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RESUMO 

 

 A obesidade atualmente é um dos grandes problemas de saúde nos países 

desenvolvidos e em desenvolvimento e esta associada com o desenvolvimento de 

várias doenças metabólicas e cardiovasculares, que levam ao aumento nas taxas 

de morbidade e mortalidade. A obesidade é marcada pela presença de  inflamação 

crônica de baixo grau, que altera a produção e liberação de citocinas, que pode 

levar ao desenvolvimento de resistência à insulina e disfunção endotelial, a qual é 

precursora de vários problemas cardíacos.  

      Desta maneira, o objetivo deste estudo foi traçar o time-course no 

surgimento da inflamação, disfunção endotelial, resistência à insulina, pressão 

arterial e força de contração ventricular durante a evolução da obesidade em ratos 

wistar alimentados com dieta hiperlipídica durante 24 semanas. Para identificar 

essa evolução, os animais foram avaliados a cada 6 semanas, mensurando as 

citocinas IL-6, TNF-α, PCR e adiponectina, resistência à insulina, função endotelial, 

pressão arterial e a força de contração em tiras isoladas do ventrículo esquerdo. 

Nossos resultados indicam que com apenas 6 semanas de dieta hiperlipídica ocorre 

aumento da gordura visceral total, com aumento das citocinas inflamatórias 

circulantes, diminuição na função endotelial e aumento da resistência à insulina. 

Com 12 semanas podemos observar aumento na pressão sanguínea com aumento 

na peroxidação lipídica na aorta, e finalmente com 24 semanas alterações 

morfológicas na aorta e diminuição na força de contração cardíaca. Desta maneira, 

este trabalho avaliou a cinética do desenvolvimento das alterações no perfil 

inflamatório, função endotelial e cardiovascular durante o desenvolvimento da 

obesidade. 

 

 

 

 

 

Palavras - chave: Tecido adiposo, Inflamação Crônica, dieta hiperlipidica, 

disfunção endotelial 
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ABSTRACT 

 

Obesity is a metabolic disorder and its prevalence is increasing worldwide, which in 

turn significantly increase the morbidity and mortality rates associated. Obesity is 

associated with several diseases risk factors, the expand of adipose tissue lead a 

chronic inflammatory state, insulin resistance, endothelial dysfunction and 

hypertension and cardiovascular diseases. The hallmark of obesity is the low grade 

inflammation, with increase of production and secretion of several proinflammatory 

cytokines that lead to insulin resistance and endothelial dysfunction, which is a 

precursor to cardiovascular disease and cardiovascular outcome.   Therefore, the 

aim of this study was to investigate the evolution of comorbidities together with 

obesity evolution. In this way, we fed Wistar male rats with a palatable high fat diet 

during twenty-four weeks and every 6 weeks was evaluate: The inflammatory state 

by measuring cytokines pro-inflammatory (interleukin -6 tumor necrosis factor –α, 

reactive C protein) and anti-inflammatory adiponectin; the endothelial function; the 

Nitric Oxide levels, blood pressure and cardiac contractile. Our results indicated that 

six weeks of high fat feeding rats increase visceral fat and triggers inflammatory 

state, insulin resistance and endothelial dysfunction. At 12 weeks of high fat diet an 

increase in blood pressure and lipid peroxidation in aorta was observed and at 24 

weeks an impaired on cardiac contractile was observed. To our knowledge, this is 

the first study showing the evolution of metabolic disorders in high-fat diet model. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Key Words: Endothelial dysfunction, Hypertension, Nitric Oxide, Obesity, High-fat-

diet, Time course. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
 

Atualmente a obesidade é um dos grandes problemas de saúde tanto em 

países desenvolvidos como nos países em desenvolvimento, assim como suas 

comorbidades associadas, aumentando os riscos de morbidade e mortalidade, 

reduzindo tanto a qualidade como a expectativa de vida (Allison et al., 2008, 

Beleigoli et al., 2012, Alam et al., 2012). Dentre as comorbidades associadas à 

obesidade, as doenças cardiovasculares são uma das maiores causas de 

mortalidade no mundo (WHO, 2016). O sobrepeso e obesidade é caracterizada 

pelo excesso de tecido adiposo estocado, é intimamente associada ao 

desenvolvimento de doenças cardiovasculares, dislipidemia, hipertensão, 

resistência à insulina que, agregado a um ambiente pró-inflamatório, leva a piora 

dos problemas cardiovasculares (Eikelis et al., 2012, Zalesin et al., 2011, Iantorno 

et al., 2014).  

Neste contexto, a obesidade visceral, caracterizada pelo acúmulo de tecido 

adiposo ao redor das vísceras, é um dos principais fatores de risco para o 

desenvolvimento destas patologias, que em conjunto compõem a chamada 

síndrome metabólica (Queiroz et al., 2009; Hall et al.,2015). 

As evidências sugerem que o aumento das desordens metabólicas 

associadas ao aumento do tecido adiposo, característico na obesidade, 

desencadeia um quadro de inflamação crônica de baixo grau que desempenha 

papel chave nas disfunções metabólicas presentes na obesidade (Jung e Choi, 

2014; Zalesin et al., 2011). Além disso, o tecido adiposo obeso produz grandes 

quantidades de marcadores inflamatórios e moléculas de adesão que contribuem 

para a instalação deste quadro inflamatório e desequilíbrio metabólico (Leggate et 

al., 2010; Jung e Choi, 2014).  

      Deste modo, o objetivo deste estudo foi traçar o time-course no 

surgimento da inflamação, disfunção endotelial, resistência à insulina, pressão 

arterial e força de contração ventricular durante a evolução da obesidade em ratos 

wistar alimentados com dieta hiperlipídica durante 24 semanas.  Estudos que visem 

a caracterização fisiopatógica do desenvolvimento de doenças são essenciais para 

dar suporte a intervenção terapêutica, principalmente quando apresentam a 

evolução da doença  
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1.1 . Tecido Adiposo e Inflamação 

  

Na última década, houve um aumento no interesse em se conhecer os 

aspectos fisiológicos e patológicos do tecido adiposo. Ele foi considerado um órgão 

endócrino, uma vez que possui como atividade característica a capacidade de 

sintetizar e secretar substâncias denominadas adipocinas que atuam influenciando 

tanto a homeostase do peso corporal quanto a inflamação de forma local e ou 

sistêmica (Halberg et al., 2008; Jung e Choi, 2014). A Figura 1 apresenta a 

representação esquemática das substâncias produzidas pelo tecido adiposo.  

 

Figura 1.  Representação esquemática do tecido adiposo como órgão 

endócrino 

 

Tecido adiposo é um órgão complexo e atua como órgão endócrino secretando várias proteínas. 

(Adaptado de Ravussin, 2002). 

 

A função endócrina do tecido adiposo é determinada pelo seu padrão de 

secreção de adipocinas (Van Gaal et al, 2006; Bluher, 2009; Lehr et al, 2012). Desta 

forma, pode-se associar o risco do indivíduo em desenvolver as comorbidades 
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metabólicas e cardiovasculares relacionadas à obesidade a esse padrão (Lau et 

al., 2005; Adamczak et al., 2013; Zang et al., 1994, Das Un 2002). 

Dentre as mais de 600 adipocinas produzidas e secretadas pelo tecido 

adiposo, existem aquelas que possuem papel de resposta ao processo inflamatório, 

incluindo as interleucinas (IL) 1, 6, 8, 10, fator de necrose tumoral alfa (TNF – α) e 

Proteína C reativa (PCR) (Lehr et al., 2010, Bluher, 2012; Smitka e Maresová, 

2014). 

Na obesidade, o aumento de adipócitos hipertrofiados reduz o fluxo 

sanguíneo, que acarreta hipóxia no tecido adiposo, induzindo a inflamação local e 

infiltração de macrófagos, que devido a essa obesidade alteram seu fenótipo anti-

inflamatório M2 para o fenótipo pró-inflamatório M1 (Gutierrez et al, 2009), assim 

aumentam a produção de citocinas inflamatórias, contribuindo para a instalação da 

inflamação sistêmica do diabetes mellitus tipo II e da síndrome metabólica. (Queiroz 

et al., 2006; Bluher, 2010; Smitka e Maresová, 2014). 

Estudos demonstram associação entre o índice de massa corporal (IMC) e 

o número de macrófagos no tecido adiposo visceral em humanos (Galic et al., 2010; 

Bastard et al., 2006).  Weisberg et al., (2003) e XU et al., (2003) mostraram que o 

aumento do peso corporal, do tecido adiposo e do tamanho do adipócito de ratos 

estão fortemente associados ao aumento presença dos macrófagos M1 

(predominantes na obesidade, secretam principalmente TNF-α e IL-6).  Além disso, 

a gordura visceral está muito mais relacionada com essas comorbidades do que a 

gordura subcutânea, e que ainda existe forte relação com biomarcadores 

inflamatórios e o estresse oxidativo (Hager et al., 2008). 

Esta ativação na rede de citocinas e adipocinas que acontece na obesidade 

provoca uma inflamação sistêmica e generalizada no tecido adiposo (Van Gaal et 

al., 2006; Kawasaki et al., 2012; Wisse, 2004) levando o organismo ao quadro de 

resistência à insulina, e a acelerar a dislipidemia aterogênica aumentando-se 

assim, a probabilidade desenvolver a síndrome metabólica e diabetes mellitus tipo 

II (Zalesin et al., 2011, Miller et al., 2005). 

 

1.2. Resistência à Ação da Insulina e Diabetes 

  

A inflamação crônica do tecido adiposo está associada à resistência a ação 

da insulina que é uma característica integrante da síndrome metabólica e a maior 
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preditora para o desenvolvimento do diabetes tipo II (Lillioja et al., 1993, Jung e 

Choi, 2014). Além disso, a resistência à insulina pode estar relacionada com a 

produção anormal de adipocinas e a ativação da rede de vias sinalização 

inflamatória incluindo a proteína quimiotática de monócitos (MCP-1), TNF-α e 

interleucinas (IL-1, IL-6 e IL-8)(Jung e Choi, 2014; Hotamisligil, 2006).  

Um dos tecidos responsivos a insulina é o tecido adiposo que estimula o 

estoque de triglicerídeos via múltiplos mecanismos dentre os quais se destaca: o 

aumento de captação de glicose e de ácidos graxos derivados da circulação de 

lipoproteínas; a lipogênese nos adipócitos maduros; e a inibição da lipólise (Jung e 

Choi, 2014).  A cascata de sinalização da insulina se inicia quando esta se liga ao 

seu receptor na membrana celular, ocasionando a fosforilação/ativação do 

substrato receptor de insulina (IRS), o que ativa duas vias principais de sinalização: 

a via fosfatidilinosiltol 3-quiinase (PI3K)-AKT/proteína quinase B (PKB) e a  via 

proteína quinase ativada por mitógeno-RAS (MAPK). A via PI3K-AKT/PKB é 

importante para a maioria das ações metabólicas de insulina. IRS-1 é fosforilado 

pelo receptor de insulina, ativando PI3K via domínio SH2, o que leva a formação 

do segundo mensageiro fosfatidilinositol–(3,4,5) trifosfato dependente de 

serina/treonina quinases, incluindo AKT/PKB, resultando na translocação do 

transportador de glicose 4 (GLUT 4) para a membrana plasmática e aumentando a 

captação de glicose pelo adipócito (Figura 2). Na obesidade, os ácidos graxos livres 

e as várias adipocinas liberadas pelo tecido adiposo obeso estão envolvidos na 

alteração da sinalização da insulina. É sugerido que os ácidos graxos e seus 

metabolitos, Ácil-coenzima-A, ceramidas e o diacilglicerol podem prejudicar a 

sinalização da insulina pela promoção de proteínas quinases, como a proteína 

quinase C (PKC), MAPK, c-Jun N-terminal quinase (JNK) e o fator nuclear inibidor 

quinase κB. (Jung e Choi, 2014). 
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FIGURA 2. Representação esquemática das vias de sinalização da insulina. 

 

 

 

O receptor de insulina é uma tirosina quinase que se autofosforila e catalisa a fosforilação de 

proteínas intracelulares como as proteínas IRS.  Após a fosforilação essas proteínas se ligam a 

outras moléculas de sinalização através de seus domínios SH2, resultando na ativação de vias de 

sinalização intracelular como a via da PI 3-quinase, a cascata da MAPK e a ativação da via mTOR. 

