camundongos suíços após quatro semanas de 
administração de dietas ricas em lipídios e/ou sacarose. As fotomicrografias demonstram esteatose 
hepática macro e microvesicular (setas) nos grupos HF, HSu e HFHSu. O grupo HSu apresentou 
menor lesão do parênquima hepático em comparação aos grupos HF e HFHSu. Os valores foram 
expressos como média e erro padrão da média, n= 5 animais em cada grupo. Houve diferença 
significativa (p <0,05) em comparação com os grupos SC - dieta padrão [a], HF- dieta hiperlipídica [b], 
HSu-dieta rica em sacarose [c]. As diferenças foram testadas por análise de variância (one-way 
ANOVA) com pós-teste de Holm-Sidak. 
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4.6 Imunohistoquímica Hepática 
 
 
4.6.1 Imunohistoquímica para SREBP1-c 
 
 

A imunoreação positiva para o SREBP1-c foi identificada nos grupos HF, HSu 

e HFHSu quando comparados ao grupo com dieta padrão (SC) (figura 7). Esse dado 

associado ao aumento do conteúdo de lipídios no fígado e ao incremento de 

esteatose hepática exibidos por esses grupos, denotam o aumento da lipogênese 

hepática. 

 

 

 

 

 

Figura 7 -  Fotomicrografias representativas de cortes histológicos de fígado imunomarcados com 
anticorpos anti-SREBP1-c. As imagens demonstram imunoreação positiva para SREBP1-c nos 
núcleos dos hepatócitos imunomarcados (setas), confirmando o aumento da lipogênese hepática nos 
grupos HF, HSu e HFHSu. SC (dieta padrão), HF (dieta hiperlipídica), HSu (dieta rica em sacarose) e 
HFHSu (dieta hiperlipídica rica em sacarose). 
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4.6.2 Imunohistoquímica para alfa-actina de músculo liso (SMA-α) 
 
 

A imunoreação positiva para SMA-α não foi identificada nas células hepáticas 

estreladas, que se encontraram ausentes nos quatro grupos experimentais (figura 

8). As células hepáticas estreladas, desempenham papel importante na injúria e 

regeneração hepática, e quando ativadas aumentam a expressão de SMA-α. Em 

nosso caso, a administração de dietas hiperlipídica e/ou rica em sacarose por um 

período de quatro semanas não foi capaz de iniciar o processo inflamatório e 

fibrogênico no fígado dos animais.  

 

 

 

 

Figura 8 -  Fotomicrografias representativas de cortes histológicos de fígado imunomarcados com 
anticorpos anti-SMA-α (setas), demonstrando ausência de células hepáticas estreladas ativadas. SC 
(dieta padrão), HF (dieta hiperlipídica), HSu (dieta rica em sacarose) e HFHSu (dieta hiperlipídica rica 
em sacarose). 
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4.7 Expressão de proteínas hepáticas 
 
 

Todos os dados de Western blot foram corrigidos e normalizados pela beta-

actina. Além disso, as bandas de beta-actina foram identificadas nas figuras de 

western blot e não diferiram entre os grupos (dados não apresentados). 

 
 
4.7.1 Expressão da SREBP-1c 
 
 

A SREBP-1c é um fator de transcrição que promove a de novo lipogênese e 

foi mais expressa no fígado dos animais dos grupos HF (490,5 ± 0,1 unidades 

arbitrárias), HSu (272,4 ± 0,1 unidades arbitrárias) e HFHSu (548,9 ± 0,1 unidades 

arbitrárias), em comparação com o grupo SC (0,3 ± 0,03 unidades arbitrárias) 

(Figura 9). É importante mencionar que os grupos HF (+59%, p = 0,003) e HFHSu 

(+74%, p <0,0001) apresentaram maiores expressões da SREBP-1c do que o grupo 

HSu. Entretanto, não foram observadas diferenças entre os animais dos grupos HF 

e HFHSu. 

 
 
4.7.2 Expressão do PPAR-alfa 
 
 

O PPAR-alfa é o principal regulador do metabolismo lipídico no fígado e a sua 

expressão foi menor nos grupos que receberam as dietas HF (–70%, p <0,0001), 

HSu (–33%, p = 0,0001) e HFHSu (–72%, p <0,0001) quando comparada ao grupo 

que recebeu a dieta SC (figura 9). A dieta rica em sacarose aumentou a expressão 

desse fator de transcrição em comparação aos animais alimentados com as dietas 

hiperlipídica (+55%, p <0,0001) e hiperlipídica rica em sacarose (+58%, p <0,0001). 

