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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

RESUMO 

O tecido adiposo desempenha papel fundamental na regulação do balanço energético e 

na modulação do sistema imune. A obesidade, caracterizada pelo excesso de tecido adiposo 

branco (WAT, do inglês white adipose tissue), é uma doença de caráter inflamatório crônico e 

que prejudica esses dois sistemas. Considera-se que depósitos de WAT distintos respondem de 

maneira diferente a estímulos lipolíticos, adipocinas e a mediadores lipídicos. Neste trabalho 

investigamos o perfil de mediadores inflamatórios de pacientes com obesidade mórbida (OB) 

e o papel de distintos depósitos de tecido adiposo humano e de modelo experimental de 

obesidade induzida por dieta no desenvolvimento da inflamação característica do grande obeso. 

Na análise dos níveis séricos de adipocinas observamos que o grupo OB apresentou níveis mais 

elevados de leptina e menores níveis circulantes de resistina, MCP-1/CCL2 PAI-1, TNF-α e IL-

1β quando comparados a indivíduos com IMC normal. Ainda, depósitos abdominais de tecido 

adiposo humano e depósitos de WAT murino foram investigados em relação à hipertrofia e 

mediadores inflamatórios. Amostras de tecido adiposo de indivíduos obesos foram obtidas 

durante cirurgia de gastroplastia. Os depósitos de tecido adiposo de camundongo C57BL/6J em 

dieta normal (ND) e dieta hiperlipídica (HFD) foram obtidos ao final de 3-5 meses de dieta. Os 

depósitos de WAT humano (SC-subcutâneo, PP- pré-peritoneal e VC-visceral) apresentaram 

diferenças macroscópicas como dimensão do lóbulo gorduroso e irrigação, todavia não 

observamos distinção no tamanho dos adipócitos maduros. Em humanos, o WAT pré-peritoneal 

apresenta maior expressão de ATGL quando comparado aos dois outros depósitos de WAT. O 

tecido adiposo VC apresenta maior nível da proteína ADRP e adiponectina, embora não tenha 

sido encontrada diferença na expressão de mRNA de PLIN2 e ADIPOQ. A expressão de PLIN1, 

LEPR e FABP4 também é semelhante nos tecidos SC, PP e VC de pacientes obesos, assim 

como a presença de perilipina avaliada por Western blot. Os depósitos de tecido adiposo 

humano variam bastante em relação aos mediadores inflamatórios. Observamos maior conteúdo 

de leptina, IFNγ e GM-CSF no extrato total de WAT SC em contraste com maior nível de MCP-

1/CCL2 no extrato total de tecido adiposo PP. Entretanto, os depósitos de tecido adiposo 

humano apresentaram nível semelhante do marcador de macrófagos (CD14). Tal qual em 

humanos, os depósitos de WAT murino apresentam mesma quantidade de perilipina na análise 

por Western blot, mesmo depois de dieta hiperlipídica e consequente aumento ponderal. O 

tamanho dos adipócitos também varia entre os diferentes depósitos de WAT, com grande 

hipertrofia pós dieta high-fat, sendo menor no SC e maior no epididimal (EP). Observamos 

diminuição de PPARγ1 nos quatro depósitos de tecido adiposo em camundongos HFD. Ainda, 

observamos maiores níveis de citocinas pró-inflamatórias no WAT de camundongos HFD 

(leptina e MCP-/CCL2), além da mudança no perfil inflamatório de adipócitos maduros 

primários entre os diferentes depósitos de WAT também em decorrência de dieta hiperlipídica. 

Adipócitos murinos diferenciados in vitro apresentam perfil de secreção de citocinas diferente 

de células adiposas primárias, principalmente em relação à leptina. Nossos resultados sugerem 

que os distintos depósitos de tecido adiposo possuem variações no perfil inflamatório assim 

como em relação às enzimas associadas ao processo de lipólise que podem influenciar 

diretamente e de maneira distinta as alterações moleculares presentes durante a obesidade. Os 

modelos de obesidade experimental em camundongos, embora ajudem a esclarecer diversos 

mecanismos e vias de sinalização alterados na obesidade, não têm correlação direta aos 

depósitos de tecido adiposo subcutâneo e visceral em humanos.   
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

ABSTRACT 

The adipose tissue has a fundamental role in the regulation of energy homeostasis and 

immune system modulation. Obesity is a chronic inflammatory disease characterized by excess 

of adipose tissue, which contributes to the impairment of both systems. It is considered that 

distinct adipose tissue depots respond differently to lipolytic stimulus, adipokines and lipid 

mediator secretion. Here we evaluate the plasma cytokine profile of morbidly obese patients as 

well as the role of distinct abdominal adipose tissue depots from obese individuals (OB) and 

diet-induced obese mice (DIO) on the moderate chronic inflammatory feature present in 

obesity. In the analysis of serum adipokine levels, we observed that obese (OB) group had 

higher levels of leptin and lower circulating levels of resistin, MCP-1/CCL2, PAI-1, TNF-α and 

IL-1β when compared to individuals with normal BMI. Furthermore, we investigate 

inflammatory mediators and hypertrophy of human abdominal adipose tissue and murine WAT 

depots. Adipose tissue samples from obese individuals were obtained during bariatric surgery. 

C57BL/6J murine adipose tissue depots were obtained from DIO mice, which were fed on high-

fat diet (HFD) for 3-5 months, or from paired-lean mice fed with normal diet (ND). Human 

WAT depots (SC-subcutaneous, PP-preperitoneal and VC-visceral) showed macroscopic 

differences such as fat lobe size and blood irrigation, however we did not observe any 

distinction in the mature adipocytes size. In humans, PP adipose tissue has increased expression 

of ATGL when compared to the other WAT depots. VC WAT showed increased ADRP and 

adiponectin protein expression, although such outcome was not observed in PLIN2 and 

ADIPOQ mRNA analysis. PLIN1, LEPR and FABP4 expression was similar between SC, PP 

and VC tissue samples from morbidly obese patients, as well as perilipin protein expression 

analyzed by Western blot. The human adipose tissue depots presented great variation in relation 

to the inflammatory mediators. We observed higher content of leptin, IFNγ and GM-CSF in SC 

WAT in contrast to higher level of MCP-1/CCL2 in PP adipose tissue. Nevertheless, human 

adipose tissue depots had the same amount of CD14 macrophage marker. As in humans, murine 

adipose tissue showed same amount of perilipin, even after high-fat diet and consequent weight 

increase. All fat pads from DIO mice presented significantly hypertrophy when compared to 

WAT depots from lean mice. In addition, SC WAT had smaller adipocyte size and EP WAT 

had a larger size when comparing with VC and RP WAT in lean and obese mice. Also, PPARγ1 

is decreased in the four adipose tissue depots from obese mice. In the analysis of inflammatory 

mediators, we observed higher levels of proinflammatory cytokines in the WAT from DIO mice 

(leptin and MCP-1/CCL2). Furthermore, primary mature adipocytes derived from different 

WAT depots showed changes in the inflammatory profile due to a high-fat diet. In vitro 

differentiated murine adipocytes showed different cytokine secretion profile from primary 

adipose cells, mainly in relation to leptin. Our results suggest that distinct adipose tissue depots 

have variations in the inflammatory profile as well as in enzymes associated to the lipolysis 

process that can directly and distinctly influence on the molecular alterations present during 

obesity. Also, experimental obesity models in mice do not make direct reference to 

subcutaneous and visceral adipose tissue depots in humans. 
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1.1 Obesidade 