Essas vias regulam o transporte de glicose, a síntese de glicogênio, lipídeos e proteínas, 

coordenando e integrando o metabolismo intermediário (Anderson et al., 2005) 

 
 

No contexto da resistência à insulina, a expressão de TNF-α aumenta, 

sendo sua expressão positivamente correlacionada com a resistência à insulina, 

em humanos (Hotamisligil et al., 1993). Seu mecanismo de ação, a partir da cascata 

de sinalização da insulina no tecido adiposo é autócrino, o que dificulta a interação 

da insulina com seu receptor devido a indução da fosforilação do IRS-1. Além disso, 

o TNF-α aumenta a atividade da lipase hormônio sensível (LHS) no tecido adiposo, 

ocasionando maior liberação de ácidos graxos livres na circulação e levando a 

resistência à insulina nos tecidos periféricos como o fígado e músculos esqueléticos 

(Smitka e Maresová, 2015). 

Neste sentido, tanto o TNF-α quanto a IL-6 produzidas pelo tecido adiposo 

são relacionadas a modulação da resistência à insulina. A ausência de TNF-α ou a 

deleção de seu receptor resultam em melhora significante da sensibilidade a 

insulina em camundongos obesos via dieta ou deficientes em leptina ob/ob (Rabe 

et al., 2008).  
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Segundo Nonogaki et al, (1995), o impacto metabólico produzido pelo 

aumento da expressão de IL-6 nos depósitos corporais de gordura, pode ser de 

crucial importância na patogenia da obesidade. O conteúdo plasmático aumentado 

de IL-6 estimula a síntese hepática de triacilglicerol, contribuindo para a 

hipertrigliceridemia associada à obesidade visceral, além de suprimir a expressão 

de adiponectina e receptores e sinalizadores de insulina (Leite et al, 2009). De fato, 

Volp et al., (2008) e Guimarães et al., (2007) demonstraram que indivíduos que 

apresentam doença cardiovascular mostraram níveis circulantes elevados de IL-6.  

Em animais e indivíduos obesos a expressão e a secreção de TNF- α está 

aumentada, indicando sua correlação com a composição corporal, porcentagem de 

gordura corporal e hiperinsulinemia (Sakurai et al, 2009). A diminuição da massa 

corporal diminui os níveis de TNF-α, além de melhorar a insulinêmia (Rabe et al., 

2008). Além disso, o TNF-α tem papel direto no desenvolvimento de aterosclerose 

através da indução na expressão da molécula de adesão vascular celular -1 

(VCAM-1), molécula de adesão intercelular-1 (ICAM-1), proteína quimiotática de 

monócitos (MCP-1) tanto nas células endoteliais como musculares lisas (Smitka e 

Maresová, 2015) (Figura 3). 

  O TNF-α também induz a produção de IL-6 que desempenha papel 

importante no metabolismo de carboidratos e lipídios por aumentar a lipólise, com 

inibição da lipase lipoprotéica (LPL) e aumento da liberação de ácidos graxos livres 

e glicerol, e redução da expressão do substrato do receptor de insulina tipo 1 (IRS-

1) e GLUT-4. Também desempenha uma gama de funções nos efeitos imunes 

celulares e humorais relacionados à inflamação, defesa do hospedeiro e injúria 

tecidual (Volp et al., 2008). Além disso, a IL-6 é uma citocina mediadora central da 

resposta inflamatória de fase aguda e a principal citocina pró-coagulante, induz a 

produção e aumento das concentrações plasmáticas de fibrinogênio, proteína 

amilóide sérica A (SAA), e da proteína C reativa (PCR). (Mohamed-Ali et al., 1997; 

Smitka e Maresová, 2015; Fried et al., 1998; Gleeson et al., 2011).  

A Proteína C Reativa é uma proteína de fase aguda sintetizada 

principalmente pelo fígado e é regulada pelos níveis circulantes de TNF- α e IL-6 

(Volp et al., 2008). A PCR é um sensível marcador de inflamação, e tem mostrado 

relação com o desenvolvimento da doença aterosclerótica em estudos 

experimentais e clínicos (Torzewski, et al., 1998; Cermak et al., 1993; Koenig et al., 

1999; Volp et al., 2008), seus níveis aumentam aproximadamente 3 vezes na 
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presença de risco de doenças vasculares periféricas (Abdellaoui e AL-Khaffaf, 

2007). Desta maneira  a PCR é um eficaz preditor de doenças cardiovasculares 

(Koenig et al., 1999; Ridker et al., 2003) e) está linearmente correlacionado a 

síndrome metabólica. (Festa et al., 2000) 

Por outro lado, a adiponectina, que possui propriedade anti-aterogênica, 

antidiabética e anti-inflamatória e são abundantemente expressas pelos adipócitos 

em situações fisiológicas normais (Fischer et al., 2005). Entretanto, os níveis 

circulantes de adiponectina estão inversamente correlacionados com a obesidade 

(Doyle et al., 2012). Os mecanismos para essa diminuição nos níveis de 

adiponectina ainda não estão muito bem elucidados, mas sabe-se que está 

relacionado com o aumento nos níveis de TNF-α, que pode inibir a secreção de 

adiponectina pelos adipócitos. 

A adiponectina possui atividade anti-inflamatória, e sua redução está 

associada com uma elevação na inflamação crônica (Aprahamian e Sam, 2011). 

Além disso, ela pode possuir efeitos antiaterogênicos, de proteção na parede 

vascular agindo em vários estágios do processo aterogênico, reduz a concentração 

plasmática de ácidos graxos e triglicérides em modelos de obesidade com 

camundongos (Yamauchi et al., 2001), como também pode modular, suprimindo a 

secreção de TNF-α pelos macrófagos (Ouchi et al., 2000, Fantuzzi, 2005). Também 

inibe a expressão das moléculas de adesão VCAM-1, ICAM-1 via inibição do NF-

κB, além de suprimir a formação das células espumosas. Baixos níveis de 

adiponectina prejudicam o relaxamento endotélio dependente, sendo mais um fator 

que pode levar a hipertensão na obesidade (Van Gaal et al., 2006).  
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FIGURA 3. Contribuição dos adipócitos e macrófagos na inflamação relacionada a 

obesidade. 

 

Adipócitos secretam fatores que atraem monócitos que se diferenciam em macrófagos. Adipócitos 

e macrófagos interagem e aumentam a liberação de citocinas pró-inflamatórias, promovendo 

inflamação sistêmica. (Adaptado de Ouchi et al., 2011) 

 

 

1.3. Obesidade e Sistema vascular 

. 

A obesidade tem efeito significativo sobre o sistema vascular, 

comprometendo a vasodilatação em resposta a estímulos fisiológicos ou 

farmacológicos, por exemplo, a demanda metabólica elevada ou infusão de 

agonista endotélio dependentes. Um dos mecanismos mais estudados sobre o 

relaxamento vascular dependente do endotélio tem sido as alterações na produção 

e liberação de oxido nítrico (NO) pelo endotélio. (Stapleton et al., 2008). 

Pacientes com síndrome metabólica exibem dilatação dependente do 

endotélio prejudicada em resposta a infusão de vasodilatadores, enquanto que os 

mecanismos de relaxamento independente de endotélio permanecem intactos. 

(Dolores Pietro et al., 2014). Estes resultados se repetem em estudos com animais, 

onde a indução da obesidade por dieta hiperlipídica (HFD) prejudica a resposta 

vasodilatora de endotélio (Stapleton et al., 2008). 

As funções alteradas do endotélio podem levar, em últimas instâncias, a 

doenças cardiovasculares, as quais estão correlacionadas com a obesidade 

(Avogaro e Kreutzenberg, 2005).  O estudo de Framingham (Garrison et al., 1987; 

Reissigová e Tomecková, 2005) mostrou claramente a associação de doença 

arterial coronariana (DAC) com a obesidade, onde a taxa de frequência de DAC em 
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pessoas com IMC de 21 kg/m2 está em 26,3 a cada 100 pessoas do sexo 

masculino, subindo para 42,2 a cada 100 quando o IMC está em 31 kg/m2. Mais 

robusta torna-se a associação entre a obesidade e DAC quando se leva em 

consideração a distribuição de gordura. Vários estudos confirmaram que a 

adiposidade abdominal é um risco independente para DAC, tanto na população 

com idade avançada como em crianças e adolescentes (Avorago e Kreutzenberg, 

2005). O endotélio vascular tem papel primordial na manutenção da homeostase 

cardiovascular, é uma monocamada que reveste todo o sistema vascular, e é mais 

do que ser uma interface física ente o lúmem e a parede do vaso. Ele secreta um 

grande número de mediadores que regulam a agregação plaquetária, coagulação, 

fibrose e também o tônus vascular. Estes mediadores podem, alternadamente, 

mediar tanto a vasoconstrição, como a dilatação. 

O NO é o maior fator de relaxamento derivado do endotélio, o qual é 

produzida a partir de seu precursor L-arginina, a conversão da L-arginina em NO é 

catalisada pela família de enzimas NO sintases (NOS). Existem três isoformas 

identificadas, a NOS endotelial (eNOS), NOS neuronal (nNOS) e a forma induzível 

ou inflamatória (iNOS). Ativação de receptores muscarínicos pela acetilcolina nas 

células endoteliais ativam fosfolipase C (PLC) que catalisa a produção de inositol 

1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3 ativa o receptor de IP3 no retículo 

sarcoplasmático e induz aumento de Ca2+ citosólico. O Ca2+ forma complexo 

calmodulina e ativa a a eNOS (Figura 3). A fosforilação da eNOS pela proteína 

quinase A (PKA) inativa a enzima (Avogaro e Kreutzenberg, 2005;  Furchgot, 1983, 

Kang 2014). 

O NO produzido pela célula endotelial se difunde rapidamente para as 

células musculares lisas adjacentes interagindo com o ferro do grupo heme da 

enzima guanilato ciclase (GCs) ativando-a. A GCa catalisa a saída de dois 

grupamentos fosfato da molécula de guanosina trifosfato cíclica (GTP) resultando 

na formação de guanosina monofosfato cíclica (GMPc). O GMPc por sua vez 

modula a proteína quinase G (PKG), ocasionando diminuição de cálcio intracelular, 

ocasionando o relaxamento vascular liso. (Furchgot, 1983; Vanhoutte, 1988; Kang 

2014, Wobst et al., 2015), (FIGURA 4).  
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FIGURA 4.  Ilustração mostrando a estimulação da NO sintase (eNOS) por 
acetilcolina e shear stress 

 

 

O aumento na produção e liberação de NO pelas células endoteliais, que se difunde para as células 

musculares lisas ocasionado diminuição na concentração de cálcio intracelular, levando ao 

relaxamento muscular liso, adaptado de Joerg Herrmann et al., (2010). 

 

A disfunção endotelial é uma condição patológica, caracterizada 

principalmente pelo desbalanço entre a liberação de substancias vasodilatadoras, 

anti-mitogênicas e anti-trombogênicas e substancias vasoconstritoras, pró-

mitogênicas e trombóticas. Como mencionado anteriormente, o NO é a mais 

importante molécula vasodilatora, a qual também possui papel inibidor em outros 

eventos importantes no desenvolvimento da aterosclerose, tais como a adesão e 

agregação, adesão e migração de leucócitos como também a proliferação de 

células musculares lisas. Desta maneira, a mensuração da reatividade vascular 

dependente de endotélio, do NO e de outras moléculas fornecem informações a 

respeito da função e integridade do endotélio, e particularmente a disfunção 

endotelial está associado a fatores de risco cardiovasculares (Bonetti et al 2003).  

A disfunção endotelial tem sido detectada em coronárias, vasos de 

resistência e vasos de condutância, desta maneira a disfunção endotelial pode ser 

considerada como uma condição sistêmica (Flammar et al., 2012).  Já é bastante 
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documentado na literatura a associação entre a disfunção endotelial e a maioria 

das condições que predispõem a aterosclerose e doenças cardiovasculares, como 

a hipertensão (Panza et al., 1990; Treasure et al., 1992), tabagismo (Zeiher et 

al.,1995), diabetes (Salmanoglu et al., 2016) e também a obesidade (Steinberg et 

al., 1996; Flammet et al., 2012).  

O acumulo excessivo de gordura também está intimamente associado a 

hipertensão. Estudos epidemiológicos demonstraram que o sobrepeso prediz o 

desenvolvimento futuro de hipertensão ((Stokes et al, 1989, Kanel, 2000) e de 

acordo com o NHANES III (“Third National Health and Nutrition Survey”) o risco de 

desenvolver hipertensão é ainda muito mais alto em pessoas obesas. 