Não houve diferença significativa entre os grupos HF e HFHSu. 
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Figura 9 - Expressões no fígado de SREBP1-c (A) e PPAR-α (B) corrigidas pela expressão hepática 
da beta-actina; as bandas de western blotting seguem os grupos correspondentes. Os valores foram 
expressos como média e erro padrão da média, n= 5 animais em cada grupo. Houve diferença 
significativa (p <0,05) em comparação com os grupos SC - dieta padrão [a], HF- dieta hiperlipídica [b], 
HSu-dieta rica em sacarose [c]. As diferenças foram testadas por análise de variância (one-way 
ANOVA) com pós-teste de Holm-Sidak. 
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4.7.3 Expressão do GLUT-2 
 
 

A expressão do transportador transmembrana de glicose no fígado (GLUT-2) 

foi maior nos animais dos grupos HF (202%, p <0,0001), Hsu (82%, p = 0,01) e 

HFHSu (281%, p <0,0001), quando comparada com os animais alimentados com 

dieta SC, sendo maximizada no grupo HFHSu (Figura 10). Neste grupo, a expressão 

de GLUT-2 foi superior às expressões observadas nos grupos HF (+26%, p = 0,01) e 

HSu (+109%, p <0,0001). Entretanto, a dieta rica em sacarose resultou em menor 

expressão de GLUT-2 em comparação com os grupos que receberam as dietas HF 

e HFHSu, que diferiram significativamente do grupo SC. 

 
 
4.7.4 Expressão de PEPCK 
 
 

A PEPCK é uma importante enzima envolvida na gliconeogênese e a sua 

expressão foi marcadamente mais acentuada no fígado dos animais alimentados 

com as dietas HF (+144%, p = 0,0008), Hsu (+117%, p = 0,003) e HFHSu (+311%, p 

<0,0001) do que nos animais do grupo SC (Figura 10). Similarmente à expressão de 

GLUT-2, o grupo HFHSu mostrou uma elevação na expressão de PEPCK quando 

comparado aos grupos HF (+68%, p = 0,0002) e Hsu (+89%, p <0,0001). No 

entanto, não houve diferença significativa na expressão de PEPCK entre os animais 

alimentados com as dietas HF e Hsu. 

 
 
4.7.5 Expressão da G6Pase 
 
 

Igualmente à enzima PEPCK, a G6Pase desempenha um papel chave na 

gliconeogênese e, por conseguinte, desempenha um papel-chave na regulação 

homeostática dos níveis de glicose no sangue. Mais uma vez, o grupo HFHSu teve a 

maior expressão da G6Pase em relação aos demais e não foi observada nenhuma 

diferença entre os grupos HF e Hsu (Figura 10). 
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Figura 10 - Expressões no fígado de GLUT-2 (A), PEPCK (B) e G6PASE (C) corrigidas pela expressão 
hepática da beta-actina; as bandas de western blotting seguem os grupos correspondentes. Os valores 
foram expressos como média e erro padrão da média, n= 5 animais em cada grupo. Houve diferença 
significativa (p <0,05) em comparação com os grupos SC - dieta padrão [a], HF- dieta hiperlipídica [b], 
HSu-dieta rica em sacarose [c]. As diferenças foram testadas por análise de variância (one-way ANOVA) 
com pós-teste de Holm-Sidak. 
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4.7.6 Expressôes de IRS-1 e AKt 
 
 

No que concerne à expressão das proteínas envolvidas na via de sinalização 

da insulina, o fígado dos animais dos grupos HF (+99%, p <0,0001, +336%, p 

<0,0001), Hsu (+56%, p = 0,0064, +196%, p <0,0001) e HFHSu (+115%, p <0,0001, 

+247%, p <0,0001) apresentaram um incremento das expressões do IRS-1 e da 

PKB (AKt) em relação ao grupo SC (Figura 11). A dieta rica em sacarose resultou 

em menores expressões nestes parâmetros quando comparada com os animais dos 

grupos HF e grupos HFHSu. 
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          Beta-actina 43 kDa  

 

 

   

                 B) AKt 60 kDa  

         Beta-actina 43 kDa   

 

                                              

A
K

T

(c
o

rr
ig

id
o

 p
e

la
 b

e
ta

-a
c

ti
n

a
, 

u
.a

.)