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), a obesidade é uma doença que 

tem como característica o acúmulo excessivo de tecido adiposo branco (WAT) de modo a 

apresentar risco à saúde. O aumento da adiposidade é consequência principal do desbalanço 

energético, no qual o predomínio do ganho de energia resulta em hiperplasia e hipertrofia do 

tecido adiposo (Drolet et al. 2008; Arner et al. 2010). Segundo a OMS, o número de pessoas 

obesas quase triplicou desde 1975, alcançando em 2016 mais de 650 milhões de indivíduos 

adultos obesos (figura 1) e cerca de 1,9 bilhões de pessoas acima de 18 anos com sobrepeso em 

todo mundo. A obesidade, antigamente considerada um problema de países desenvolvidos, 

passou a ser um grande problema de saúde também para países em desenvolvimento, 

acometendo principalmente indivíduos de baixa renda (WHO, 2017).  

 

No Brasil, observamos nos últimos dez anos um aumento de 60% na prevalência de 

adultos obesos, passando de 11,6% em 2006 para 18,9% em 2016. Ainda segundo dados do 

Ministério da Saúde, indivíduos com sobrepeso representam mais da metade da população 

adulta brasileira (53,8%). O aumento do peso engloba ambos os sexos, registrando-se 57,7% 

de excesso de peso em homens e 50,5% em mulheres (figura 2), sendo mais afetados indivíduos 

de menor escolaridade e baixa renda (Ministério da Saúde 2017). 

  

Figura 1 Mapa global de prevalência de obesidade (2015). Observa-se neste mapa o percentual de indivíduos 

adultos (idade igual ou superior a 20 anos) obesos através de escala de cores, na qual azul representa menor 

incidência e vermelho maior incidência de obesidade. (Adaptado de https://vizhub.healthdata.org/obesity/ 
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O desenvolvimento do quadro de obesidade tem etiologia multifatorial, estreitamente 

relacionada com fatores ambientais, como o aumento do consumo de alimentos e bebidas 

altamente calóricos e de fraco potencial nutritivo, sedentarismo, bem como fatores 

socioeconômicos e culturais (Kudel et al. 2018). Outros fatores como estresse, alteração de 

microbiota intestinal, fatores genéticos e fisiológicos (principalmente distúrbios hormonais) 

podem também ser responsáveis pela predisposição individual para o aumento de peso. O 

conjunto destes fatores elevam esta doença a um patamar altamente complexo e de difícil 

tratamento (Bouchard et al. 1990; Wang & Crespi 2011; Delavari et al. 2013).  

A obesidade é uma doença definida pelo aumento excessivo de tecido adiposo branco e 

pode ser classificada em diferentes graus de severidade, usando o índice de massa corporal 

(IMC) como indicador. IMC é obtido através da razão entre o peso (quilos) e o quadrado da 

altura (em metros) e é usado para determinar faixas de peso ideais ou aquelas que podem levar 

a um comprometimento da saúde de acordo com a tabela abaixo:   

Tabela 1 Classificação dos graus de severidade de obesidade. Adaptado de 

https://www.nhlbi.nih.gov/health/educational/lose_wt/BMI/bmi_dis.htm 

 

Figura 2 Obesidade no Brasil (2016). Dados divulgados pelo Ministério da Saúde brasileiro, referentes à 

pesquisa Vigitel no ano de 2016. Os gráficos A e B, mostram a prevalência de sobrepeso e obesidade em 

mulheres e homens brasileiros, respectivamente. 
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O acúmulo de tecido adiposo no quadro de obesidade pode ocorrer de duas diferentes 

formas, dividindo a obesidade em duas categorias: 1- obesidade ginecoide, na qual o excesso 

de tecido adiposo acumula-se na região gluteofemoral e 2- obesidade androide, na qual a maior 

parte do tecido adiposo se concentra na região abdominal. A partir desta divisão, outro indicador 

usado para predizer o grau de severidade de obesidade e risco do desenvolvimento de outras 

co-morbidades é a circunferência da cintura pélvica (tabela 2), uma vez que o aumento na 

circunferência da cintura está relacionado ao aumento de gordura visceral na região abdominal 

e desenvolvimento de síndrome metabólica (Després 2006). 

 

O termo Síndrome metabólica ou síndrome X, foi proposto por Reaven pela primeira vez 

em 1988, quando este sugeriu uma correlação entre pacientes com resistência à 

insulina/diabetes e hipertensão (Reaven 1993). A identificação síndrome metabólica é 

importante uma vez que o conjunto de sintomas presentes neste quadro clínico predispõe o 

indivíduo a desenvolver diabetes mellitus tipo II e doenças cardiovasculares, levando à uma 

piora de qualidade de vida e elevada mortalidade. Assim, o estabelecimento do quadro de 

síndrome metabólica é definido quando pelo menos três dos seguintes fatores estão presentes: 

obesidade central, hiperglicemia, hipertensão, baixo HDL e hipertrigliceridemia (Eckel et al. 

2005; Han & Lean 2016).  

A obesidade central, com aumento do tecido adiposo visceral, contribui de forma 

importante para o desenvolvimento da síndrome metabólica. O aumento da liberação de ácidos 

graxos livres para a veia porta como resposta da grande capacidade lipolítica do tecido adiposo 

visceral pode levar a alterações no metabolismo de ácidos graxos e consequentemente 

Tabela 2 Risco de desenvolvimento de comorbidades baseado na cintura pélvica. Adaptado de 

https://www.nhlbi.nih.gov/health/educational/lose_wt/BMI/bmi_dis.htm 

 

https://www.nhlbi.nih.gov/health/educational/lose_wt/BMI/bmi_dis.htm
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diminuição da resposta tecidual à insulina. Essa resistência à ação da insulina acarreta uma 

diminuição da captura de glicose pelo músculo e permanente produção de glicose hepática, 

mesmo em níveis elevados de glicose sanguínea (Klein 2004; Cornier et al. 2008).  

Como descrito anteriormente, a obesidade é uma doença crônica e de origem 

multifatorial, sendo necessárias diferentes abordagens terapêuticas para seu tratamento. O 

tratamento correto da obesidade consiste em adoção de dieta nutricional adequada, prática de 

exercícios, acompanhamento psicológico, uso de medicamentos e em casos que não respondem 

à terapia clínica, faz-se necessária intervenção cirúrgica (gastroplastia). 

 Existem diversos tipos de gastroplastia (cirurgia bariátrica) para o tratamento da 

obesidade mórbida (IMC > 40) e suas co-morbidades. As abordagens cirúrgicas mais comuns 

são: balão gástrico (procedimento temporário) e as gastroplastias com técnicas de by-pass 

(RYGBP) e sleeve (procedimentos permanentes). A intervenção cirúrgica para tratamento da 

obesidade é relativamente nova, no entanto, vem apresentando uma rápida evolução e diferentes 

aplicações. Essas cirurgias podem ser caracterizadas como cirurgias metabólicas, uma vez que 

sua aplicação pode ser estendida além do objetivo de perda de peso efetiva e sua manutenção, 

sendo também usadas para o tratamento, por exemplo, de diabetes Mellitus tipo II grave (Keidar 

2011; Buchwald 2014). Em um estudo recente, Oliveira e colaboradores mostraram que os 

gastos com saúde pública associados à obesidade, em 2011 no Brasil, chegam a um total de 

269,6 milhões de dólares e cerca de 17,4 milhões de dólares gastos em cirurgias bariátricas para 

o tratamento desta doença (Oliveira 2013; De Oliveira et al. 2015; Tremmel et al. 2017). 