A hipertensão relacionada a obesidade é uma doença crônica de 

desenvolvimento lento e de origem multifatorial, e os múltiplos potenciais 

mecanismos que contribuem para o desenvolvimento no aumento da pressão 

sanguínea em humanos obesos vão desde a hiperinsulinemia, ativação do sistema 

renina angiotensina, aldosterona, estimulação do sistema nervoso central, níveis 

anormais de adipocinas e citocinas que agem sobre o endotélio vascular (FIGURA 

4) (Vanecková et al., 2014). 

 

FIGURA 5. Relação entre a obesidade e hipertensão 

 

Mecanismos pelos quais a obesidade pode causar a hipertensão (adaptado de Vanecková et al., 

2014). 
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Ainda no contexto da obesidade, o acúmulo excessivo de tecido adiposo é 

também um fator de risco para doenças coronarianas cardíacas (CHD). Estudos 

mostraram que com o aumento do IMC, aumentam também a frequência cardíaca 

de repouso e a pressão sistólica ou diastólica (Avogaro e Kreutzenberg, 2005). Em 

adição a hipertensão e aterosclerose que se instalam na obesidade, também é 

verificado a presença de doenças macrovasculares e microvasculares 

(macroangiopatia, microangiopatia) (Petrica et al., 2009; Singleton et al., 2003) 

além de disfunção endotelial (Kraemer-Aguiar et al.,2010, 2015, Panazzolo et al., 

2012). 

O desenvolvimento da obesidade e sua associação com as complicações 

metabólicas são bastante estudados em modelos animais como roedores, pois 

possuem bastante similaridade com a obesidade em humanos. Linhagens de ratos 

e camundongos são suscetíveis a desenvolver obesidade com dietas hiperlipídicas 

(HFD) em um período de 2 a 4 meses (Duarte et al., 2012; Vickers et al., 2011, 

Fellmann et al., 2013). 

Além disso, na obesidade ocorrem alterações vasculares estruturais. Dados 

mostram que a massa corporal e a região de deposição da gordura prejudicam o 

remodelamento vascular, que por sua vez potencializa a mortalidade por doenças 

cardiovasculares (Martinez-Martinez 2013, Laurent et al, 2005). 
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1.4.  JUSTIFICATIVA 

 

O aumento da incidência de obesidade no mundo está relacionado 

principalmente aos maus hábitos alimentares que se baseiam no consumo de 

alimentos industrializados, hipercalóricos, fast foods, e na ingestão de porções 

exageradas sem qualidade nutricional, ou seja, com alto conteúdo de gorduras e o 

baixo teor de fibras.  

Esse padrão inadequado de nutrição, juntamente com a redução da 

atividade física é relevante e proporcionalmente mais elevado nas famílias de baixa 

renda e com prevalência na população de adultos. Contudo, esse quadro já está 

sendo observado em crianças e adolescentes.  

A associação da obesidade com o aumento da morbidade e mortalidade é 

em grande parte, devido a doenças cardiovasculares. No Brasil, em 2014 mais de 

50 % das pessoas estão com sobrepeso, enquanto 8% já apresentam o quadro de 

diabetes e quase 25% já possuem hipertensão, que por sua vez é responsável por 

pelo menos 40% das mortes por acidente vascular cerebral, por 25% das mortes 

por doença arterial coronariana e, em combinação com o diabetes, 50% dos casos 

de insuficiência renal terminal (Vigitel, 2014) 

Assim, a obesidade por si só é uma doença integrante do grupo de doenças 

crônicas que são não transmissíveis e acarreta prejuízos à saúde dos indivíduos. 

Estudos apontam a correlação entre a obesidade e a inflamação crônica de baixo 

grau a qual promove um desequilíbrio metabólico desencadeando o 

desenvolvimento de doenças crônicas como resistência à ação da insulina, 

intolerância à glicose, dislipidemia, hipertensão e outros problemas 

cardiovasculares. Na literatura científica, é grande o número de trabalhos sobre as 

patologias relacionadas às complicações decorrentes do acúmulo de gordura nos 

tecidos adiposos quando estas já estão estabelecidas. Contudo, ainda é escasso o 

conhecimento sobre o momento e ordem cronológica em que essas alterações 

começam a se desenvolver em indivíduos durante o ganho de peso em direção a 

obesidade.  

Desta maneira, avaliamos de forma cinética durante 24 semanas o 

desenvolvimento de alterações no perfil inflamatório, da resistência à insulina, 

função endotelial e cardiovascular na obesidade experimental. 
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2. OBJETIVO 

 

 

O objetivo principal desse trabalho foi identificar e estabelecer em quais 

momentos durante a evolução da obesidade inicia-se a instalação da inflamação 

crônica de baixo grau, resistência à insulina, disfunção endotelial e cardiovascular 

em ratos Wistar alimentados durante 24 semanas com dieta hiperlipídica. 

 

 

2.1.  Objetivos Específicos 

 

Os distúrbios fisiológicos que ocorreram nos ratos durante o período de 

indução da obesidade foram avaliados a cada seis semanas até a finalização de 24 

semanas de experimentos. Os objetivos específicos foram: 

 

 Avaliar a função endotelial a cada seis semanas frente as diferentes 

dietas; 

 Avaliar a sensibilidade à insulina a cada seis semanas frente as 

diferentes dietas; 

 

 Avaliar a pressão arterial a cada seis semanas frente as diferentes 

dietas; 

 

 Avaliar a biodisponibilidade do óxido nítrico na corrente sanguínea 

dos animais a cada 6 semanas frente as diferentes dietas; 

 

 

 Analisar as alterações morfológicas na aorta dos animais a cada seis 

semanas frente as diferentes dietas; 

 

 Analisar a força de contração cardíaca dos animais a cada 6 semanas 

frente as diferentes dietas. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1.  Animais 

 

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar (Rathus novergicus var, 

albinus, Rodentia, Mamalia) com 6 semanas de vida obtidos no biotério da 

Universidade Federal de São Carlos.   

No Biotério do Laboratório de Nutrição e Metabolismo aplicados ao Exercício 

desta universidade, os ratos foram mantidos em gaiolas individuais em ambiente 

com temperatura controlada entre 22 e 24°C e aplicados ciclos de luz (claro e 

escuro) de 12h.  

Os ratos foram aleatoriamente divididos em dois grupos de 35 animais e a 

cada 6 semanas, sete animais de cada grupo foram aletoriamente eutanasiados. O 

protocolo experimental teve duração de 24 semanas e foi realizado de acordo com 

os Princípios Éticos de Experimentação Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBEA). O projeto foi avaliado e aprovado pela Comissão 

de Ética e Uso de Animais (CEUA, processo nº 026-1013).  

 

3.2. Grupos Experimentais 

 

Os grupos experimentais de análise foram identificados como:  

 

Grupo Controle (CT): 35 animais alimentados com dieta padrão durante 24 

semanas.  Sendo a cada 6 semanas, sete animais eutanasiados aleatoriamente 

para análises deste estudo (Figura 5) 

 

Grupo Dieta Hiperlipídica (HFD): 35 animais alimentados com dieta hiperlipídica 

durante 24 semanas para indução da obesidade. Sendo a cada 6 semanas, sete 

animais sacrificados aleatoriamente para análises deste estudo (Figura 5) 
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FIGURA 6. Protocolo experimental 

 

 

 

3.3. Dieta Padrão 

 

Como dieta padrão, utilizou-se uma ração balanceada da marca PRIMOR 

(São Paulo, Brasil). A composição nutricional conforme a especificação do 

fornecedor é para cada 100g: 23g de proteína; 49g de carboidrato; 4g de gordura; 

5g de fibra; 7g de cinza; e 6g de vitaminas. 

 

3.4. Dieta Hiperlipídica 

 

Foi empregada uma dieta hiperlipídica para desenvolver obesidade em 

ratos, padronizada por Estadella (2004). Essa dieta foi preparada pela mistura de: 

15g de ração balanceada da marca PRIMOR; 10g de amendoim torrado; 10g de 

chocolate ao leite; 5g de bolacha maisena. Todos os ingredientes foram moídos e 

misturados na proporção de 3:2:2:1.  

A densidade calórica das dietas foi determinada empregando-se um 

calorímetro adiabático (IKA-C400). Os resultados dessa análise estão 

apresentados na Tabela 1.   
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Tabela 1: Composição nutricional da dieta padrão e hiperlipídica.  

Macro nutrientes 
Dieta padrão  

Primor ® (g/100g) 

Dieta Hiperlipídica 
(g/100g) 

Carboidratos 49 48 

Proteínas 23 20 

Gorduras totais 4 20 

Fibras 5 4 

Valor energético 4.07 kcal/g  5.12 kcal/g 

Bromatologia:  Speretta et al., (2012)  

 

3.5. Controle de Peso e Consumo Alimentar 

 

Durante todo o período experimental, o peso corporal e o consumo alimentar 

de cada animal foram controlados diariamente. Os valores obtidos pela pesagem 

em balança analítica foram anotados em fichas individuais (DÂMASO, 1996). 

 

3.6. Teste de tolerância à insulina (ITT) 

 

Ao todo foram realizadas cinco conjuntos de resultados medidos a cada 6 

semanas, ou seja, nos tempos 0, 6 ,12 ,18 e 24 semanas de nutrição, dois dias 

antes da data da eutanásia dos animais.  

A curva glicêmica foi obtida pela análise do sangue, por onde uma alíquota 

de sangue foi coletada pela cauda e a glicemia avaliada através de fita e 

glicosímetro (Accu-check), (Ropelle et al., 2006). A primeira coleta de sangue foi 

realizada após jejum noturno de 8 h (tempo 0 da análise). Após isso, a insulina 

(1U/Kg de peso corporal) foi injetada intraperitonealmente e amostras de sangue 

foram nos tempos: 0, 15, 30 e 45 minutos. 

 

3.7. Coleta de Amostras 

 

Após a decapitação dos ratos em guilhotina, o sangue e os tecidos adiposos: 

brancos retroperitoneal (RET), epididimal (EPI) e visceral (VIS) foram coletados. A 

soma do peso dos três tecidos foi chamada de Gordura Visceral Total (GVT) (Cho 

et al., 2012) 
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3.8. Níveis Séricos de Triglicérides 

 

Os triglicerídeos foram avaliados empregando-se o método enzimático 

colorimétrico específico através do kit Triglicérides Liquiform Labitest. (Schiavo et 

al., 2002) 

 

3.9. Determinação da Pressão Arterial 

 

A pressão arterial sistólica foi determinada em animais não anestesiados por 

pletismografia de cauda.  

Os ratos foram introduzidos em um aparato de contenção e mantidos em um 

ambiente tranquilo e silencioso por 1 hora. Esse procedimento foi repetido algumas 

vezes antes das análises, com a finalidade de deixá-los familiarizados com o teste.  

Uma abotoadura emborrachada e um sensor fotoelétrico de pulsação foram 

colocados ao redor da cauda. Esse sensor é conectado a um amplificador (NIPREM 

645, Cibertec, Madrid, Spain), e as pulsações gravadas no PowerLab (AD 

Instruments, Castle Hill, NSW, Austrália). Foram realizadas 3 medidas 

consecutivas, considerando-se como o valor da pressão a média aritmética desses 

resultados. A Figura 5 ilustra o procedimento utilizado para a realização desse 

experimento. 

 

FIGURA 7. Procedimento ilustrativo da medição da pressão sanguínea em ratos 

 

 Software de aquisição  
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3.10. Estudo da Reatividade Vascular em Aortas Isoladas 

 

Para o registro da tensão isométrica, utilizamos preparações da aorta 

torácica isoladas de ratos. Após eutanásia dos animais, as aortas foram isoladas e 

dissecadas de tecido conjuntivo e cortadas em anéis de 4 mm de comprimento. Os 

anéis de aorta foram montados entre dois ganchos de metal e mantidos em câmara 

para órgão isolado contendo 5 mL de solução fisiológica de Krebs (com a seguinte 

composição em mmol/L: NaCl 130,0; KCl 4,7; KH2PO4 1,2; CaCl2 1,6; MgSO4 1,2; 

NaHCO3 14,9; glicose 5,5) em pH 7,4, sob gaseificação com mistura de carbogênio 

(95% O2 e 5% CO2), a 37 oC.  Para estabilização, as preparações permaneceram 

em repouso por 60 minutos sob tensão basal de 1,5g (pré-determinada pela curva 

de tensão com KCL). A tensão isométrica foi obtida pelo transdutor (Letica Scientific 

Instruments; Barcelona–Spain) conectado a um amplificador (PowerLab/415 - 

ADInstruments) e registrada em computador. Foram realizadas curva de 

concentração efeito para acetilcolina (0.1nM a 0.1mM) em anéis aórticos com 

endotélio integro. A integridade do endotélio foi verificada através da contração dos 

anéis com fenilefrina (0.1μmol/l), e após estabilização da contração máxima 

(considerado 100%) foi aplicado 1μmol/l acetilcolina para ocasionar o relaxamento 

do anel, se este relaxamento foi maior que 80% da contração máxima, este anel foi 

considerado com o endotélio integro. 