S C H F H S u H F H S u

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0

[a ]

[a ,b ]

[a ,b ,c ]

 
 

Figura 11 -  Expressões no fígado de IRS-1 (A) e AKt (B) corrigidas pela expressão hepática da beta-
actina; as bandas de western blotting seguem os grupos correspondentes. Os valores foram 
expressos como média e erro padrão da média, n= 5 animais em cada grupo. Houve diferença 
significativa (p <0,05) em comparação com os grupos SC - dieta padrão [a], HF- dieta hiperlipídica [b], 
HSu-dieta rica em sacarose [c]. As diferenças foram testadas por análise de variância (one-way 
ANOVA) com pós-teste de Holm-Sidak. 
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5 TECIDO ADIPOSO 
 
 
5.1 Depósitos de gordura corporal 
 
 

Nos grupos HF e HFHSu, os compartimentos de gordura corporal intra-

abdominal (+108%, p <0,0001; +75%, p <0,0001) e subcutânea (+75%, p <0,0001; 

+107%, p <0,0001) foram significativamente maiores quando comparados com os 

grupos SC e HSu, respectivamente. No entanto, não houve diferenças significativas 

entre os animais alimentados com as dietas HSu e SC (figura 12 e tabela 3). 
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Figura 12 -  Compartimentos de gordura corporal. A) Gordura intra-abdominal. B) Gordura sub-
cutânea. Os dados foram expressos como média e erro padrão da média, n=5 animais em cada 
grupo. Houve diferença estatísticamente significativa (p <0,05) em comparação com os grupos SC - 
dieta padrão [a], HF- dieta hiperlipídica [b], HSu-dieta rica em sacarose [c]. As diferenças foram 
testadas por análise de variância (one-way ANOVA) com pós-teste de Holm-Sidak. 
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5.2 Índice de adiposidade 
 
 

O índice de adiposidade foi alterado com a administração das dietas 

hiperlipídica e hiperlipídica rica em sacarose. Este parâmetro foi mais pronunciado 

nos grupos HF e HFHSu em relação aos animais do grupo SC (+73%, p <0,0001; 

+89%, p <0,0001) e  do grupo HSu (+84%, p <0,0001; +101%, p <0,0001) (tabela 3). 

 
 
5.3 Morfometria dos adipócitos 
 
 

Através da microscopia de luz foi possível identificar as alterações na 

morfologia do tecido adiposo. Foi observado o aumento no diâmetro médio dos 

adipócitos, indicando hipertrofia dos adipócitos nos grupos HF (+142%, p <0,0001), 

HSu (+81%, p <0,0001) e HFHSu (+176%, p <0,0001) quando comparado ao grupo 

SC. Apesar da dieta rica em sacarose promover hipertrofia dos adipócitos, o seu 

efeito sobre os adipócitos foi menos pronunciado do que aquele observado nos 

adipócitos dos animais alimentados com dieta hiperlipídica. Além disso, apenas os 

animais que receberam a dieta combinada (dieta hiperlipídica rica em sacarose) 

exibiram adipócitos com tamanhos significativamente maiores do que os animais dos 

outros grupos (Figura 13 e tabela 3). 

 
 
5.4 Densidade numérica dos adipócitos por área 
 
 

A densidade numérica dos adipócitos por área diminuiu consideravelmente 

nos grupos experimentais, sendo mais evidente no grupo HFHSu (figura 13 e tabela 

3). Os grupos HF (-54%, p <0,0001), HSu (-40%, p <0,0001) e HFHSu (-74%, p 

<0,0001) apresentaram uma densidade numérica significativamente menor de 

adipócitos por área do que o grupo SC. Além disso, o grupo HSu apresentou 

aumento da densidade numérica de adipócitos por área, em comparação com os 

grupos HF (+31%, p = 0,02) e HFHSu (+131%, p <0,0001) (figura 13 e tabela 3). 
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Figura 13 -  Densidade numérica de adipócitos por área e área seccional média dos adipócitos. 
Houve diferença estatísticamente significativa (p <0,05) em comparação com os grupos SC - dieta 
padrão [a], HF- dieta hiperlipídica [b], HSu-dieta rica em sacarose [c]. As diferenças foram testadas 
por análise de variância (one-way ANOVA) com pós-teste de Holm-Sidak. 