Indivíduos obesos mórbidos submetidos à gastroplastia apresentam perda ponderal 

acentuada e melhora no quadro metabólico, entretanto, o re-ganho de peso não é incomum 

nestes pacientes. Hagman e colaboradores mostraram que embora tenha ocorrido melhora no 

quadro de sensibilidade à insulina e redução de inflamação sistêmica, o tecido adiposo 

subcutâneo dos pacientes avaliados neste estudo apresentava biomarcadores de disfunção 

tecidual e inflamação inalterados e sem modificações expressivas em relação ao infiltrado 

leucocitário (Hagman et al. 2017). Em outro estudo, Baptista e colaboradores demostraram que 

o tecido adiposo subcutâneo de pacientes ex-obesos apresentava modificações em relação à 

irrigação sanguínea e conteúdo de células tronco-mesenquimais (Baptista et al. 2009). Nosso 

grupo também mostrou que o tecido adiposo subcutâneo de pacientes ex-obesos apresentavam 

maior capacidade adipogênica quando comparados à indivíduos hígidos e obesos (Silva et al. 

2015). Essas alterações no perfil do tecido adiposo podem ter implicações no reganho de peso 

dos pacientes submetidos à cirurgia bariátrica. Com isso há a necessidade de maior 
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entendimento das alterações moleculares no tecido adiposo durante obesidade para possibilitar 

o desenvolvimento de terapias mais efetivas.  

1.2 O tecido adiposo 

A associação entre o excesso ponderal, o desenvolvimento de síndrome metabólica e 

outras co-morbidades como doenças cardiovasculares, doenças hepáticas diabetes mellitus tipo 

II, câncer e distúrbios respiratórios tem sido diretamente correlacionada com a condição de 

moderada inflamação crônica presente no tecido adiposo do grande obeso (Roden 2006; Bremer 

& Jialal 2013; De Pergola & Silvestris 2013; Rega-Kaun et al. 2013). A descoberta de que o 

tecido adiposo exercia papel central no controle da homeostase energética e que este órgão era 

capaz de secretar diversas citocinas e o aumento exponencial do número de pessoas obesas no 

mundo todo, colocou o tecido adiposo como alvo de intenso estudo (Pubmed 2018). 

O tecido adiposo possui uma gama de funções no organismo, como o armazenamento de 

calorias em forma de lipídios e o controle da homeostase energética; regulação do sistema 

reprodutivo através do fornecimento de nutrientes e da sinalização do eixo hipotálamo-hipófise 

– gônadas (Michalakis et al. 2013); proteção mecânica e térmica. Classicamente o tecido 

adiposo era dividido em dois tipos: tecido adiposo branco e tecido adiposo marrom. O tecido 

adiposo branco é o mais abundante em mamíferos, sendo constituído por grandes adipócitos 

esféricos, uniloculares cuja gota lipídica ocupa quase todo o volume dessas células (Lee et al. 

2013). Os adipócitos do tecido adiposo branco apresentam grande capacidade de crescimento, 

podendo variar de 30 µm a 130 µm e sua capacidade metabólica está diretamente associada ao 

seu tamanho. O tecido adiposo branco é um órgão especializado no armazenamento de energia, 

atuando como um centro regulador do metabolismo energético. Com o avanço dos estudos 

sobre o tecido adiposo, novas funções foram atribuídas a ele. A descoberta de que os adipócitos 

eram capazes de secretar diversas citocinas/quimiocinas e hormônios, elevou a importância do 

tecido adiposo branco a um novo patamar, sendo considerado um órgão capaz de modular e 

interagir com o sistema neuroimunendócrino (Qatanani & Lazar 2007). Essas características 

colocaram o tecido adiposo como protagonista no estudo do desenvolvimento de obesidade e 

outras doenças metabólicas tais como diabetes, lipodistrofias, dislipidemia, entre outras 

(Bremer & Jialal 2013; Klop et al. 2013).  

Considera-se atualmente que a localização do depósito de tecido adiposo e não só o 

aumento excessivo desse tecido é a maior complicadora do quadro de obesidade e co-

morbidades (Lee et al. 2013). O tecido adiposo branco está distribuído em diversos sítios 

anatômicos e varia em relação à estrutura, perfil de expressão gênica, inervação, oxigenação, 

suporte de nutrientes, entre outros (Wronska & Kmiec 2012). 
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O tecido adiposo marrom ou BAT (do inglês brown adipose tissue) é caracterizado por 

possuir adipócitos de menor tamanho, multiloculares, enriquecidos em mitocôndrias e com 

grande expressão basal da proteína UCP-1 (do inglês Uncoupling Protein 1). Embora os 

adipócitos do BAT tenham alta capacidade de absorção de nutriente, não se observa grande 

capacidade hipertrófica, uma vez que a maior parte destes lipídios é prontamente consumida no 

processo de termogênese, que constitui a principal função desta célula (Warner & Mittag 2015).  

A divisão entre os diferentes tipos de tecido adiposo tem origem na característica 

morfológica da principal célula deste órgão – o adipócito – assim como na embriogênese e na 

sua principal função no organismo. Assim, pode-se descrever atualmente um terceiro tipo de 

tecido adiposo: o tecido adiposo bege ou “brite” (origem na fusão das duas palavras em inglês 

brown e white). A observação de que era possível encontrar adipócitos multiloculares ricos em 

UCP-1 em depósitos de tecido adiposo branco foi feita por Young e colaboradores há cerca de 

30 anos (Young et al. 1984). Entretanto, a primeira menção à existência de um tecido adiposo 

“conversível” foi feita por Loncar e colaboradores só em 1991 (Loncar 1991). Os adipócitos 

beges apresentam um padrão de expressão gênica sobreposto entre adipócitos marrons e 

clássicos adipócitos de tecido adiposo branco. Estas células não apresentam expressão basal de 

UCP-1, porém após estímulo termogênico (exposição ao frio ou estímulo noradrenérgico), esta 

proteína é altamente induzida nestas células e o processo de geração de calor ocorre (Rosen & 

Spiegelman 2014a; Warner & Mittag 2015).  

1.2.1 Diferentes depósitos de tecido adiposo branco 

A distribuição do tecido adiposo branco varia entre espécies. Em humanos, o tecido 

adiposo branco é dividido em dois grandes depósitos: subcutâneo (SC) e visceral (VC). O tecido 

adiposo subcutâneo está localizado na camada hipodérmica da pele e distribuído pela região 

abdominal, glúteos e região femoral. Já o tecido adiposo visceral localiza-se na região 

intraperitoneal e pode ser compreendido em três grandes depósitos principais: omento, tecido 

adiposo mesentérico e tecido adiposo retroperitoneal. Existem outros pequenos depósitos de 

tecido adiposo visceral localizados no mediastino e cercando órgãos específicos, como os 

tecidos adiposos epicárdico, epigástrico e perivascular (Wronska & Kmiec 2012; Chusyd et al. 