Com o objetivo de verificar a função da musculatura lisa vascular, foram 

também realizadas curvas de concentração efeito para nitroprussiato de sódio 

(0.1nM a 0.1mM), conhecido doador de NO, em anéis aórticos onde o endotélio foi 

removido mecanicamente A efetividade dessa remoção foi demonstrada pela 

ausência de relaxamento à acetilcolina (1μmol/L) em aortas pré-contraída com 

fenilefrina (0,1μmol/L) (Figura 7). 
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Os dados foram plotados, e a potência (pd2) e o relaxamento máximo 

(Emax) foram calculados. 

 

FIGURA 8. Esquema ilustrativo da realização do protocolo de estudo da 

reatividade vascular em artérias isoladas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.11. Análise Histológica  

 

Foram coletados trechos de 5 milimetros da parte ascendente da aorta a 

partir de sua raiz situada na região adjacente à base do coração. As amostras foram 

embebidas na solução fixadora de Karnovsky modificada, contendo solução de 

glutaldeido 3% (Merk, Alemanha) e formalina 10% por 72 horas.  

Em seguida, o material foi lavado em agua corrente, submetido à 

desidratação com passagens sucessivas em soluções de concentrações 

crescentes de etanol (70% a 100%) e diafanizado pelo xilol. 

A inclusão foi feita em parafina histológica. Foram feitos cortes de 6 µm de 

espessura em um micrótomo (Leica, DMR) e coletados em laminas de vidro para 

Transdutor de força  

Anel aórtico 

Solução fisiológica 

Curva de concentração 
efeito  para efeito de ACH ou 
NPS (1nmol/ l–10mmol/l) 
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microscopia. Desparafinizados em estufa a 58º C e banhados em séries de xilóis, 

hidratados em soluções de concentrações decrescentes de etanóis e lavados em 

agua destilada. 

 Foi realizada coloração com Hematoxilina –Eosina (HE) e utilizado para 

aquisição de imagem o “Scanner” Panoramic Desk” (3DHISTECH, Budapest, 

HUNGARY) Os diâmetros externos (De) foram obtidos pela medida das superfícies 

da adventícia e o diâmetro interno (Di) desde a superfície do endotélio; a δ da túnica 

média foi obtida dividindo-se por 2 a diferença entre o De – Di (δ = De - Di/2) e a 

razão média/luz foi obtida pela razão entre a δ e o Di (R m/lz = δ/Di) (Coura et al., 

2012). Foi utilizada objetiva de 40X para digitalizar lâminas histológicas coradas, e 

para análise das medidas de espessura e diâmetros internos em µm foi utilizado o 

software Image J (public domain Java image processing program, NIH). 

 

 

3.12. Determinação Sérica de Adiponectina, IL-6, TNF- α e Proteína C Reativa.  

 

As quantificações de citocinas e adipocinas foram realizadas a partir da 

coleta do soro e determinadas pelo método de Ensaio Imunoenzimático (ELISA), 

seguindo as especificações correspondentes nos Kits.  

Para as análises de citocinas como, IL-6, TNF-α foram utilizados kits 

OptEIA (BD Biosciences); para as analise Proteína C-reativa (PCR) e adiponectina 

foram utilizados kits DuoSet® ELISA (R&D Systems).  

O sangue coletado foi acondicionado em tubos sem anticoagulante por 

aproximadamente 2 horas até a sua coagulação. Em seguida, as amostras foram 

centrifugadas a 3500 rpm por 15 minutos. O soro resultante desta centrifugação foi 

aliquotado em microtubo e congelado a -80ºC. 

 De modo geral, a técnica se baseia no modelo ELISA sanduíche: as 

microplacas de alta afinidade foram sensibilizadas com anticorpos monoclonais 

anti-citocinas e permaneceram “overnight”. As placas foram lavadas 3 vezes com 

300 µl/poço de PBS pH 7,2-Tween-20 0,05% (PBS-Tw), e incubadas com a solução 

bloqueadora contendo albumina (PBS pH 7,2 + 4% Albumina bovina) por 1h, a 25º 

C ± 2o.  

Após mais ciclos de lavagens, foram adicionados às amostras e efetuados 

curvas padrão de citocinas recombinantes. As placas foram mantidas a  25ºC por 
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2 horas e, em seguida, foi realizada uma nova lavagem. Foram então adicionados 

anticorpos anti-citocinas biotinilados ou conjugado com enzima peroxidase e 

mantidos por 1 hora e 30 minutos a TA. Após 5 lavagens com PBS-Tw, foi 

adicionado 100 µl da solução reveladora contendo 3,3',5,5'- tetrametilbenzidina 

(TMB). A reação foi bloqueada com 50 µl de ácido sulfúrico 1 M e a leitura realizada 

no espectrofotômetro 450 nm. As concentrações das amostras foram calculadas a 

partir da curva de titulação dos padrões de citocinas e as concentrações finais 

expressas em pg/ml ou ng/ml dependendo do kit. 

As dosagens foram realizadas a partir da coleta do soro do sangue e 

determinadas pelo método ELISA ou ELISPOT (Ensaio imunoenzimático em fase 

sólida), seguindo as especificações correspondentes ao Kit (R&D Systems, 

Minneapolis, MN) para cada uma das citocinas em ratos de acordo com as 

descrições de Cavaglieri et al. (2003). Todas as amostras para determinação das 

concentrações das citocinas circulantes foram realizadas em triplicata, para garantir 

a precisão dos resultados obtidos. 

 

3.13. Determinação sérica de NO (Nitrito/Nitrato-NOx) 

 

Para a medida de NO no soro, foi utilizada a técnica de quimioluminescência 

NO/ozônio, empregando-se o analisador Sievers® Nitric Oxide Anayzer 280 (GE 

Analytical Instrumenst Bouler, CO. USA).  

 Das amostras desproteinizadas, utililou-se o volume de 5.0µL que foi 

injetado na câmara de reação do analisador contendo um agente redutor (0,8% de 

cloreto de vanádio em 1N de HCL a 95º C) que converte o nitrito em NO, em 

quantidades equimolares. O NO é sugado para a câmara de quimioluminescência 

do analisador, que por sua vez reage com o ozônio (O3) formando dióxido de 

nitrogênio (NO2
-). O NO2- apresenta-se numa forma instável e tem a capacidade 

de emitir fótons que se chocam contra uma superfície fotossensível de uma célula 

fotomultiplicadora. O fóton emitido pela reação é detectado e convertido em sinal 

elétrico. A corrente de elétrons é captada, amplificada e processada por um 

transdutor analógico-digital, dando origem e um traçado gráfico em que área sob a 

curva gerada pela corrente elétrica corresponde à concentração de nitrato na 

amostra. A curva padrão foi preparada com nitrato de sódio nas concentrações 5, 

10, 15, 25, 50 e 100 µM (Pereira et al., 2014) 
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3.14. Determinação dos Níveis de Hidroperóxidos de Lipídios (FOX) 

 

Os hidroperóxidos de lipídios são indicadores do processo de peroxidação 

lipídica. A peroxidação lipídica foi quantificada pelo método FOX (Ferrous 

Oxidation-Xylenol Orange), como descrito por Jiang et al., (1992).  

O método FOX é baseado na oxidação do Fe2+ (sulfato ferroso amoniacal) 

a Fe3+ pelos hidroperóxidos em meio ácido na presença de um pigmento 

complexador de Fe+3, o alaranjado de xilenol. Cerca de 30 µg de aorta dos ratos 

(previamente tratada com TCA 10%) foi incubada durante 30 minutos à temperatura 

ambiente com 900 µL de mistura reativa contendo 100 µM de alaranjado de xilenos, 

250 µM de FeSO4 (sulfato ferroso amoniacal), 25 mM de H2SO4 e 4 mM de butiliato 

de hidroxitolueno (BHT) em metal 90% (v/v). O Fe3+ formado na presença de 

hidroperóxidos reage com o alaranjado de xilenol formando um composto colorido 

com pico de absorção em 560 nm. 

Para o cálculo foi utilizado o coeficiente de extinção molar de 4,3X 104M-1 

cm-1 do complexo Fe3+ alaranjado de xilenol para H2O2, hidroperóxido linoleico ou 

butil hidroperóxido. 

 Os resultados foram expressos em nmol de hidroperóxido por mg de 

proteína. O método “Xilenol Orange” é simples, não exige equipamentos 

sofisticados, os resultados são reprodutíveis e avalia efetivamente o conteúdo de 

hidroperóxidos de lipídios em extratos de tecidos (Hermes-Lim et al., 1995). O 

ensaio FOX apresenta boa correlação com o ensaio TBARS (Storey, 1996). 

 
3.15. Análise da Contratilidade cardíaca 
 

Imediatamente após o sacrifico dos animais, o coração foi retirado e tiras 

ventriculares foram preparadas, após a cuidadosa separação dos ventrículos dos 

átrios e do seio venoso. A seguir, as tiras foram transferidas para cubetas 

termostatizadas de 20 mL já contendo solução fisiológica de Krebs-Henseleit, com 

a seguinte composição (em mM): NaCl 118, KCl 4.7, CaCl2 1.25, KH2PO4 1.2, 

MgSO4 1.2, NaHCO3 23 e glucose 11) a 30°C e pH = 7.4. Esta solução foi 

continuamente borbulhada por uma solução de carbogênio (2% CO2, São Carlos 

Gases®). 

As preparações foram suspensas utilizando uma haste metálica de forma 

que uma das extremidades se mantenha interligada a um transdutor de força 
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isométrica (AVS, Solução Integrada Ltda.), conectado a um amplificador (AECAD 

04, AVS, Solução Integrada Ltda., Brasil) o qual envia o sinal a um sistema de 

aquisição e tratamento de dados (ANCAD, AVS, Solução Integrada, Ltda, Brasil), 

enquanto a outra extremidade da tira será fixada a um gancho construído na parte 

final de um eletrodo de platina. Esse eletrodo e um outro, posicionado no interior 

do banho, permanecem conectados a um estimulador (AVS 100C4, Solução 

Integrada Ltda., Brasil) que envia pulsos elétricos quadrados com 12 ms de duração 

e uma voltagem 50% superior ao limiar, com o intuito de garantir uma estimulação 

máxima ao longo de todo o experimento (Figura 8). As preparações foram estiradas 

até que se obtivesse uma relação constante entre o comprimento da preparação e 

a força de contração desenvolvida. Por fim, as preparações foram estabilizadas por 

um período de 40 minutos à frequência de estimulação de 0,5 Hz. 

A contratilidade do miocárdio foi testada mensurando a resposta inotrópica 

a mudanças na concentração de cálcio extracelular (Ca2+, 0.65 to 5.0 mM). 

 

FIGURA 9. Esquema ilustrativo da realização do protocolo de estudo da força de 

contração isométrica em tiras musculares isoladas. 
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3.16. ANÁLISE ESTATÍSTICA  
 

Os dados foram tratados por procedimentos estatísticos compatíveis com os 

objetivos propostos utilizando o software STATISTICA 7 (Statsoft inc. Tulsa. USA). 

Primeiramente foram realizados a verificação da normalidade dos dados pelo teste 

de Kolmogorov-Smirnov e homogeneidade por Levene, e foi verificado que todos 

os parâmetros mensurados neste estudo puderam ser analisados por testes 

estatísticos paramétricos.  Os testes posteriores realizados em todas as análises 

foi o teste de variância Anova Two-Way, e para identificar onde as diferenças 

ocorreram, foi utilizado o teste de Post-hoc Newman Keuls. Para as conclusões das 

análises estatísticas foi utilizado o nível de significância de 5 % (p< 0,05). Foram 

realizadas correlações de Pearson entre pD2 e pressão sanguínea; entre pD2 e 

VAT. Todos os dados estão expressos como Média e Erro padrão da média. 
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4. RESULTADOS 
 
 

4.1. Consumo Alimentar, Massa Corporal e Gordura Visceral Total (GVT) 
 

 

Como observado na Figura 10, não houve diferenças significativas no 

consumo alimentar entre os animais do grupo controle (CT) e dos animais 

alimentados com a dieta hiperlipídica (HDF) ao longo das 24 semanas do protocolo 

experimental. 