 



 

 

Tabela 3 -  Dados biométricos, bioquímicos, hepáticos e do tecido adiposo. Os dados foram expressos como média ± erro padrão 
da média, com n=5 animais por grupo. Houve diferença estatísticamente significativa (p <0,05) em comparação com os grupos SC 
- dieta padrão (a), HF- dieta hiperlipídica (b), HSu-dieta rica em sacarose (c). As diferenças foram testadas por análise de variância 
(one-way ANOVA) com pós-teste de Holm-Sidak. 
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       Grupos       

Parâmetro SC HF HSu HFHSu 

Massa corporal final (g)        51,2 ± 0,8        61,8 ± 2,5a        50,8 ± 1,2b        62,4 ± 1,4a,c 
Ingestão alimentar (g/anima/dia)          5,9 ± 0,05          5,2 ± 0,1a          5,8 ± 0,1b          5,3 ± 0,1a,c 
Eficiência alimentar (kcal) x 100          0,4 ± 0,05          1,6 ± 0,2a          0,4 ± 0,1b          1,7 ± 0,3a,c 
Bioquímica 

    Glicose (mg/dL)        65,8 ± 2,9      140,8 ± 5,5a      128,6 ± 4,2a      138,2 ± 9,3a 
 Insulina (ng/ml)          0,4 ± 0,01          0,7 ± 0,1a          0,5 ± 0,01b          0,7 ± 0,1a,c 
TOTG (A.S.C. u.a.)  12912,0 ± 258,6  27419,0 ± 626,8a  26577,0 ± 700,1a  32520,0 ± 317,1a,b,c 
HOMA-IR          0,1 ± 0,01          0,3 ± 0,03a          0,2 ± 0,01a,b          0,3 ± 0,03a,c 
Triglicerídeos (mg/dL)      100,8 ± 4,4      118,0 ± 3,6      157,4 ± 31,4      133,0 ± 11,0 
Colesterol (mg/dL)      104,0 ± 18,0      166,0 ± 10,4      192,4 ± 32,9      171,6 ± 18,8 
Fígado 

    Massa (g)          0,8 ± 0,01          1,1 ± 0,01a          1,0 ± 0,01a,b          1,3 ± 0,02a,b,c 
Esteatose (%)        16,6 ± 1,7        69,2 ± 1,1a        48,8 ± 2,6a,b        69,5 ± 1,5a,c 
Triglicerídeos (mg/dl por mg)    2884,0 ± 70,9    7572,0 ± 450,2a    5433,0 ± 238,8a,b    9071,0 ± 303,8a,b,c 
Colesterol (mg/dl por mg)        28,5 ± 1,5        76,7 ± 2,8a        57,5 ± 2,3a,b        83,4 ± 3,4a,c 
Tecido Adiposo 

    Gordura intra-abdominal (g)          2,6 ± 0,1          5,5 ± 0,3a          2,7 ± 0,1b          5,7 ± 0,2a,c 
Gordura subcutânea (g)          1,3 ± 0,03          2,3 ± 0,1a          1,1 ± 0,1b          2,2 ± 0,1a,c 
Índice de adiposidade (%)          3,9 ± 0,1          7,8 ± 0,4a          3,9 ± 0,2b          7,9 ± 0,2a,c 
Diâmetro do adipócito (µm)        40,1 ±0,7        97,0 ± 1,0a        72,7 ± 0,9a,b      110,8 ± 1,2a,b,c 
QA[adipócitos]/mm2        28,7 ± 1,7        13,2 ± 0,5a        17,3 ± 0,9a,b          7,5 ± 0,3a,b,c 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

No presente estudo, verificou-se que as dietas HF e HFHSu produziram um 

rápido aumento da massa corporal, HOMA-IR e nos níveis de insulina. A maior 

ingestão energética, observada nos animais alimentados com as dietas hiperlipídica 

e hiperlipídica rica em sacarose, resultou em aumento da adiposidade e na 

deposição de gordura intra-abdominal. No entanto, não foram observadas diferenças 

significativas nas concentrações séricas de insulina e na MC entre os grupos SC e 

Hsu. A literatura relata que uma dieta com densidade energética elevada promove 

um rápido aumento da MC e induz esteatose hepática, conforme o observado nos 

grupos HF e HFHSu (Yang, Miyahara et al., 2012).  