2016).  

Diversos estudos têm correlacionado a obesidade central com uma maior chance de 

desenvolver síndrome metabólica (Després & Lemieux 2006; Tchernof & Despres 2013). Este 

aumento da circunferência abdominal no grande obeso provém da hipertrofia de diferentes 

depósitos de tecido adiposo na parede abdominal ou intra-abdominal. O tecido adiposo 

subcutâneo da região abdominal é divido em duas camadas (superficial e profunda). A camada 
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SC superficial é dividida em septos fasciais organizados e compactos, enquanto a camada mais 

profunda do tecido adiposo SC demonstra variações regionais em relação ao seu quadro fascial, 

relativamente frouxo e menos organizado (figura 3) (Markman & Barton 1987; Tchernof & 

Despres 2013).  

As lâminas membranáceas localizadas abaixo da camada mais profunda de tecido adiposo 

subcutâneo constituem a fáscia parietal do abdômen (endoabdominal). Junto à porção mais 

interna da região endoabdominal, está situado o peritônio parietal. Este é separado da fáscia 

transversal por uma quantidade variável de gordura extraperitoneal (pré-peritoneal) (figura 3A) 

(Moore et al. 2014). O tecido adiposo pré-peritoneal (PP) representa uma fina camada de 

depósito gorduroso em indivíduos com IMC normal, entretanto, com advento do quadro de 

obesidade, este tecido apresenta um crescimento importante (figura 3B). Embora o tecido 

adiposo pré-peritoneal seja um importante contribuinte para o volume abdominal do grande 

obeso, pouco se sabe a respeito deste depósito de tecido adiposo (Enevoldsen et al. 2001; 

Fernández et al. 2010).  

Figura 3 Depósitos de tecido adiposo subcutâneo e pré-peritoneal. Esquema dos diferentes depósitos de tecido adiposo 

humano na região abdominal. A) Corte longitudinal da parede abdominal, com destaque para os tecidos adiposos 

subcutâneo e pré-peritoneal. B) Imagem ilustrativa do aumento dos depósitos de tecido adiposo abdominal em indivíduos 

obesos: 1- Tecido adiposo subcutâneo, 2- Tecido adiposo pré-peritoneal, 3- Omento maior (visceral), 4- Músculo da parede 

abdominal. Ilustrações adaptadas de Moore, Anatomia aplicada à clínica (2014) e http://www.entwellbeing.com.au/body-

shape/. 
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O omento (omento maior) é uma prega proeminente em quatro camadas, que vai da 

curvatura maior do estômago e da parte proximal do duodeno, dobra-se como um avental e se 

fixa à face anterior do colo transverso e mesentério. Este tecido impede a junção entre peritônio 

parietal e visceral e serve como proteção dos órgãos abdominais contra lesões e proporciona 

isolamento contra a perda de calor (figura 4) (Moore et al. 2014).  

 

O aumento de tecido adiposo localizado principalmente na região abdominal tem sido 

utilizado na clínica como um preditivo direto para o desenvolvimento de desordens metabólicas 

e cardiovasculares (Liu et al. 2003; Elffers et al. 2017; Seyfart et al. 2018). Contudo, como 

descrito acima, o aumento da circunferência pélvica é consequência da expansão de diferentes 

depósitos de tecido adiposo; não obstante seja comum a associação do volume abdominal na 

obesidade androide como aumento principal de gordura visceral. A avaliação da gordura 

abdominal é feita, em sua maioria, através de imagens como ressonância magnética ou 

tomografia computadorizada (Liu et al. 2003) e considera o acúmulo do tecido adiposo 

abdominal como um todo e não necessariamente faz distinções entre os diferentes depósitos de 

tecido adiposo. Tal fato pode ter levado a interpretações equivocadas entre a quantidade de 

tecido adiposo e as alterações metabólicas relativas a cada depósito de tecido gorduroso 

(Tchernof & Despres 2013).  

Figura 4 Imagens do omento maior e omento menor. Na imagem a parte central do omento maior foi seccionada 

para mostrar sua relação com o colo transverso.  Ilustração adaptada de Moore, Anatomia aplicada à clínica 

(2014). 
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O crescimento da epidemia de obesidade veio acompanhado de importantes avanços no 

conhecimento da estrutura e função do tecido adiposo branco, principalmente em relação ao 

tecido adiposo subcutâneo e ao omento. Sabe-se atualmente que estes tecidos apresentam 

diferenças em relação ao tamanho do adipócito (O’Connell et al. 2010), irrigação sanguínea, 

resposta a estímulos lipolíticos (Hellmer & Marcus 1992; Hurtado Del Pozo et al. 2011), 

inflamação (Cancello et al. 2006; Claria et al. 2013; Jonas et al. 2015; Wentworth et al. 2017) 

e até mesmo composição de matriz extracelular (Fain et al. 2004).  

O depósito gorduroso pré-peritoneal tem sido negligenciado nos estudos que 

correlacionam a gordura abdominal com as alterações metabólicas presentes na obesidade, 

devido à pequena quantidade deste tecido em indivíduos com IMC normal. Sabir e 

colaboradores demostraram em um estudo com mulheres antes e depois de perda de peso, que 

o tecido adiposo pré-peritoneal era o que mais apresentava variação de tamanho frente à dieta 

(Sabir et al. 2003). Outro estudo clínico sugeriu que o índice de gordura da parede abdominal, 

obtido pela razão entre a espessura do depósito pré-peritoneal e o tecido adiposo SC abdominal 

(AFI, do inglês abdominal fat index) fosse utilizado como indicador para diagnóstico do 

desenvolvimento de intolerância à glicose, uma vez que foi observado AFI alto se relacionava 

positivamente em pacientes com quadro de resistência à insulina e síndrome metabólica 

(SOYAMA et al. 2005). Suzuki e colaboradores também mostraram que existe uma correlação 

entre o aumento do tecido PP e gordura visceral, através da avaliação de AFI por 

ultrassonografia (Suzuki et al. 1993). Embora estes estudos não muito recentes tenham 

demonstrado a importância clínica do aumento da espessura pré-peritoneal (causado pelo 

aumento do depósito adiposo pré-peritoneal) muito pouco se sabe da contribuição deste tecido 

em relação à inflamação crônica presente no quadro de obesidade e desenvolvimento de 

resistência à insulina.  