 

 

FIGURA 10.  Consumo alimentar dos grupos CT e HFD durante as 24 semanas 

de protocolo experimental. 

 

Comparações foram realizadas usando o teste paramétrico ANOVA Two-way seguido do teste post-

hoc Newman-Keuls.    *P < 0.05, Grupo CT comparado o grupo HFD. 

 

Entretanto nos animais que foram submetidos a dieta hiperlipídica - HFD – 

houve aumento significativo da massa corporal já em 6 semanas (Figura 11) 

quando comparado com o grupo CT (CT: 432,86 ± 3,32; HFD: 476,25 ± 6,95; 

p<0,05), verifica-se ainda que no grupo alimentado com a dieta hiperlipídica, a 

massa corporal foi significativamente maior que a observada no grupo controle em 

todos os tempos subsequentes observados neste estudo, em 12 semanas: 

(CT:529,01 ± 4,49; HFD: 605,22 ± 15,23; p<0,05), em 18 semanas (CT: 583,82± 

11,3; HFD: 706,06 ± 21,71; p<0,05) e em 24 semanas (CT: 609,14± 14,67; HFD: 
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797,31± 26,01; p<0,05).  Tanto no grupo HFD, quando no grupo CT observa-se um 

aumento constante de peso ao longo das semanas, sendo este aumento mais 

pronunciado no grupo HDF. 

Em relação à soma dos pesos da gordura retroperitonial, epididimal e 

visceral – GVT, (Figura 12) verificamos que a partir de 6 semanas de dieta 

hiperlipídica a GVT aumentou significativamente no grupo HFD em relação ao CT 

(CT:14,73 ± 1,71; HFD: 29,09 ± 3,43; p<0,05). Podemos também observar que no 

grupo HFD, a GVT é significativamente maior que no grupo controle em todos os 

tempos observados neste estudo, praticamente aumento de 100% em 12 semanas: 

(CT:26,09 ± 2,77; HFD: 51,98 ± 3,43; p<0,05), em 18 semanas (CT: 30,85± 2,08; 

HFD: 65,69 ± 2,96; p<0,05) e aumento mais de 350% em 24 semanas (CT: 29,00 

± 3,72; HFD: 114,29 ± 8,28; p<0,05). No grupo controle observamos que ocorreu 

aumento na GVT a partir da 12ª semana quando comparado com os valores de 6 

semanas (CT 6 semanas: 6,87 ± 0,76; CT 12 semanas: 26,09 ± 2,77 p<0,05). 

 

 

FIGURA 11. Evolução da massa corporal nos grupos CT e HFD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Resultados estão expressos em média ± EPM (n = 7). Comparações foram realizadas usando o 

teste paramétrico ANOVA Two-way seguido do teste post-hoc Newman-Keuls.  *P < 0.05, Grupo CT 

comparado o grupo HFD; + p<0.05, comparação intra-grupo:  0 vs 6, 6 vs 12, 12 vs 18, 18 vs 24 

semanas. 
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FIGURA 12. Evolução da Gordura Visceral Total (GVT -epididimal, visceral e 

retroperitoneal). 

 

 

Resultados estão expressos em média ± EPM (n=7). Comparações foram realizadas usando o teste 

paramétrico ANOVA Two-way seguido do teste post-hoc Newman-Keuls. *P < 0.05, Grupo CT 

comparado o grupo HFD; + p<0.05, comparação intra-grupo:  0 vs 6, 6 vs 12, 12 vs 18, 18 vs 24 

semanas.  

 
 
 

4.2. Concentração de Triglicerídeos Séricos  

 

Com relação aos Triglicerídeos (Figura 13), observamos aumento em seus 

níveis no grupo HFD em relação ao controle a partir da 12ª semana de tratamento 

(CT: 80,85 ± 2,12; HFD: 155,77 ± 5,07, P<0,05), e continuou elevado em 18 

semanas (CT: 80,94 ± 5,21; HFD:153,96 ± 1,49 p<0,05) e 24 semanas (CT: 90,29 

± 2,82; HFD: 156,68 ± 3,45; p<0,05). Não houve alteração nos níveis de 

triglicerídeos no grupo controle ao longo de todo o período experimental. 
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FIGURA 13.  Triglicerídeos séricos durante as 24 semanas 

 

 

Resultados estão expressos em média ± EPM.  (n=7). Comparações foram realizadas usando o 

teste paramétrico ANOVA Two-way seguido do teste post-hoc Newman-Keuls.  *P < 0.05, Grupo CT 

comparado o grupo HFD; + p<0.05, comparação intra-grupo:  0 vs 6, 6 vs 12, 12 vs 18, 18 vs 24 

semanas. 

 

4.3. Tolerância a Insulina 

 

Para diagnosticar se a dieta hiperlipídica foi capaz de alterar a sensibilidade 

à insulina, realizamos o teste de tolerância a insulina (ITT). No grupo HFD podemos 

verificar que a dieta induziu queda na tolerância (Figura 15) à insulina após 6 

semanas de tratamento, enquanto que não houve alterações neste parâmetro ao 

longo do período experimental entre os grupos CT (Figura 14). Na Figura 16 

observamos que a área sob a curva (AUC) no grupo HFD é maior em 6 semanas 

(CT: 3022,66 ± 46,62; HFD: 3577,71 ± 64,48, p<0,05), 12 semanas (CT: 3109,50 ± 

55,27; HFD: 3731,66 ± 25,34, p<0,05), 18 semanas (CT: 3139,00 ± 32,23; HFD: 

4213,00 ± 89,73, p<0,05) e 24 semanas (CT: 3157,71 ± 50,13; HFD: 4734,09 ± 

75,91, p<0,05) quando comparado a área de grupo CT.  
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FIGURA 14. Teste de tolerância a insulinas (ITT) no grupo CT em 0, 6, 12, 18 e 

24 semanas 
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. FIGURA 15. Teste de tolerância a insulinas (ITT) no grupo HFD em 0, 6, 12, 18 

e 24 semanas. 
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FIGURA 16. Área sob a curva do teste de tolerância a insulina (AUC -ITT) nos 

grupos CT e HFD 
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Resultados estão expressos em média ± EPM (n=7). Comparações foram realizadas usando o teste 

paramétrico ANOVA Two-way seguido do teste post-hoc Newman-Keuls.   *P < 0.05, Grupo CT 

comparado o grupo HFD; + p<0.05, comparação intra-grupo:  0 vs 6, 6 vs 12, 12 vs 18, 18 vs 24 

semanas 

 

 

4.4. Níveis séricos de IL-6, TNF-α, Adiponectina e PCR  

  

Podemos observar que em relação interleucina-6 (IL-6), o grupo HFD 

apresentou menores níveis circulantes deste marcador inflamatório já em 6 

semanas de tratamento quando comparado ao CT (CT: 631 ± 15,30; HFD 672,76 

± 12,2; p<0,05) permanecendo maior em 12 semanas (CT: 654 ± 12,60; HFD 

930,67 ± 36,6; p<0,05), 18 semanas (CT: 650,88 ± 51,00; HFD 953,70 ± 23,7; 

p<0,05) e 24 semanas (CT: 641,67 ± 13,00; HFD 952,17 ± 13,8; p<0,05), (Figura 

17). O mesmo padrão de comportamento ocorreu na concentração do fator de 

necrose tumoral- α (TNF-α), aumentando os níveis circulatórios em 6 semanas (CT: 

35,90 ± 0,25; HFD 40,63 ± 1,98; p<0,05) e permanecendo mais alto em 12 semanas 

(CT: 35,79 ± 0,96; HFD 41,04 ± 0,49; p<0,05), 18 semanas (CT: 37,22 ± 0,56; HFD 

48,04 ± 0,41; p<0,05) e em 24 semanas (CT: 39,89 ± 095; HFD 49,55 ± 1,0; p<0,05), 

(Figura 18). 
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FIGURA 17.  Concentração sérica de IL-6 no grupo controle (CT) e alimentado 

com dieta hiperlipídica (HFD) durante 24 semanas 
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Resultados estão expressos em média ± EPM (n=7). Comparações foram realizadas usando o teste 

paramétrico ANOVA Two-way seguido do teste post-hoc Newman-Keuls.    *P < 0.05, Grupo CT 

comparado o grupo HFD; + p<0.05, comparação intra-grupo:  0 vs 6, 6 vs 12, 12 vs 18, 18 vs 24 

semanas. 

 

 

FIGURA 18. Concentração sérica de TNF-α nos grupos controle (CT), e alimentado 

com dieta hiperlipídica (HFD) durante 24 semanas 
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Resultados estão expressos em média ± EPM (n=7). Comparações foram realizadas usando o teste 

paramétrico ANOVA Two-way seguido do teste post-hoc Newman-Keuls.    *P < 0.05, Grupo CT 
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comparado o grupo HFD; + p<0.05, comparação intra-grupo:  0 vs 6, 6 vs 12, 12 vs 18, 18 vs 24 

semanas 

No grupo alimentado com a dieta hiperlipídica, verificamos que os níveis de 

proteína C- reativa (CRP) aumentaram a partir de 6 semanas quando comparado 

o grupo controle (CT: 5005,95 ± 63,08; HFD: 5856,98 ± 87,63; p<0,05), e assim 

permaneceram em 12 semanas (CT: 5195,49 ± 105,95; HFD: 5917,85 ± 74,71,63; 

p<0,05), 18 semanas (CT: 5182,94 ± 65,72; HFD: 6160,74 ± 127,79; p<0,05) e m 

24 semanas (CT: 5294,65 ± 105,12; HFD: 6118,98 ± 105,01; p<0,05) quando 

comparados ao grupo controle (Figura 19). 

 

FIGURA 19.  Concentração sérica de CRP nos grupos controle (CT) e alimentado 

com dieta hiperlipídica (HFD) durante 24 semanas 
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Resultados estão expressos em média ± EPM (n=7). Comparações foram realizadas usando o teste 

paramétrico ANOVA Two-way seguido do teste post-hoc Newman-Keuls.    *P < 0.05, Grupo CT 

comparado o grupo HFD; + p<0.05, comparação intra-grupo:  0 vs 6, 6 vs 12, 12 vs 18, 18 vs 24 

semanas. 

 

Por outro lado, a concentração no soro da citocina anti-inflamatória 

Adiponectina (Figura 20) apresentou comportamento contrário as citocinas pró-

inflamatórias, diminuindo sua concentração a partir de 6 semanas (CT: 4259,26,95 

± 454,11; HFD: 2777,31 ± 231,79; p<0,05) e assim permanecendo em 12 semanas 

(CT: 4085,57 ± 425,38; HFD: 2290,31 ± 191,95; p<0,05), 18 semanas (CT: 3994,18 

± 279,9; HFD: 1724,36 ± 75,11; p<0,05) e 24 semanas (CT: 3658,12 ± 322,41; HFD: 

1297,76 ± 135,88, p<0,05) quando comparado ao grupo CT. No grupo controle não 
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houve alteração nos níveis desta adipocina em nenhum momento em todo o 

período experimental. 

 

FIGURA 20.  Concentração sérica de Adiponectina nos grupos controle (CT) e 

alimentado com dieta hiperlipídica (HFD) durante 24 semanas 
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Resultados estão expressos em média ± EPM (n=7). Comparações foram realizadas usando o teste 

paramétrico ANOVA Two-way seguido do teste post-hoc Newman-Keuls.   *P < 0.05, Grupo CT 

comparado o grupo HFD; + p<0.05, comparação intra-grupo:  0 vs 6, 6 vs 12, 12 vs 18, 18 vs 24 

semanas. 

 

 

4.5. Reatividade Vascular 

 

Podemos observar na Figura 21, que os animais que se alimentaram de dieta 

padrão durante todo o período experimental não tiveram prejuízo na função 

endotelial ou seja a potência (pD2) de relaxamento induzida pela ACH não se 

alterou em nenhum momento avaliado neste estudo. 

Por outro lado, como mostrado na Figura 22, a potência de relaxamento 

dependente de endotélio, pD2, induzido por acetilcolina foi prejudicado em aortas 

dos animais do grupo HFD já em 6 semanas (pD2: CT: 7,49 ± 0,04; HFD: 7,38 ± 

0,03, p<0,05), 12 semanas (pD2: CT: 7,48 ± 0,05; HFD: 7,24 ± 0,09, p<0,05), 18 

semanas (pD2: CT: 7,42 ± 0,08; HFD: 7,12 ± 0,05, p<0,05) e 24 semanas pD2: CT: 

7,34 ± 0,09; HFD: 6,99 ± 0,11, p<0,05) quando comparado ao grupo CT.  
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Além disso, verificamos que a potência (pD2) que ocasiona 50% de 

relaxamento máximo em resposta a ACH piora com o passar do tempo no grupo 

HFD, o mesmo não ocorre na função endotelial do grupo controle (Figura 23).  