A dieta HSu não induziu um aumento significativo na MC e nos depósitos de 

gordura corporal. Trabalhos prévios da literatura relatam que a administração de 

uma dieta rica em sacarose durante um curto período de tempo não é capaz de 

induzir modificações na MC de roedores, o que foi consistente com os nossos 

resultados (Santure, Pitre et al., 2002; Fukuchi, Hamaguchi et al., 2004). Estudos 

com a dieta rica em sacarose têm produzido resultados contraditórios em termos da 

sua capacidade de induzir a obesidade e a resistência à insulina em animais 

(Santure, Pitre et al., 2003; Sugimoto, Suzuki et al., 2005). Enquanto alguns 

trabalhos mostram indiferença da sua influência na MC, outros comentam que a 

administração de dieta rica em sacarose, por um período de três a seis semanas 

induz aumento da adiposidade (Sugimoto, Suzuki et al., 2005; Cahova, Dankova et 

al., 2012). Embora as dieta SC e HSu sejam isoenergéticas, HSu tem uma 

porcentagem maior de sacarose em sua composição, sendo capaz de induzir 

alterações metabólicas em detrimento de mudanças na massa corporal. A dieta HSu 

bem como as dietas hiperlipídica e hiperlipídica rica em sacarose, podem promover 

a RI e a intolerância à glicose (Fraulob, Ogg-Diamantino et al., 2010; Ferreira, Mario 

et al., 2011). Todos os grupos experimentais exibiram hiperglicemia de jejum em 

relação ao grupo SC. Ademais, todas as dietas experimentais contribuíram para o 

desenvolvimento da RI (maior HOMA-IR) e da intolerância à glicose, evidenciada 

pela maior área sob a curva observada no TOTG. No entanto, as dietas HF e 

HFHSu induziram os piores resultados no metabolismo dos carboidratos. Isto indica 
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que a dieta HF pode causar uma diminuição mais grave da resposta à insulina, 

quando comparada com a dieta rica em sacarose. 

Quanto aos níveis séricos de colesterol total e TG, não foram encontradas 

diferenças entre os diferentes grupos experimentais. Essa discrepância pode ser 

explicada pelo curto período de administração das dietas. As modificações no perfil 

metabólico e hormonal são provavelmente dependentes do tempo de exposição e da 

quantidade de carboidratos e lipídios em sua composição (Gutman, Basilico et al., 

1987; Lombardo, Drago et al., 1996; Pagliassotti, Gayles et al., 2000). Além disso, 

estudos em humanos também indicam que o início da RI ocorre antes de outras 

manifestações da SM como a dislipidemia e a HAS (Mitchell, Haffner et al., 1992). 

Concomitante à RI, as dietas HF, HSu e HFHSu promoveram o aumento do 

conteúdo hepático de lipídios (triglicerídeos e colesterol), esteatose hepática e 

hepatomegalia, o que poderia ser um indicativo de DHGNA (Anderson e Borlak, 

2008). Isto sugere que o consumo de carbohidratos simples, lipídios, ou ambos, 

podem desempenhar um papel no desenvolvimento da esteatose hepática 

associada à RI (Koteish e Diehl, 2001). 

A resistência hepática à insulina é acompanhada pela deposição excessiva de 

gordura no fígado. A "hipótese portal" sugere que a lipólise secundária à RI promove 

um fluxo elevado de AGL diretamente na veia porta, aumentando a de novo 

lipogênese e reduzindo a oxidação dos AGL no fígado (Bjorntorp, 1990; Ibrahim, 

2010). Este mecanismo favorece a deposição ectópica de gordura no fígado e outros 

órgãos, o que pode conduzir a RI no músculo esquelético, tecido adiposo e fígado 

(Snel, Jonker et al., 2012). Assim, os AGL estimulam a gliconeogênese e a 

lipogênese no fígado e comprometem a capacidade da insulina em suprimir a 

produção endógena de glicose, o que agrava a resistência periférica à insulina 

(Kahn e Flier, 2000; Bugianesi, Gastaldelli et al., 2005).  

O acúmulo de TG no fígado é o evento primário na DHGNA e está associado 

com o consumo alimentar excessivo e RI no fígado, músculo esquelético e tecido 

adiposo (Angulo e Lindor, 2002; Abdelmalek e Diehl, 2007; Harrison e Day, 2007). A 

"dieta ocidental" rica em gordura saturada, colesterol e sacarose induz, obesidade, 

RI e esteatose hepática (Newberry, Xie et al., 2006). Assim, o acúmulo de TG nos 

hepatócitos é metabolizado por oxidação mitocondrial ou peroxissomal, o que leva à 

formação de ERO. As ERO induzem a peroxidação lipídica, o que provoca 
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inflamação através da ativação das células de Kupffer e células hepáticas estreladas 

(Petersen, Dufour et al., 2004), elevando o risco para o desenvolvimento de esteato-

hepatite. O evento secundário, portanto, decorre da lesão hepatocelular e esteato-

hepatite não alcoólica (NASH), envolvendo fatores como estresse oxidativo, 

aumento de citocinas pró-inflamatórias e disfunção mitocondrial (Sanyal, Campbell-

Sargent et al., 2001; Abdelmalek e Diehl, 2007). 