Assim como em humanos, o tecido adiposo branco em camundongos é dividido em dois 

grandes depósitos (subcutâneo e visceral) (figura 5). Os depósitos subcutâneos murinos são 

divididos em regiões anterior e posterior. O tecido adiposo SC anterior está localizado na região 

escapular, entre pescoço e a região axilar. O tecido adiposo SC posterior é chamado de tecido 

adiposo inguinal e propaga-se da área dorso-lombar até a região do glúteo. Os depósitos 

viscerais (intraperitoneais) em camundongos compreendem principalmente: tecido adiposo 

epididimal (perigonadal), tecido adiposo mesentérico e o tecido adiposo retroperitoneal.  
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A utilização de modelos experimentais murinos tem sido importante no estudo do tecido 

adiposo e obesidade. A grande maioria dos estudos em camundongos utilizam o tecido adiposo 

inguinal e epididimal como referências para os tecidos adiposos abdominais subcutâneo e 

visceral, respectivamente. O tecido adiposo inguinal tem correlação anatômica com o tecido 

subcutâneo gluteofemoral em humanos. O tecido adiposo epididimal é um tecido 

intraperitoneal que está presente mesmo em camundongos magros, por este motivo é utilizado 

como representativo de tecido visceral. O depósito gorduroso mesentérico corresponde 

anatomicamente com o tecido mesentérico humano, em localização e função, entretanto não é 

comumente utilizado devido limitações cirúrgicas e mesmo quantidade de tecido em 

camundongos magros ou animais novos. O tecido adiposo epididimal é largamente usado como 

referência ao omento maior, contudo é um depósito de gordura análogo ao tecido adiposo 

perigonadal em humanos. Da mesma forma, é controversa a existência de um depósito de tecido 

adiposo semelhante ao omento em camundongos (Chusyd et al. 2016).  

Assim, é necessário um estudo sistemático que leve em consideração as variações dos 

depósitos anatômicos de tecido adiposo branco em humanos e nos modelos experimentais 

murino, de forma a estabelecer quais observações tecido-específico em camundongos podem 

ser comparáveis a humanos. 

1.2.2 O processo de adipogênese 

O tecido adiposo é formado por grandes adipócitos uniloculares e pela fração estromal 

vascular (FSV). Esta, por sua vez, é formada por diversos tipos celulares que compreendem 

células tronco-mesenquimais (ASC, do inglês adipose-derived stem cells), pré-adipócitos, 

Figura 5 Depósitos de tecido adiposo murino. Imagem dos principais depósitos de tecido adiposo branco em 

camundongos: Adaptado de Tran, Nature Reviews Endocrinology (2010). 
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fibroblastos, pericitos e células endoteliais de vasos sanguíneos e linfáticos, e leucócitos. 

Embora a fração estromal do tecido adiposo supere em número os adipócitos, as células 

adiposas constituem aproximadamente 90% do volume do tecido adiposo (Lee et al. 2013).  

Os adipócitos são formados através de um processo de diferenciação, a partir de células 

tronco-mesenquimais (figura 6). As ASC derivam do mesoderma e estão comprometidas com 

diferentes linhagens celulares dependo do estímulo a qual são submetidas, contribuindo para a 

homeostase tecidual. O recrutamento das células tronco-mesenquimais e seu comprometimento 

com a linhagem adipogênica ocorrem mediante demanda energética por um período 

prolongado. Este estado metabólico direciona as ASC ao processo de hiperplasia e a adoção do 

fenótipo de pré-adipócitos (Tang & Lane 2012). Assim, o processo de diferenciação 

adipogênica ocorre em duas etapas: diferenciação das ASC em pré-adipócitos e diferenciação 

dos pré-adipócitos em células adiposas maduras. Na primeira etapa do processo não se 

observam mudanças morfológicas importantes, entretanto a célula perde a capacidade de se 

diferenciar em outro tipo celular. Na segunda etapa deste processo, a célula desenvolve 

maquinaria necessária para síntese e transporte de lipídios, sensibilidade à insulina e entre 

outros (Rosen & MacDougald 2006).  

O processo de adipogênese sofre controle rígido de diversos fatores transcricionais, que 

atuam cooperativa e sequencialmente até a fase final do processo de diferenciação. Dentro desse 

rígido controle destacam-se alguns fatores de transcrição: PPARγ (do inglês peroxisome 

proliferator-activated receptor gamma), os membros da família C/EBP (CAAT/enhanncer 

binding proteins) e membros da família AP-1 (do inglês activating protein 1), essenciais para 

o processo de diferenciação em adipócito. Além disto, destacam-se outros fatores de transcrição 

que facilitam a maturação do adipócito: membros da família STAT (do inglês signal 

transduction and activator of transcription) e SREBP-1 (do inglês sterol response element 

binding protein 1). Não menos importantes são os reguladores negativos da diferenciação 

adipogênica: Pref-1 (preadipocyte factor 1) e os membros das famílias Wnt e GATA (Sarjeant 

e Stephens, 2012). O evento da adipogênese sofre ainda um controle endócrino e por hormônios 

esteroides (estrogênio, androgênio e glicocorticoides) e peptídicos (GH e IGF-1). 

Os C/EBP pertencem à família de fatores de transcrição com estrutura básica de zíper de 

leucina, que incluem: C/EBPα, C/EBPβ, C/EBPδ, C/EBPε e C/EBPξ. No entanto, apenas os 

fatores C/EBPα, C/EBPβ e C/EBPδ parecem ter participação no processo de adipogênese. 

Embora não sejam exclusivos da linhagem de adipócitos, são expressos em etapas definidas 

durante a adipogênese e cada um possui papel regulatório definido nesse processo (Fajas et al. 

1998). Os fatores de transcrição C/EBPβ e C/EBPδ são os primeiros fatores ativados durante a 
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fase inicial da diferenciação. Estes por sua vez induzem ativação de C/EBPα.  Embora a 

expressão de C/EBPα apareça apenas 4 a 5 dias pós-indução do processo de adipogênese, não 

sendo fator primordial no processo de acúmulo lipídico, sua expressão é importante nos estágios 

mais tardios de adipogênese, sustentando a expressão de PPARγ e conferindo sensibilidade à 

insulina em adipócitos (Leff & Granneman 2010). 

Os PPAR são fatores de transcrição pertencentes à super família de receptores nucleares de 

hormônios, possuindo os domínios estruturais clássicos dos receptores nucleares (Feige et al. 

2006). Os PPAR se ligam e ativam fatores de transcrição através da formação de um 

heterodímero com o RXR (do inglês retinoic x receptor) (Brun et al. 1996). A família dos 

receptores PPAR é dividida em três membros: PPARα, PPARβ/δ e PPARγ. PPARα é mais 

encontrado no coração, rins e fígado e participam da regulação do processo de β-oxidação 

lipídica. PPARβ/δ está amplamente distribuído em vários tecidos, embora seja mais abundante 

em órgãos/células associadas ao metabolismo de ácidos graxos como músculo esquelético e 

cardíaco, hepatócitos, adipócitos e macrófagos. Diversos estudos têm associado a ativação de 

PPARβ/δ com a modulação da polarização de macrófagos de tecido adiposo, promovendo um 

perfil mais anti-inflamatório (M2), assim como a inibição da ativação de NF-κB através de 

inibição de ERK1/2 em adipócitos e desta forma aumentando a sensibilização à insulina 

(Luquet et al. 2005; Serrano-Marco et al. 2012; Vázquez-Carrera 2016). Estudos com 

camundongos com expressão silenciada de PPARβ/δ mostraram adipogênese comprometida, 

mostrando um papel importante na hiperplasia do tecido adiposo (Matsusue et al. 2004). PPARγ 

é expresso no tecido adiposo marrom, tecido adiposo branco, cólon e leucócitos. Existem duas 

isoformas do receptor PPARγ: PPARγ-1 presente no tecido adiposo, fígado e músculo 

esquelético e PPARγ-2 que está presente exclusivamente no tecido adiposo (Aprile et al. 2014).  