Em anéis aórticos onde o endotélio foi retirado, não houve diferenças tanto 

na potência (pD2) quanto no relaxamento máximo independente do endotélio 

induzido por nitroprussiato de sódio (NPS) nos grupos CT e HFD em todos os 

tempos avaliados (Tabela 2), sinalizando que não houve prejuízo nas células 

musculares lisas em decorrência da dieta hiperlipídica. 

Além disso, verificamos forte correlação negativa entre a potência do efeito 

relaxante de acetilcolina (pD2) e a quantidade de gordura visceral total (GVT) (r=-

0,730, p<0,01).  

 

TABELA 2: pD2 e Emax dos grupos CT e HFD durante as 24 semanas de protocolo 
experimental 
 

 

Com endotélio Sem  endotélio 

pD2 Emax(%) pD2 Emax(%) 

Semanas CT HFD CT HFD CT HFD CT HFD 

0 7,58 ± 0,11 7,58 ± 0,10 90,67 ±2,80 90,87 ±2,76 8,69 ± 0,05 8,68 ± 0,09 103,8 ± 1,05 104,6 ± 1,28 

6 7,52 ± 0,03 7,37 ± 0,04*+ 93,42 ±2,62 90,31 ± 2,95 8,67 ± 0,07 8,66 ± 0,08 98,3   ± 1,60 100,2 ± 2,95 

12 7,48 ± 0,14 7,24 ± 0,09*+ 89,17 ±3,40 90,90 ±2,95 8,69 ± 0,03 8,71 ± 0,04 102,5 ± 0,98 103,9 ± 1,30 
 

18 7,42 ± 0,15 7,12 ± 0,10*+ 88,98 ±3,79 89,34 ±3,82 8,71 ± 0,04 8,69 ± 0,02 105,8 ± 1,43 104,3 ± 0,75 

24 7,34 ± 0,09 6,99 ± 0,11*+ 91,46 ±2,54 89,80 ±3,27 8,69 ± 0,02 8,68 ± 0,04 105,9 ± 1,13 105,9 ± 0,81 

 

Comparações foram realizadas usando o teste paramétrico ANOVA Two-way seguido do teste post-
hoc Newman-Keuls.    *P < 0.05, Grupo CT comparado o grupo HFD; + p<0.05, comparação intra-
grupo:  0 vs 6, 6 vs 12, 12 vs 18, 18 vs 24 semanas. 
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FIGURA 21.  Curva concentração efeito para ACH dependente de endotélio 

induzido em anéis aórticos do grupo controle (CT) realizados no início do          

período experimental (0) e em 6, 12, 18 e 24 semanas. 
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Comparações foram realizadas pelo teste ANOVA Two-Way seguido pelo teste de post- hoc 
Newman-Keuls. *P < 0.05, Grupo CT comparado o grupo HFD; + p<0.05, comparação intra grupo:  
0 vs 6, 6 vs 12, 12 vs 18, 18 vs 24 semanas. 
 
 

FIGURA 22. Curva concentração efeito para ACH dependente de endotélio 
induzido em anéis aórticos do grupo alimentado com dieta hiperlipídica (HFD) 
realizados no início do período experimental (0) e em 6, 12, 18 e 24 semanas. 
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Comparações foram realizadas pelo teste ANOVA Two-Way seguido pelo teste de post- hoc 

Newman-Keuls. *P < 0.05, Grupo CT comparado o grupo HFD; + p<0.05, comparação intra grupo:  

0 vs 6, 6 vs 12, 12 vs 18, 18 vs 24 semanas. 
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FIGURA 23.  Comparação entre a potência (pD2) de Relaxamento dependente 

de endotélio induzido por acetilcolina (ACH) em anéis aórticos do grupo CT e HFD 

realizados no início do período experimental (0) e em 6, 12, 18 e 24 semanas. 
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Resultados estão expressos em média ± EPM (n=7). Comparações foram realizadas usando o teste 

paramétrico ANOVA Two-way seguido do teste post-hoc Newman-Keuls.  *P < 0.05, Grupo CT 

comparado o grupo HFD; + p<0.05, comparação intra-grupo:  0 vs 6, 6 vs 12, 12 vs 18, 18 vs 24 

semanas 
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4.6. Concentração sérica de Óxido Nítrico (NO) e peroxidação lipídica na 

Aorta 

 

Através da quantificação no soro dos metabolitos do NO, podemos observar 

que os níveis de NO diminuem a partir de 6 semanas (CT: 32,04 ± 1,12; HFD: 24,44 

± 0,93; p<0,05) e permanecem baixos durante 12 (CT: 32,16 ± 2,03; HFD: 23,67 ± 

2,01; p<0,05), 18 (CT: 31,00 ± 1,76; HFD: 20,37 ± 1,57; p<0,05) e 24 (CT: 31,13 ± 

2,62; HFD: 21,68 ± 1,47; p<0,05) semanas quando comparado ao grupo controle. 

Nos animais alimentados com dieta padrão não houve diminuição na concentração 

de NO durante as 24 semanas.  (Figura 24). 

 

 

FIGURA 24.  Concentração sérica de oxido nítrico em µM   nos grupos CT e HFD 

. 

Resultados estão expressos em média ± EPM (n=7). Comparações foram realizadas usando o teste 

paramétrico ANOVA Two-way seguido do teste post-hoc Newman-Keuls.  *P < 0.05, Grupo CT 

comparado o grupo HFD; + p<0.05, comparação intra-grupo:  0 vs 6, 6 vs 12, 12 vs 18, 18 vs 24 

semanas 

 
 

Em relação a peroxidação lipídica na aorta, podemos verificar que a partir da 

12ª semana de tratamento houve aumento significativo deste processo nas aortas 

dos animais alimentados com HFD (CT: 1,46 ± 0,34; HFD: 2,53 ± 0,2; p<0,05), 

permanecendo mais alto em 18 (CT: 1,77 ± 0,29; HFD: 2,86 ± 0,44; p<0,05) e em 

24 (CT: 1,86 ± 0,01; HFD: 3,18 ± 0,32; p<0,05) semanas.  
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No grupo controle não houve aumento na peroxidação lipídica durante todo 

período experimental, enquanto que no grupo HFD houve aumento entre 6 

semanas e 12 semanas (CT:1,52 ± 0,20; CT: 2,53 ± 0,02; p<0,05), (Figura 25). 

 

FIGURA 25.   Peroxidação lipídica em anéis aórticos dos grupos CT e HFD 

 
Resultados estão expressos em média ± EPM (n=7). Comparações foram realizadas usando o teste 

paramétrico ANOVA Two-way seguido do teste post-hoc Newman-Keuls.  *P < 0.05, Grupo CT 

comparado o grupo HFD; + p<0.05, comparação intra-grupo:  0 vs 6, 6 vs 12, 12 vs 18, 18 vs 24 

semanas 

 

 

4.7. Mensuração da Pressão Arterial Sistólica 

 

Como observado na Figura 26, a dieta hiperlipidica foi capaz de induzir o 

aumento da pressão arterial sistólica em 12 semanas (CT: 122; HFD: 133; p<0,05), 

18 semanas (CT: 123; HFD: 149; p<0,05) e 24 semanas (CT:120, HFD 150; 

P<0,05) quando comparado ao respectivo grupo controle. No grupo HFD 

verificamos que a pressão se eleva até a 18ª semana (HFD 12 semanas: 122; HFD 

18 semanas: 149; p<005), onde se estabiliza até o fim do período experimental em 

24 semanas. Além disso, encontramos uma forte correlação positiva entre a 

pressão arterial sistólica e GVT (r=0,756, p<0,01), como também uma forte 

correlação negativa entre a pressão arterial sistólica e o pD2 (r=-0,722, p<0,01). 
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FIGURA 26. Evolução na Pressão sanguínea dos grupos CT e HFD durante as 24 

semanas de protocolo experimental. 

 

 

Resultados estão expressos em média ± EPM (n = 7). Comparações foram realizadas usando o 

teste paramétrico ANOVA Two-way seguido do teste post-hoc Newman-Keuls.   *P < 0.05, Grupo 

CT comparado o grupo HFD; + p<0.05, comparação intra-grupo:  0 vs 6, 6 vs 12, 12 vs 18, 18 vs 24 

semanas. 

 

 

FIGURA 27. Correlação entre (A) pressão arterial e gordura visceral total (GVT), e 

(B) correlação entre a pressão arterial e pD2 durante todo o período experimental 
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4.8. Análise Histológica da aorta  

 

Em relação a espessura dos vasos, podemos verificar que nos animais do grupo 

HFD houve aumento a partir de 18 (CT: 161,05 ± 3,35; HFD: 178,20 ± 1,98; p<0,05) e 

24 (CT: 165,21 ± 4,67; HFD: 181,96 ± 2,77; p<0,05) semanas de tratamento quando 

comparado aos valores do grupo CT. O diâmetro interno apresentou-se menor em 

apenas 24 semanas no grupo HFD quando comparado ao seu respectivo controle (CT: 

3002,25 ± 50,65; HFD: 2835,53 ± 42,53; p<0,05), (Tabela 3, figura 27). 

 

 

TABELA 3. Espessura, Diâmetro interno (DI) em µm, e razão espessura do vaso/DI 

 

 Espessura Diâmetro interno (DI) Razão espessura/DI 

 CT HFD CT HFD CT HFD 

0 157,99 ± 2,76 157,88 ± 2,75 2830,64 ± 25,58 2832,64 ± 24,98 0,056 ± 0,0 0,056 ± 0,0 

6 163,51 ± 2,51 163,64 ± 3,61 2967,21 ± 58,29+ 2919,31 ± 43,85 0,054 ± 0,0 0,056 ± 0,0 

12 162,82 ± 2,22 164,64 ± 2,78 2976,80 ± 55,91 2876,36 ± 9,89+ 0,055 ± 0,0 0,057 ± 0,0 

18 161,65 ± 3,35 178,20 ± 1,98 *+ 2987,53 ± 45,08 2854,40 ± 50,42 0,054 ± 0,0 0,062 ± 0,0*+ 

24 164,21 ± 4,67 181,96 ± 2,77 * 3002,25 ± 50,65 2835,53 ± 42,53* 0,054 ± 0,0 0,064 ± 0,0* 

Comparações foram realizadas usando o teste paramétrico ANOVA Two-way seguido do teste post-

hoc Newman-Keuls.   *P < 0.05, Grupo CT comparado o grupo HFD; + p<0.05, comparação intra-

grupo:  0 vs 6, 6 vs 12, 12 vs 18, 18 vs 24 semanas. 
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FIGURA 28. Imagem Histológica da artéria aorta, nos grupos CT e HFD em 0, 6, 

12, 18 e 24 semanas. 

 

Cortes histológicos foram corados com Hematoxilina-Eosina (HE) em objetiva de 40X. 

 

 

 

 



43 

 

43 

 

4.9. Contratilidade do músculo cardíaco isolado. 

 

Podemos observar na Figura 28, que a força contrátil de tiras musculares 

isoladas do ventrículo esquerdo. Com o aumento no cálcio extracelular é esperado 

uma resposta inotrópica positiva, a qual está atenuada em resposta a crescentes 

concentrações de cálcio no grupo HFD após 24 semanas de protocolo 

experimental. Não houve alterações nestes parâmetros nos tempos 0, 6 e 18 

semanas. 

 

FIGURA 29.  Concentração efeito para o aumento de cálcio extracelular em tiras 

musculares isoladas do ventrículo esquerdo dos animais do grupo CT e HFD. (E). 

 
 

(A), 6 semanas (B), 12 semanas (C), 18 semanas (D) e 24 semanas Resultados estão expressos 

em média ± EPM (n=7). Comparações foram realizadas usando o teste paramétrico ANOVA Two-

way seguido do teste post-hoc Newman-Keuls.    *P < 0.05, Grupo CT comparado o grupo HFD nas 

mesmas concentrações de cálcio. 
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5. DISCUSSÃO 

 

Com base nos resultados apresentados pode-se observar a importância de 

estudos relacionados à obesidade, uma vez que ela representa um dos fatores mais 

graves para o aparecimento de doenças cardiovasculares, e também está 

associada com o risco de desenvolvimento de Diabetes tipo II, dislipidemias entre 

outros. 