Em nosso estudo, os grupos HF e HFHSu exibiram esteatose hepática mais 

severa quando comparados com o grupo que recebeu a dieta HSu. Além disso, 

estes grupos desenvolveram hiperinsulinemia, aumento da MC e acúmulo de 

gordura intra-abdominal em comparação com o grupo HSu, tornando evidente o 

papel da dieta no desenvolvimento da DHGNA. Ressalta-se que os adipócitos 

viscerais uma vez maiores, armazenam uma maior quantidade de TG em seu interior 

e são menos sensíveis à insulina, o que leva a um aumento (crônico) da atividade 

lipolítica (Xu, Barnes et al., 2003; Wellen e Hotamisligil, 2005). O conteúdo lipídico 

hepático vem sendo correlacionado positivamente com a gordura intra-abdominal, o 

aumento da produção de citocinas e inflamação crônica (Kelley, Mckolanis et al., 

2003; Nguyen-Duy, Nichaman et al., 2003). 

Apesar da correlação existente entre a RI e a DHGNA, não está claro se a RI 

causa o acúmulo excessivo de TG no fígado ou se o aumento TG por si ou de 

produtos do seu metabolismo podem desempenhar um papel causal no 

desenvolvimento da RI hepática ou sistêmica (Monetti, Levin et al., 2007; 

Neuschwander-Tetri, 2010). 

Sabe-se que a atividade de algumas proteínas lipogêncicas no fígado podem 

ser atividas na presença de dietas hiperlipídicas (Gregorio, Souza-Mello et al., 2010). 

Em nosso estudo, a expressão hepática de SREBP-1c foi significativamente maior 

nos animais que receberam as dietas hiperlipídica e/ou rica em sacarose. O fator de 

transcrição SREBP-1c foi identificado como um mediador chave da esteatose 

hepática, sendo observado aumento de sua expressão no fígado de animais obesos 

(Farrell e Larter, 2006; Kammoun, Hainault et al., 2009).  

Evidências recentes denotam que o SREBP-1c está envolvido na patogênese 

da DHGNA (Muraoka, Aoki et al., 2011; Farese, Zechner et al., 2012; Knebel, Haas 

et al., 2012). A hiperinsulinemia induzida pelas dietas HF e HFHSu poderia estar 

relacionada com a expressão aumentada de SREBP-1c e a esteatose resultante 
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(Cagen, Deng et al., 2005). A insulina é um potente indutor das enzimas que 

catalisam a síntese de novo de ácidos graxos no fígado e no tecido adiposo, o que 

conduz ao aumento dos níveis de AGL e lipoproteínas remanescentes sendo 

captados pelo fígado (Semple, Sleigh et al., 2009). O SREBP-1c emergiu como um 

dos principais fatores envolvidos na regulação pela insulina da expressão de 

enzimas da lipogênese no fígado e no tecido adiposo. Além disso, foi recentemente 

sugerido que o tipo de ácidos graxos que são armazenados no fígado pode ser mais 

relevante do que o grau de esteatose em relação aos mecanismos de lesões do 

fígado com esteatose (Yamaguchi, Yang et al., 2007; Neuschwander-Tetri, 2010). 

O achado mais interessante neste estudo é que o consumo de um carboidrato 

simples (sacarose) estimulou a de novo lipogênese hepática, independentemente da 

hiperinsulinemia. O excesso de carboidratos da dieta é convertido em TG, sendo 

esta conversão modulada pelo SREBP-1c (Cagen, Deng et al., 2005; Farrell e 

Larter, 2006). Além disso, a literatura relata que a frutose e a glicose, 

monossacarídeos constituintes da sacarose, contribuem para a regulação do 

metabolismo lipídico, agindo como indutores da expressão de SREBP-1c (Dentin, 

Girard et al., 2005; Ren, Chan et al., 2012). 