Dentre os diversos fatores que controlam a diferenciação adipogênica, o PPARγ destaca-

se como o fator imprescindível para que este fenômeno aconteça, uma vez que nenhum fator de 

transcrição é capaz induzir adipogênese na ausência de PPARγ. Tontonoz e colaboradores 

(1994) demonstraram, in vitro, a participação do PPARγ na diferenciação de pré-adipócitos e 

que sua expressão ectópica em fibroblastos não adipogênicos estimulava a adipogênese na 

presença de ligantes de PPARγ. O PPARγ não é apenas crucial para a adipogênese, mas é 

também importantíssimo para a manutenção do estado diferenciado. A introdução de uma 

forma dominante negativa de PPARγ por um adenovírus em adipócitos 3T3-L1 causa retrocesso 

na diferenciação, com perda do acúmulo de lipídios e diminuição da expressão de marcadores 

característicos de adipócitos maduros (Tamori et al. 2002). O receptor PPARγ é ativado por 

ácidos graxos livres, eicosanoides e seus metabólitos em uma escala nanomolar, além de 

fármacos tiazolidinedionas (sensibilizadores da resposta à insulina) atuando como um sensor 
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do estado nutricional da célula, dando a esta proteína um papel importantíssimo no metabolismo 

de lipídios e carboidratos, na obesidade e diabetes (Christodoulides & Vidal-Puig 2010; Moseti 

et al. 2016).  

SREBP são fatores de transcrição com estrutura básica dupla hélice de zíper de leucina 

que controlam a transcrição de genes importantes para homeostase de ácidos graxos e 

colesterol. Em 1993, Tontonoz e colaboradores verificaram que este fator de transcrição estava 

aumentado durante a adipogênese (Tontonoz et al. 1993; Leff & Granneman 2010). Durante a 

diferenciação adipogênica, o SREBP-1c (ADD1) induz a atividade de ácido graxo sintetase 

(FAS, do inglês fatty acid synthase), enquanto SREBP1a é importante ativador de enzimas da 

biossíntese de ácidos graxos e colesterol (Oberkofler et al. 2002). Embora esses fatores de 

transcrição também regulem a expressão de adiponectina, importante adipocina secretada por 

adipócitos, estes fatores não são essenciais para o processo adipogênico, uma vez que estudos 

mostraram que camundongos que não possuem esta proteína não apresentaram alteração na 

adipogênese.  

 

1.3 O tecido adiposo, lipólise e lipotoxicidade 

O tecido adiposo apresenta uma importante função na regulação do metabolismo em 

resposta ao estado nutricional do organismo. Em resposta ao aumento da demanda energética e 

a estímulos hormonais, este tecido serve como fonte de ácidos graxos, liberados por lipólise, 

para outros tecidos. Quando há um aumento de aporte de nutrientes e/ou diminuição da 

demanda energética o adipócito responde a estes estímulos levando ao maior acúmulo de ácidos 

graxos. Os ácidos graxos são armazenados em forma de triacilglicerol dentro da gota lipídica 

(GL), ocupando mais de 90% do volume do adipócito maduro. Esta organela dinâmica está 

envolvida na síntese, transporte e degradação de lipídios. A gota lipídica é formada por uma 

Figura 6 Adipogênese. A adipogênese consiste no processo de diferenciação da célula tronco-mesenquimal em 

adipócito. C/EBPβ e C/EBPδ participam da fase inicial da adipogênese, induzindo expansão clonal de pré-

adipócitos. C/EBPα e PPARγ atuam na etapa mais tardia do processo adipogênico, regulando a maturação e 

manutenção do adipócito maduro. Modificado de Ricoult & Manning, EMBO reports (2013). 
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monocamada de fosfolipídios e proteínas associadas e com interior contendo uma gama de 

lipídios neutros (Brasaemle et al. 2004). As proteínas de GL compreendem perilipina (PLIN1), 

ADRP, Tip47 e OXPAT e podem ser encontradas entre o citosol e a membrana da gota lipídica 

ou expressas constutivamente na monocamada lipídica desta organela (perilipina e ADRP) 

(Brasaemle 2007). O processo de lipogênese e lipólise no tecido adiposo é altamente dinâmico, 

controlado e extremamente importante para a manutenção da homeostasia energética 

(Rutkowski et al. 2015). A lipólise do tecido adiposo é um fenômeno multifacetado que envolve 

diversas lipases em conjunto com proteínas de gota (especialmente perilipina), em um processo 

intricado mediado pela ativação da proteína cinase A (PKA) (Birnbaum 2003; Leff & 

Granneman 2010).  

A mobilização de ácidos graxos livres no processo de lipólise se inicia pela ativação de 

lipases responsáveis pela hidrólise de triacilglicerol presente na gota lipídica. As principais 

lipases envolvidas neste processo são a ATGL (do inglês adipocyte trygliceride lipase) e HSL 

(do inglês hormone sensitive lipase) (Lass et al. 2011). Conforme mostrado na figura 7, a partir 

de estímulos lipolíticos (adrenérgicos, citocinas) ocorre aumento de AMP cíclico, que leva à 

ativação de PKA. Esta enzima por sua vez, ativa a lipase HSL e perilipina através de 

fosforilação, permitindo o acesso da lipase aos lipídios dentro da gota lipídica. Embora a ATGL 

não seja diretamente ativada por PKA, sua atividade é limitada pela ação desta enzima. CGI-

58 (do inglês Comparative gene identification-58) atua como um cofator para ATGL. Quando 

a célula está em estado basal, CGI-58 e perilipina estão associados à membrana da gota lipídica. 

Quando ocorre estímulo lipolítico, PKA fosforila perilipina levando a dissociação de perilipina 

e CGI-58, liberando este fator para se ligar à ATGL e aumentar a atividade desta lipase 

(Ducharme & Bickel 2008; Zechner et al. 2009; Takahashi et al. 2016; Lapid & Graff 2017) .  
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Outra proteína importante para a lipólise em adipócitos é a proteína FABP4 (do inglês 

fatty acid binding protein 4), proteína responsável por fazer o transporte de ácidos graxos no 

interior da célula. FABP4 interage com HSL durante processo de lipólise. HSL é inibida pelo 

produto final de sua atividade, ácidos graxos livres (FFAs). Assim, ao se ligar ao FFA, FABP4 

anula o inibidor de HSL e catalisa a atividade desta lipase (Shen et al. 2001; Bernlohr 2016).  

O adipócito é uma célula plástica, sendo capaz de aumentar e diminuir de tamanho de 

acordo com mudanças na necessidade metabólica. Ainda, Planat-Bérnard e colaboradores 

demonstraram que adipócitos maduros humanos são capazes de se desdiferenciar, adotando 

fenótipo de célula imatura seguido novamente por diferenciação adipogênica (Planat-Benard 

2004) O aumento do tecido adiposo em resposta ao fornecimento excessivo de nutrientes resulta 

de dois processos: hipertrofia e hiperplasia dos adipócitos. Os fatores que regulam o balanço 

entre hipertrofia e a hiperplasia não são completamente elucidados, mas é sugerido que insulina 

e glicocorticoides circulantes estimulam a diferenciação do pré-adipócito (Klemm et al. 2001; 

Gavin et al. 2015; Rutkowski et al. 2015).  