Este estudo é um dos primeiros a demonstrar os efeitos do ganho de massa 

adiposa sobre a função cardiovascular, o status metabólico e inflamatório durante 

a instalação do quadro de obesidade. Conseguimos determinar com mais precisão 

a cinética do desenvolvimento da obesidade. Nossos achados mostraram que a 

inflamação crônica, a disfunção endotelial e a resistência à insulina são os primeiros 

problemas a aparecerem, e que a progressão da obesidade acarreta o 

aparecimento de severas condições patológicas. 

A dieta hiperlipídica palatável usada neste estudo induziu o aumento da 

massa adiposa nos animais que a consumiram, validando nosso modelo 

experimental. A possibilidade de se desenvolver problemas associados à 

obesidade está diretamente relacionada ao grau de adiposidade (Gomez-Ambrosi 

et al., 2012), em particular, ao acumulo de gordura na região visceral (Tchernof & 

Despres, 2013). Nesse estudo, no grupo HFD observamos que a partir de 6 

semanas ocorre aumento de gordura visceral e que esta continuou a aumentar 

durante todo o protocolo experimental. 

Quando foi descoberto que a obesidade leva ao estado inflamatório em 

tecidos metabolicamente ativos, um novo campo de pesquisa foi criado para 

compreender os mecanismos que levam a este estado. Estudos já demonstraram 

que o estado inflamatório induzido por excedente metabólico é distinto da 

inflamação clássica, definida por sinais como: vermelhidão, suor, calor e dor 

(Gregor e Hotamisligil, 2011).  

Na inflamação clássica, a resposta inflamatória inicia-se geralmente em 

resposta a um patógeno (molécula de um micróbio, parasitas, corpos estranhos ou 

tecido lesado) que levará a ativação da via se sinalização da resposta imune. Por 

outro lado, ainda não se sabe qual é o gatilho para o início do processo inflamatório 

gerado pelo excesso de alimentação em humanos ou pela dieta hiperlipídica (HFD) 

em animais. Uma hipótese é de que ela se origina em células especializadas como 
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os adipócitos, miócitos e hepatócitos. Estas células, mesmo que não sejam do 

sistema imune, possuem seus próprios mecanismos de defesa, sendo capazes de 

iniciarem a sinalização inflamatória em resposta aos sinais de perigo (Gregor e 

Hotamisligil, 2011). O adipócito pode executar a sinalização inflamatória ativando 

inflamassomos e receptores tipo Toll-like (TLR), sinalização de JNK (c-jun N-

terminal kinase) e NF-κB e a produção de citocinas inflamatórias em resposta a 

sinais de estresse metabólico que são normalmente associados às células imunes 

(Gregor e Hotamisligil, 2011). 

Como descrito anteriormente, o tecido adiposo não é somente um órgão 

passivo armazenador de triacilglicerois e fonte de ácidos graxos livres não 

esterificadodos (NEFAs). Os pré-adipócitos ao se tornarem adipócitos maduros 

adquirem a habilidade de secretar várias substancias como as quimiocinas, 

citocinas e hormônios, atuando como órgão endócrino e parácrino, já que estas 

substâncias participam em diversos processos metabólicos (Van Gaal et al 2006).  

Os adipócitos participam integralmente na inflamação induzida pela 

obesidade devido ao aumento da secreção de várias quimocinas e citocinas pró-

inflamatórias, incluindo a proteína quimiotática de monicitos (MCP-1), fator de 

necrose tumoral (TNF) -α, interleucina (IL)-1, IL-6 e IL-8. Além disso, a 

concentração de macrófagos no tecido adiposo é positivamente correlacionada 

com o tamanho do adipócito e da massa corporal, com a expressão de citocinas 

pró-inflamatórias, com o TNF-α (Jung & Choi, 2014). 

A obesidade induz, além do aumento dos macrófagos no tecido adiposo, 

mudança no fenótipo destas células, de uma polarização anti-inflamatória M2 para 

um estado de polarização M1 pró-inflamatória. O acumulo de macrófagos M1 no 

tecido adiposo resulta em aumento na produção de citcinas pró-inflamatórias, que 

contribuem para a resistência à insulina (Jung e Choi, 2014). Desta maneira, o 

tecido adiposo é fundamental para o desenvolvimento da inflamação crônica de 

baixo grau, uma vez que este aumenta a secreção e liberação citocinas pró-

inflamatórias como: Fator de Necrose Tumoral (TNF)-α e Interleucina (IL)-6, as 

quais estão associadas com a resistência à insulina e disfunção endotelial (Jung & 

Choi, 2014; Calai & Hostamisligil, 2013). 

TNF-α é uma citocina pró-inflamatória que contribui para o aparecimento de 

complicações relacionadas ao excesso de gordura. Em humanos obesos e com 

resistência à insulina ela é altamente expressa. A aplicação de TNF-α induz a 
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resistência à insulina em tecido adiposo saudável, enquanto que a sua inativação 

ou bloqueio de seus receptores melhoram a sensibilidade a insulina em animais 

obesos. Somando a isso, o TNF- α é parte de um sistema inflamatório complexo 

capaz de ativar a cascata de citocinas envolvendo reações que controlam a síntese 

e expressão de outras citocinas, hormônios e seus receptores (Jung e Choi, 2014). 

O TNF-α também contribui para a elevação da proteína C-reativa (PCR), a qual é 

um marcador de inflamação crônica de baixo grau, e possui intima relação com 

coagulação, resistência à insulina, dislipidemia e disfunção endotelial (Van Gaal et 

al, 2006). 

A IL-6 é outra citocina com importante papel no desenvolvimento da 

resistência à insulina na obesidade. Em humanos, os níveis circulantes de IL-6 

variam entre 10 a 35% devido à ação do tecido adiposo e podem ter a sua produção 

aumentada com o crescimento dos adipócitos (Jung e Choi, 2014). Em 

camundongos, a dieta hiperlipídica induziu a elevação de IL-6 após 2, 4 e 6 meses 

(Barbosa da Silva, et al., 2012). Além disso, houve um aumento plasmático nos 

níveis de TNF-α, IL-6 após 15 semanas (Carvalho, et al., 2015). Em ratos, a dieta 

hiperlipídica aumentou a concentração de TNF-α e outros marcadores inflamatórios 

após 12 semanas (Kin et al., 2016). 

Neste trabalho, observou-se que no grupo HFD, após 6 semanas, os níveis 

de adipocinas pró-infamatórias TNF-α, IL-6 e CRP aumentaram e permaneceram 

elevadas até o final do experimento. Por outro lado, no mesmo período, a 

concentração de adiponectina diminuiu e permaneceu em níveis baixos quando 

comparado ao grupo controle. 

A adiponectina é uma adipocina que possui a capacidade de aumentar à 

sensibilidade a insulina, e por isso, seu nível fica baixo em pessoas obesas. Esse 

comportamento também foi observado em modelos animais (Jung e Choi, 2014). 

Segundo os resultados obtidos neste trabalho, observou-se precoce 

instalação do quadro inflamatório de baixo grau nos ratos com excesso de peso, 

corroborando com os resultados da literatura. Contudo, esse estudo apresentou 

resultados inéditos, mostrando o início do processo inflamatório e possibilitou o seu 

acompanhamento ao longo de todo período experimental, diferente da literatura, 

que mostra caracterizações pontuais. 

A obesidade está se tornando uma epidemia global observada em adultos e 

crianças e está aliada ao estilo de vida sedentário e alimentação inadequada, e 

http://www.hindawi.com/59653984/
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está associada a inúmeras doenças graves como doenças cardiovasculares, 

diabetes do tipo II, hipertensão, certos tipos de câncer (WHO report 2016).  

A resistência à insulina é outra característica marcante da obesidade e da 

síndrome metabólica e um dos principais marcadores para o desenvolvimento de 

diabetes tipo II (Jung & Choi, 2014). O teste de tolerância à insulina (ITT) determina 

a sensitividade dos receptores de insulina nos tecidos pela mensuração da taxa de 

decréscimo de glicose sanguínea antes e após a sua administração (Bonora et al., 

1989). Esta queda exibe uma curva e a área embaixo da curva (AUC) é usada como 

indicador da sensibilidade a insulina. Quanto maior a AUC, menor é a sensibilidade 

à insulina.  Foi observado no grupo HFD um decréscimo na sensibilidade a insulina 

em apenas 6 semanas de tratamento que se estabilizou até a 12ª semana.  Após 

esse período, a sensibilidade à insulina começa a cair de maneira significativa até 

o final do experimento. Esta diminuição na sensibilidade à insulina em 6 semanas 

coincidiu com o aumento nos níveis séricos das citocinas pró-inflamatórias IL-6 e 

TNF-α associadas a resistência à insulina e diabetes (Nieto-Vasquez et al., 2008; 

Hotamisligil et al., 1995). 

O TNF-α foi a primeira citocina que teve seu envolvimento relacionado à 

resposta inflamatória sistêmica. Observou-se nos tecidos adiposos de 

camundongos obesos quando comparado com controles magros que seus níveis 

estavam aumentados (Hotamisligil et al., 2005). Em humanos obesos o nível de 

TNF-α também aumenta e é correlacionado com a resistência à insulina 

(Hotamisligil et al ,1994). 

 Na literatura existem registrados inúmeros efeitos descritos para a função 

da adiponectina como: capaz de aumentar a sensibilidade à insulina, de melhorar 

as funções cardiovasculares e de possuir efeitos anti-inflamatórios (Li et al., 2010; 

Dolores Prieto et al., 2014; Jung & Choi., 2014). Neste trabalho, no grupo HFD, 

observou-se a diminuição das concentrações séricas de adiponectina após 6 

semanas de protocolo experimental, embora, não estatisticamente diferente, a 

adiponectina continua diminuindo durante todo período experimental.  

Desta forma, pode-se relacionar a baixa sensibilidade à insulina apresentada 

pelos animais do grupo HFD ao aumento do TNF-α e IL-6 e ao decréscimo dos 

níveis de adiponectina. 

O endotélio é uma monocamada celular que envolve o interior dos vasos 

sanguíneos e atua como interface entre a circulação sanguínea e a parede 
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vascular. O endotélio também atua como órgão endócrino e paracrino que regula a 

função vascular secretando uma variedade de fatores tróficos e vasoativos que 

regulam tônus vascular, a adesão celular, a proliferação de células musculares lisas 

e a inflamação da parede vascular (Chantemele, 2012). A obesidade também está 

associada a função endotelial prejudicada e como já mencionado, promove uma 

gama de desordens metabólicas como o acúmulo de tecido adiposo, a elevação da 

pressão sanguínea, a dislipidemia e o diabetes, também associado ao estresse 

oxidativo (Avogaro & Kreutzenberg 2005; Van Gaal et al., 2006). Na obesidade 

muitos fatores podem afetar negativamente a função endotelial, como mudanças 

na pressão sanguínea, nível de glicose, metabolismo lipídico e sistema inflamatório 

(Stapleton et al.,2008; Bray, 2004; Avogaro & Kreutzenberg, 2005). Essa 

associação pode acontecer através de mecanismos indiretos (resistência à 

insulina, diabetes, hipertensão e dislipidemia (Bakker et al.,2009) ou mecanismos 

diretos, como a produção de adipocinas e citocinas pró-inflamatórias, níveis 

elevados de ácidos graxos livres e estresse oxidativo, que por sua vez, causa a 

redução da disponibilidade de NO (De Kreutzenberg et al., 2000; Virdis et al.,2011).  

Diversos estudos mostram que a obesidade prejudica a função endotelial em 

diferentes tempos experimentais durante o seu desenvolvimento. Por exemplo, 

Boustany-Kari et al., (2007) observou que em 11 semanas a ingestão de alimentos 

calóricos piorou a função endotelial de ratos, Boa et al., (2014) verificou piora na 

função endotelial após 20 semanas em ramsters. Após 16 semanas de ingestão de 

HFD, além de se observar a disfunção endotelial houve o aumento da pressão 

sanguínea em camundongos (Kobayasi et al., 2010; Costa et al., 2011].  