O SREBP-1c reprime diretamente a transcrição do IRS-2 e inibe a sinalização 

da insulina no fígado através da inibição da via PI3K/Akt, diminuindo a capacidade 

da insulina de suprimir a produção hepática de glicose através da inibição da 

gliconeogênese, caracterizando a resistência à insulina hepática (Ide, Shimano et 

al., 2004). 

Além disso, a expressão de GLUT-2 mostrou-se aumentada no fígado dos 

animais dos grupos HF, HSu e HFHSu e foi maximizada nos animais do grupo 

HFHSu. Alguns autores têm explicado que o aumento da expressão hepática do 

GLUT-2, induzido pela dieta hiperlipídica, está associado com a gliconeogênese, RI 

e por conseguinte, com a esteatose hepática (Okamoto, Tanaka et al., 2002; 

Fraulob, Souza-Mello et al., 2012). Neste contexto, o aumento do HOMA-IR, 

detectado principalmente nos animais dos grupos HF e HFHSu, pode estar 

associado a elevação nos níveis de GLUT-2, o que pode agravar ainda mais a 

disfunção metabólica na DHGNA. 
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Estudos anteriores demonstraram que há aumento da expressão hepática de 

GLUT-2 em animais e humanos obesos e diabéticos, correlacionando-se com o 

aumento da produção de glicose no fígado (Gonzalez-Periz, Horrillo et al., 2009).  

O transportador de glicose GLUT-2 pode atuar na última etapa da produção 

de glicose na gliconeogênese e na primeira etapa da captação de glicose para a 

glicólise. O nível de expressão de GLUT-2 no fígado pode ser regulado pelo nível de 

glicose no sangue. No entanto, o papel principal do GLUT-2 nos hepatócitos é 

regular o efluxo, em vez da absorção de glicose (Mokuno, Uchimura et al., 1999). 

Portanto, na resistência hepática à insulina, a elevada produção endógena de 

glicose resulta num maior efluxo de glicose e, consequentemente, no aumento da 

expressão de GLUT-2, tal como foi observado em todos os grupos que receberam 

as dietas hiperlipídica e/ou rica em sacarose (Aoyama, Peters et al., 1998; Bensinger 

e Tontonoz, 2008; Schmilovitz-Weiss, Hochhauser et al., 2013). 

A fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) e a glicose-6-fosfatase (G6Pase) 

são duas enzimas limitantes da taxa de gliconeogênese que são reguladas por 

hormônios tais como a insulina, glucagon e glicocorticóides (Yabaluri e Bashyam, 

2010). As expressões de PEPCK e G6Pase foram significativamente maiores nos 

grupos HF, Hsu e HFHSu do que no grupo SC. De forma semelhante à expressão 

de GLUT-2, o grupo HFHSu apresentou aumento das expressões da PEPCK e da 

G6Pase quando comparado com ambos os grupos HF e Hsu.  

O substrato do receptor de insulina (IRS)  se conecta ao receptor de insulina 

desencadeando uma cascata de reações que envolvem proteínas quinases tais 

como o a fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) e a proteína-quinase B ou Akt (Le Roith e 

Zick, 2001; Taniguchi, Ueki et al., 2005). No presente estudo, além das alterações 

morfológicas, foram detectadas alterações na via de sinalização da insulina no 

fígado. Houve aumento da expressão de IRS-1 no fígado dos animais nos grupos 

HF, HSu e HFHSu. No entanto, a RI e os estados de hiperinsulinemia estão 

associados com a diminuição da expressão de IRS-1.  

Relata-se que os níveis de IRS-1 estão aumentados no fígado de roedores 

alimentados com dieta hiperlipídica e esses animais exibem uma redução na 

capacidade da insulina em suprimir a produção hepática de glicose (Anai, Funaki et 

al., 1999; Kohjima, 2007b). Os nossos resultados estão em concordância com o que 

vem sendo descrito na literatura, que a expressão de IRS-1 está aumentada na 
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DHGNA e há uma correlação positiva com a expressão de SREBP-1c levando ao 

aumento da síntese de ácidos graxos nos hepatócitos (Kohjima, 2007b). O SREBP-

1c reprime diretamente a transcrição do IRS-2 que pode ser compensada pelo 

aumento da expressão de IRS-1 induzindo a lipogênese através da expressão do 

SREBP1-c na DHGNA (Kohjima, 2007a). Adicionalmente, é possível que as dietas 

hiperlipídica e hiperlipídica rica em sacarose, tenham inativado IRS-1 e, 

consequentemente, tenham induzido uma diminuição da transmissão do sinal na via 

de sinalização da insulina, promovendo uma redução na capacidade da insulina de 

suprimir a produção hepática de glicose. Na RI há uma diminuição na fosforilação 

dos resíduos de tirosina dos IRS-1 nos hepátocitos e aumento da fosforilação em 

serina, o que deprime a transmissão do sinal pela diminuição da capacidade do 

receptor em se fosforilar em tirosina após estímulo com insulina (Shulman, 2000; 

Carvalheira, Ribeiro et al., 2003). 