Ao contrário do que se acreditava o tecido adiposo não cresce ilimitadamente. Virtue e 

colaboradores sugeriram que a associação de mecanismos genéticos, como a participação do 

PPARγ na hiperplasia do tecido adiposo (diferenciação de células precursoras de adipócitos); a 

Figura 7 Regulação do processo de lipólise. Ilustração simplificada dos mecanismos moleculares da lipólise em 

adipócitos. Modificado de Greenberg et al., EMBO Journal (2011). Após estímulo, a proteína cinase A (PKA) 

promove fosforilação de perilipina, liberando a proteína CGI-58 (do inglês Comparative gene identification-58). 

Esta associa-se e ativa ATGL, levando a hidrólise de TAG (triacilglicerol) em DAG (diacilglicerol). PKA também 

fosforila a proteína HSL (lipase sensível à hormônio), levando à sua translocação e ligação à perilipina fosforilada 

e à hidrólise do DAG. MGL hidrolisa e libera o ácido gordo restante e glicerol. 
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limitação mecânica através da matriz extracelular (MEC) - a hipertrofia do adipócito induz o 

aumento da pressão da MEC sobre o mesmo, elevando a produção de adipocinas e à ruptura 

celular; e fatores inibidores de angiogênese seriam capazes de limitar a capacidade de expansão 

do tecido adiposo, impedindo que o mesmo seja suficientemente competente para o 

armazenamento do excesso de nutrientes e, por conseguinte, ocorre aumento do nível de lipídios 

circulantes (Virtue & Vidal-Puig 2010). Além disso, o volume do adipócito está associado com 

sua função, de modo que adipócitos maiores geralmente exibem maior atividade metabólica 

(lipólise) e alteração do perfil secretório, aumentando a produção de citocinas pró-inflamatórias 

(como leptina e TNF-α) e reduzindo, em contrapartida, a secreção de adiponectina, cuja ação é 

anti-inflamatória (Couillard et al. 2000; Guilherme et al. 2008) 

A limitação da expansibilidade do tecido adiposo em conjunto com disfunção de 

adipócitos com exacerbada secreção de citocinas e lipólise e consequentemente aumento do 

efluxo de ácidos graxos do tecido adiposo leva ao acúmulo de lipídios em outros órgãos não 

especializados como fígado, músculo esquelético, e pâncreas. Este processo culmina na 

disfunção e fibrose destes órgãos e caracteriza o quadro de lipotoxicidade (Virtue & Vidal-Puig 

2010; Engin & Engin 2017).  

Baseado no conceito de lipotoxicidade, o tecido adiposo serviria como uma espécie de 

tecido – tampão, protegendo os outros órgãos dos efeitos tóxicos do excesso de lipídios 

oriundos da dieta. Diversos estudos demonstraram que o tecido adiposo subcutâneo apresenta 

maior capacidade hiperplásica quando comparado ao omento, no qual o processo principal de 

expansão é por hipertrofia dos adipócitos. Adipócitos oriundos do tecido omental também 

apresentam menor volume do que quando comparados ao tecido subcutâneo, porém apenas a 

hipertrofia do omento foi relacionada ao desenvolvimento de doença metabólica (O’Connell et 

al. 2010; Veilleux et al. 2011). Além disso, Hellmér e colaboradores demonstraram que o tecido 

subcutâneo em pacientes obesos é menos lipolítico quando comparado ao tecido omental 

(Hellmer & Marcus 1992). Somando essas características, o tecido adiposo subcutâneo em 

humanos adquire um papel protetor contra lipotoxidade e deposição ectópica de gordura (Porter 

et al. 2009). 

 

1.4 Adipocinas, inflamação e obesidade 

A visão tradicional do tecido adiposo como um reservatório passivo para a reserva de 

energia já não é mais aceita. De fato, o conceito de que células não endócrinas poderiam secretar 

moléculas capazes de regular a homeostase de maneira autócrina, parácrina e endócrina foi 

proposto por Claude Bernard há mais de 100 anos (Kvetnoy et al. 2000). Este conceito foi 
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renovado em um trabalhado publicado por Kennedy, o qual propôs que o tecido adiposo era 

capaz de atuar na regulação da homeostase energética via hipotálamo, através de algum fator 

circulante (Kennedy 1953). Entretanto foi apenas com a descoberta da síntese e secreção da 

leptina que o tecido adiposo passou a ser considerado um órgão endócrino. A leptina é um 

polipeptídeo de 16 kDa, que tem participação chave no controle do estado nutricional do 

organismo, atuando no sistema nervoso central, inibindo a ingesta e aumentando o gasto 

energético (Friedman & Halaas 1998). A inibição da ingesta ocorre quando este hormônio se 

liga ao seu receptor ObRb em neurônios hipotalâmicos: a ativação de neurônios anorexigênicos 

aumenta a expressão de peptídeos anorexigênicos, como -MSH, CRH, CART, que levam à 

sensação de saciedade, enquanto que sua ligação a ObRb em neurônios orexigênicos inibe-os, 

diminuindo a expressão gênica de peptídios orexigênicos como o neuropeptídeo Y (NPY). Em 

conjunto, esta mudança no balanço de peptídios resulta na inibição do apetite (Friedman & 

Halaas 1998). A leptina também é capaz de ativar o sistema nervoso simpático, aumentando a 

taxa metabólica de repouso e promovendo o gasto energético(Dobbins et al. 2003). Além do 

seu papel no controle central da ingesta, a leptina apresenta diversas outras funções periféricas 

na regulação da reprodução, hematopoese, angiogênese, osteogênese e inflamação (Paz-Filho 

et al. 2012). Assim, devido as suas ações pleiotrópicas, assim como a sua semelhança estrutural 

com família de citocinas de quatro cadeias longas dupla-hélice, como a interleucina 6, a leptina 

também é considerada uma citocina.  

A leptina é secretada por adipócitos maduros, assim sendo, os níveis circulantes deste 

hormônio são proporcionais à massa de tecido adiposo branco. Com o desenvolvimento de 

obesidade, estabelece-se também o quadro de hiperleptinemia que é revertida a partir da perda 

de peso. A ação da leptina é mediada por seu receptor ObR, que pertence à família dos 

receptores transmembrana de citocina tipo I e possui atualmente seis isoformas, resultantes de 

processamento alternativo de mRNA (splicing). As isoformas ObRa, ObRc, ObRd e ObRf não 

apresentam atividade conhecida de transdução de sinal (Löllmann et al. 1997; Paz-Filho et al. 

2012). O receptor ObRe é uma isoforma solúvel do receptor de leptina, pois não apresenta as 

porções transmembrana e intracelular. Estudos sugerem que este receptor teria a função de 

facilitar a biodisponibilidade de leptina (Schaab & Kratzsch 2015). A isoforma ObRb é única 

isoforma com domínio intracelular completo e capaz de iniciar o sinal através da ativação de 

JAK2/STAT3 e PI3K/AKT/mTOR (Tartaglia 1997; Maya-Monteiro et al. 2008; Cota et al. 

2009). 