No presente estudo, verificou-se que 6 semanas de nutrição com a dieta 

HFD foram suficientes para induzir disfunção endotelial. Verificada através da piora 

no relaxamento induzido por acetilcolina nos anéis aórticos dos animais no início 

do desenvolvimento da obesidade. Esse fato pode estar associado à redução na 

produção ou biodisponibilidade de oxido nítrico, onde verificamos diminuição em 

sua concentração sérica após 6 semanas de estudo. Zechin et al., (2007) verificou 

menor níveis teciduais de eNos em aorta de animais submetidos a HDF após 60 

dias. Desta forma, pode-se hipotetizar que esta disfunção encontrada 

precocemente após 40 dias é decorrente da diminuição nos níveis circulantes de 

NO devido a menor produção via eNOS. 
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A disfunção endotelial caracterizada pelo relaxamento do endotélio 

prejudicado pode ocorrer devido a vários fatores como: diminuição na expressão 

da eNOS; diminuição na atividade antioxidante; aumento da inflamação vascular 

via NF-κB (Davel et al.,2011); down-regulation na via PI3K–Akt–eNOS; 

(Fosfatidilinositol 3-kinase (PI3K)-AKT/proteína quiinase  B (PKB)) e diminuição na 

disponibilidade de NO (Garcia-Pietro et al.,2015). 

A adiponectina pode modular a produção de NO através da fosforilação da 

Serina 1177 aumentando a produção de NO. Por outro lado, IL-6 e TNF-α diminuem 

a fosforilação de Serina 1177 na eNOS resultando na diminuição de sua atividade 

e conseguinte menor produção de NO (Dolores Prieto et al., 2014). Além disso, 

TNF-α diminui a vasodilatação em artérias de resistência em ratos e seus níveis 

são fortemente associados com a adiposidade (Stapleton et al., 2008). Por outro 

lado, a diminuição dos níveis de adiponectina está associada com dislipidemia e 

doenças cardiovasculares. A adiponectina estimula a oxidação de ácidos graxos e 

glicose através da ativação de AMPK (proteína quinase ativada por AMP) no fígado 

e musculo esquelético. Também está associada a vários efeitos positivos no 

metabolismo de lipoproteínas como também sobre a sensibilidade a insulina (Jung 

& Choi., 2014). 

Nossos resultados corroboram com aqueles apresentados pela literatura. 

Após 6 semanas de HFD conseguimos observar o aumento significativo de massa 

corporal e de gordura visceral total, aumento dos níveis circulantes das citocinas 

pró-inflamatórias IL-6, TNF-α e PCR, além da diminuição do nível de adiponectina 

circulante. Desta maneira, nossos resultados confirmam o conceito de obesidade 

ligada a disfunção endotelial, e que estes eventos ocorrem precocemente durante 

o desenvolvimento da obesidade, e corroborando com estes resultados, 

interessante correlação negativa entre a gordura visceral total e função endotelial 

foi verificada. Neste contexto, a hipertensão é caracterizada pela alta pressão 

sanguínea de maneira crônica de origem multifatorial, e a disfunção endotelial dos 

vasos sanguíneos pode contribuir para a gênese e manutenção da hipertensão 

(Davel et al., 2014). Além disso, a disfunção endotelial é uma característica 

presente na hipertensão que está fortemente associada a obesidade.  A 

hipertensão é um dos fatores de risco que está mais fortemente associado a 

probabilidade de se desenvolver doenças cardíacas, sendo que 79% dos casos de 
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hipertensão em homens e 65% dos casos em mulheres são resultado direto do 

excesso de peso (Garrison et al.,1987). 

Em nosso estudo, podemos verificar que a HFD induziu elevação da pressão 

sanguínea na 12ª semana e que continuou a aumentar até a 18ª semana. Estes 

resultados estão coerentes aos resultados de trabalhos realizados por outros 

grupos.  Por exemplo, Boustany et al., (2012), observou aumento da pressão 

sanguínea e aumento da atividade no sistema renina-angiontensina no tecido 

adiposo após 11 semanas de HFD em ratos. Yiannikouris et al., (2012) verificou em 

camundongos alimentados pela HFD o aumento na pressão sanguínea e nos níveis 

de angiotensina II após 16 semanas. 

O Estudo do Coração de Framingham, envolveu mais de 4 mil homens e 

mulheres por oito anos e encontrou intima relação entre a quantidade de gordura 

corporal e pressão sanguínea nos dois grupos. A adiposidade apareceu como 

maior fator controlável associado à hipertensão (Garrison et al.,1987), igualmente 

encontrado nesse estudo em que se observou forte correlação positiva entre a GVT 

e pressão sanguínea.  

Estudos prévios sugerem que a hipertensão esteja associada com aumento 

na formação de espécies reativas de oxigênio (EROS) em todas as camadas da 

parede vascular (Schulz et al., 2011; Rodrigues et al., 2012). Em concordância com 

estes estudos, os resultados obtidos neste trabalho mostraram aumento na 

peroxidação lipídica na aorta dos animais obesos ao mesmo tempo em que houve 

aumento na pressão sanguínea, em 12 semanas. Kobayasi et al., (2010) observou 

em camundongos após 16 semanas de HFD, que ocorre diminuição na defesa 

antioxidante e o aumento na inflamação vascular e relaxamento dependente do 

endotélio foi prejudicado. A liberação de IL-6 dos adipócitos abdominais possui 

papel chave na relação entre estresse oxidativo e disfunção endotelial. IL-6 e TNF-

α contribuem para a elevação de PCR, o qual é um marcador da inflamação crônica 

de baixo grau que também possui intima relação com a coagulação, resistência à 

insulina, dislipidemia e disfunção endotelial (Van Gaal et al., 2006). TNF-α também 

está envolvido na indução de geração de EROS e inibição da eNOS (Zang et al., 

2009). 

Como já mencionado, a obesidade é comumente associada com estresse 

oxidativo (Vincent et al., 2007), que representa um desequilíbrio entre EROS e as 

defesas antioxidantes. O resultado dessa complexa interação é o aumento no 
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processo oxidativo que leva a danos teciduais, sendo um dos principais 

mecanismos subjacente as comorbidades associadas à obesidade (Fernández-

Sánchez et al., 2011). 

O estresse oxidativo é capaz de modificar o tônus vascular pela diminuição 

na biodisponibilidade de NO, pois ocorre produção excessiva de O2
− e EROS, que 

rapidamente oxidam o NO tornando-o inativo (Förstermann, 2010). Neste estudo, 

verificou-se que após 6 semanas, nos animais que foram tratados com a HFD 

houve diminuição nos níveis de NO circulante sem alterações significativas na 

peroxidação lipídica na aorta. Desta maneira, temos forte indicação de que a 

diminuição nos níveis de NO precedem o aumento no estresse oxidativo, nesse 

estágio do desenvolvimento da obesidade. 

O estresse oxidativo é um dos principais responsáveis pelos danos causados 

nos tecidos e está ligado a vários processos patológicos. A produção excessiva de 

EROS, que suplanta os mecanismos de defesa antioxidantes, é a responsável pela 

oxidação de macromoléculas biológicas, como o DNA, proteínas, carboidratos e 

lipídios (Cai e Harrinson, 2000). Eles podem atacar os lipídios insaturados das 

membranas celulares levando a perda da seletividade na troca de íons, mudanças 

na permeabilidade e comprometimento dos componentes da matriz extracelular. A 

peroxidação lipídica é o processo de reação em cadeia que envolve a participação 

de radicais livres, capaz de induzir alterações em diversas funções celulares. Com 

isso a peroxidação lipídica é frequentemente usada como marcador do estresse 

oxidativo (Victor et al., 2009; Rodrigo e Paoletto, 2011; Vaca et al., 1988; Halliwell 

e Gutteridge, 1986). 

De acordo com Victor et al. (2007), enquanto os estoques de gordura 

expandem, os adipócitos aumentam a geração de espécies reativas de oxigênio. 

Além disso, as HFD reduzem a expressão de genes envolvidos no sequestro de 

radicais livres (enzimas antioxidantes superóxido dismutase 1 e 2, Glutationa 

peroxidase). Neste trabalho, observou-se crescente aumento de gordura visceral 

que pode ser relacionado a peroxidação lipídica encontrada nas aortas dos animais 

tratados com HFD. 

 A dieta hiperlipídica também pode induzir a patogênese vascular, incluindo 

efeitos sobre a artéria aorta acarretando alterações na estrutura vascular, estudos 

clínicos e experimentais demonstraram que o aumento do IMC está frequentemente 
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associado ao enrijecimento e aumento na espessura da parede arterial (Martinez- 

Martinez et al., 2013). 

A hipertensão essencial está associada com a diminuição do lúmem interno 

e aumento na espessura da túnica média, com consequente aumento na razão 

diâmetro interno/espessura, decorrente de um remodelamento eutrófico (rearranjo 

de material vascular para dentro do lúmem, diminuindo seu diâmetro) ou 

hipertrófico (hipertrofia ou hiperplasia das células musculares lisas), (De Ciuceis et 

al., 2011). 

O aumento na razão DI/espessura é um poderoso preditor de eventos 

cardiovasculares em pessoas com hipertensão (De Ciuceis et al., 2007), em nosso 

estudo essa razão apesar de não significativa, começa a aumentar em 12 semanas, 

coincidindo com a elevação da pressão sanguínea, e em 18 e 24 semanas este 

aumento se torna significativo. Chen et al., (2016), verificou que a HFD induziu 

aumento na espessura da túnica média, como também aumento de TNF-  α em 3 

e 6 meses na aorta, considerando que a inflamação é geralmente acompanhada 

de stress oxidativo, também houve aumento nas proteínas oxidadas e nitroziladas. 

Dados similares foram encontrados em nosso estudo, onde verificou-se alteração 

no perfil inflamatório sistêmico em 6 semanas, seguido de aumento no estresse 

oxidativo no mesmo período encontrado por Chen et al., (2016) em 12 semanas, 

como aumento na espessura da túnica media em 18 semanas. 

O remodelamento vascular é uma resposta adaptativa frente a elevação da 

pressão arterial (Arribas et al., 2006), fato comprovado em nosso estudo, pois 

verificamos que esse remodelamento ocorreu de fato após a elevação da pressão 

arterial em 12 semanas. 

A piora na função contrátil cardíaca também está presente na obesidade em 

humanos ou em modelos experimentais, tanto quando mensurada no coração 

inteiro como em miócitos ou tiras ventriculares isoladas (Relling et al., 2006). O 

excesso de nutrientes, como mimetizado nas dietas hiperlipídicas esta associado a 

anormalidades no miocárdio (Ko et al., 2009), e a inflamação crônica eleva 

potencialmente os riscos de desenvolver insuficiência cardíaca (Yndestad, et al., 

2006), em nosso estudo verificamos que essa inflamação de baixo grau se inicia 

precocemente com o uso da dieta.  

O significativo aumento dos níveis de triglicerídeos nos tecidos também 

induz a depressão na contração cardíaca e apoptose através da disfunção cardíaca 
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em decorrência de lipotoxicidade (Zou et al., 2000). Em nosso estudo observamos 

o aumento nos níveis de triglicérides no grupo HFD em 12 semanas, e a diminuição 

na força de contração apenas em 24 semanas, enquanto que Relling et al., (2006) 

verificou que a dieta hiperlipidica resultou na piora da função contrátil do miocárdio 

após 12 semanas de tratamento em ratos. O percentual de lipídios da dieta utilizada 

por Relling et al., (2006) foi de 45%, enquanto neste estudo foi utilizada dieta com 

percentual de lipídeos de aproximadamente 25%, o que pode explicar a diminuição 

na força de contração surgir com menos semanas de HDF. 

Desta maneira, podemos verificar que dieta hiperlipidica ofertada durante 24 

semanas neste estudo, induz a inflamação crônica, disfunção endotelial, resistência 

à insulina, hipertensão, que por sua vez contribuem para a disfunção contrátil 

cardíaca encontrada ao final do estudo. 
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6. CONCLUSÃO  

 

A inflamação crônica, a resistência à insulina e a disfunção endotelial 

iniciam-se precocemente a partir de seis semanas de indução da obesidade, 

refletindo que apenas um curto período de consumo da dieta é capaz de produzir 

alterações metabólicas importantes. 

O aumento no tempo de exposição e alimentação com dieta hiperlipídica, 

leva ao agravamento do quadro metabólico, como também o aumento na pressão 

arterial e culminando com alterações na contratilidade cardíaca.   

Foi demonstrado de forma inédita o time-course (cinética das alterações 

deletérias decorrente da obesidade) do status inflamatório, desordens metabólicas, 

e alterações na contratilidade cardíaca durante o desenvolvimento da obesidade. 

Portanto tais dados reforçam a importância de intervenções, como mudanças nos 

hábitos alimentares, alterações do estilo de vida sedentário para um mais ativo, de 

modo a prevenir o aumento prejudicial de tecido adiposo de modo a evitar o 

surgimento destas alterações deletérias associadas a obesidade. 
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