A Akt é uma das principais efetoras da sinalização da insulina envolvida na 

indução de SREBP-1c no fígado e no metabolismo da glicose (Leavens, Easton et 

al., 2009; Yecies, Zhang et al., 2011). Outra constatação importante do estudo é que 

a expressão de Akt no fígado dos animais alimentados com as dietas HF, HSu e 

HFHSu está aumentada. Sabe-se que animais que receberam dieta HF 

apresentaram aumento da expressão de AKt associada ao acúmulo de gordura 

ectópica (Liu, Hong et al., 2009). Este achado está de acordo com os resultados 

encontrados, onde a expressão de AKt foi aumentada na presença de RI, 

hiperinsulinemia e excesso de peso. 

No fígado, as vias de sinalização da insulina, tais como a via da 

fosfatidilinositol-3-quinase / proteína quinase B (PI3K/PKB ou AKt) quando ativada, 

inibe a gliconeogênese e as expressões da PEPCK e da G6Pase. No entanto, 

alterações na via da PI3K/Akt estão associadas com a RI e a intolerância à glicose, 

bem como o aumento das expressões da PEPCK e da G6Pase (O'brien e Granner, 

1996; Whiteman, Cho et al., 2002).  

O presente estudo demonstrou que todos os grupos que receberam as dietas 

experimentais desenvolveram RI. Dessa forma, hipotetizamos que a RI pode ter 

inibido a via da PI3K/Akt e aumentado as expressões da PEPCK e da G6Pase, 

estimulando assim a gliconeogênese no fígado. 
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É importante ressaltar, que a expressão de PPAR-alfa tem um grande 

impacto sobre a promoção da utilização de gordura e manutenção da beta-oxidação 

mitocondrial (Aoyama, Peters et al., 1998; Schmilovitz-Weiss, Hochhauser et al., 

2013). Ativação do PPAR-alfa previne o acúmulo de gordura hepatocelular e a 

hipertrigliceridemia, aumentando a taxa de catabolismo de ácidos graxos (Stienstra, 

Saudale et al., 2010; Schmilovitz-Weiss, Hochhauser et al., 2013). Neste trabalho, 

observou-se que a expressão de PPAR-alfa foi menor nos animais dos grupos HF, 

HSu e HFHSu quando comparados aos animais do grupo SC, o que indica uma 

redução na beta oxidação no fígado dos animais desses grupos. 

Em concordância com outros estudos este dado (associado ao aumento na 

expressão de SREBP-1c) estão de acordo com o percentual de esteatose exibido 

por estes grupos (Ip, Farrell et al., 2003; Vimaleswaran, Radha et al., 2005). A menor 

expressão no fígado de PPAR-alfa e o aumento substancial da razão SREBP-

1c/PPAR-alpha hepática representam as principais alterações metabólicas 

associadas a de novo lipogênese e a redução da oxidação dos ácidos graxos 

desencadeando esteatose hepática (Videla e Pettinelli, 2012).  
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CONCLUSÕES 
 

 

A dieta hiperlipídica e/ou rica em sacarose quando administrada por quatro 

semanas promoveu maior ingestão energética, aumento da massa corporal, 

deposição de gordura intra-abdominal, hipertrofia de adipócitos, hiperglicemia de 

jejum, hiperinsulinemia de jejum, aumento do HOMA-IR, intolerância à glicose e 

danos hepáticos (hepatomegalia, esteatose, redução da beta-oxidação, aumento na 

lipogênese e na produção de glicose) em camundongos machos adultos. Associado 

a isto, estas dietas também promoveram maior expressão de SREBP1-c, GLUT-2, 

PEPCK, G6PASE, IRS-1, AKt e menor expressão de PPAR-α no fígado dos animais 

dos grupos HF, HSu e HFHSu. Entretanto, a dieta rica em sacarose foi a que 

promoveu efeitos menos pronunciados na biometria, na morfologia e no 

metabolismo do fígado e do tecido adiposo dos animais quando comparados aos 

demais grupos. 
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