O aumento de leptina em consequência da expansão exacerbada do tecido adiposo, leva 

ao quadro de hiperleptinemia associada a um quadro de resistência central à leptina, 
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característico da obesidade mórbida (Myers MG Jr, Leibel RL, Seeley RJ 2010). Este quadro 

de resistência central é devido às alterações inflamatórias hipotalâmicas que levam a uma menor 

resposta de saciedade apesar da hiperleptinemia. No entanto a leptina mantém , mesmo na 

obesidade, sua capacidade de modular a resposta imune inata e adaptativa sendo assim um 

importante fator que contribui para as alterações metabólicas presentes na obesidade (Iikuni et 

al. 2008; Abella et al. 2017; Pérez-Pérez et al. 2017).  

A consolidação do tecido adiposo como um órgão endócrino se deu a partir da descoberta 

de que este tecido é capaz de sintetizar e secretar não só a leptina como diversas citocinas, 

quimiocinas e hormônios, denominados conjuntamente de adipocinas. Além da leptina outra 

adipocina muito estudada é a adiponectina, que foi descrita pela primeira vez por Scherer e 

colaboradores em 1995 (Scherer et al. 1995). A adiponectina é um hormônio de 30 kDa, 

expressa exclusivamente e em grande quantidade por adipócitos. Esta proteína apresenta 

semelhança estrutural com o componente C1q do sistema complemento e conformação globular 

semelhante ao TNF-α (Kershaw & Flier 2004). A adiponectina é secretada em diversos 

complexos de alto, médio e baixo peso molecular e exerce suas funções através dos receptores 

AdipoR1 (expressos em músculo esquelético) e AdipoR2 (expresso no fígado) (Yamauchi & 

Kadowaki 2008) De maneira contrária à leptina, os níveis reduzidos de adiponectina estão 

correlacionados com o quadro de obesidade e comorbidades (Scherer 2006). A principal função 

estudada deste hormônio é a potenciação da sensibilidade à insulina no músculo esquelético e 

fígado (Scherer 2006). Desta forma, diversos estudos já mostraram que baixos níveis de 

adiponectina em pacientes obesos estão diretamente relacionados ao desenvolvimento de 

resistência à insulina e síndrome metabólica (Lihn et al. 2005).  

A função endócrina do tecido adiposo branco envolve a secreção de uma variedade de 

moléculas além da leptina e adiponectina. A variedade de adipocinas secretadas pelo tecido 

adiposo inclui resistina, visfatina (Al-Suhaimi & Shehzad 2013), omentina (Tan et al. 2010), 

irisina (Timmons et al. 2012), assim como diversas citocinas pró-inflamatórias clássicas: TNF-

α, IL-1β, IL-1Ra, IL-6, IL-8, IL-10, MCP-1/CCL2, PAI-1ou anti-inflamatórias, como IL-10 e 

TGF-β, entre outras. Durante o desenvolvimento do quadro de obesidade, hipertrofia dos 

adipócitos e consequente disfunção tecidual, ocorre aumento da secreção de citocinas de caráter 

mais pró-inflamatório (por exemplo TNF-α, IL-6, MCP-1/CCL2) levando a um aumento do 

infiltrado de leucocitário neste tecido e estabelecendo um quadro de moderada inflamação 

crônica (Klöting & Blüher 2014; Lafontan 2014).  

Como já descrito anteriormente, o tecido adiposo é um órgão complexo formado por uma 

fração de adipócitos e a fração estromal vascular. Esta última é formada por uma variedade de 
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células como células endoteliais, fibroblastos, pré-adipócitos, células tronco-mesenquimais e 

leucócitos. No conjunto de leucócitos presentes no tecido adiposo, encontram-se: células pró-

inflamatórias (macrófagos M1, neutrófilos, linfócitos T CD8+, mastócitos) que aumentam 

conforme agravamento da obesidade e células anti-inflamatórias (macrófagos M2, eosinófilos, 

células T reguladoras) que diminuem proporcionalmente ao acúmulo de tecido adiposo (Rosen 

& Spiegelman 2014b).  

A expansão do tecido adiposo na obesidade pode estar acompanhada por disfunção e 

morte de adipócitos maduros, liberando grande conteúdo de lipídio. Esse processo culmina 

ativação e recrutamento de macrófagos, formando estruturas em formato de coroa, chamadas 

“crown-like structures” (Zeyda & Stulnig 2007; Zeyda et al. 2007). O recrutamento de 

macrófagos ocorre também pelo aumento da secreção da quiomiocina MCP-1/CCL2, por 

adipócitos maduros e por células da fração estromal. O aumento local e sérico dos níveis de 

MCP-1/CCL2 na obesidade estão associados ao desenvolvimento de resistência à insulina e 

está positivamente relacionado com o risco de doenças cardiovasculares (Kamei et al. 2006; 

Kanda et al. 2006). 

A descoberta do estado inflamatório crônico presente na obesidade em consequência da 

disfunção tecidual e infiltração leucocitária trouxe novas perspectivas para a abordagem clínica 

e tratamento dos indivíduos com obesidade. Embora muitos estudos tenham sido feitos na 

avaliação das principais mudanças metabólicas que ocorrem no tecido adiposo no quadro de 

obesidade, há ainda muito a se descobrir em relação à contribuição tecido-específica dos 

diversos depósitos de tecido adiposo para o quadro inflamatório do grande obeso. Assim esse 

trabalho propõe a hipótese que diferentes depósitos de tecido adiposo contribuem de maneira 

distinta para o quadro de inflamação crônica moderada presente na obesidade. 
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Figura 8 Inflamação do tecido adiposo. Tecido adiposo magro com número reduzido de células imunes 

residentes. Expansão tecidual em decorrente de contínua demanda energética positiva, levando à quadro de 

hipóxia, aumento da secreção de citocinas e aumento do infiltrado leucocitário com predomínio de células de 

caráter pró-inflamatório. Adaptado de Vieira-Potter, Cell. Microbiol.(2014) 
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1.5 Justificativa 

Em decorrência do crescimento da prevalência da obesidade mórbida surge a necessidade 

de um maior conhecimento a respeito dos mecanismos fisiopatológicos associados a esta 

doença. 

O desenvolvimento da obesidade requer um remodelamento tecidual que inclui eventos 

de hiperplasia, hipertrofia, inflamação, angiogênese e remodelamento da MEC, dependente da 

participação de diversos tipos celulares. Diversos estudos vêm retratando a comparação da 

contribuição para o quadro inflamatório do tecido adiposo subcutâneo e omento em indivíduos 

obesos. Entretanto, diante de um quadro de obesidade mórbida, ocorre expansão de outros 

depósitos de tecido adiposo que também contribuem para o volume abdominal, dentre eles está 

o tecido adiposo pré-peritoneal, ainda pouco estudado.  

A utilização de modelos experimentais de obesidade, seja por modificação genética ou 

por obesidade induzida por dieta, tem sido bastante útil na compreensão dos mecanismos 

envolvidos e alterações moleculares presentes no quadro de obesidade. Contudo, ainda não há 

um estudo sistemático que compare a relação existente entre cada depósito de tecido adiposo 

destes animais e os depósitos de tecido adiposo humano. 

Acreditamos que os diferentes depósitos de tecido adiposo branco contribuem de maneira 

distinta para o quadro de inflamação crônica presente na obesidade. Assim, este trabalho 

propõe-se a atender à necessidade de um estudo mais aprofundado avaliando o metabolismo 

lipídico e o perfil de adipocinas que participam deste processo inflamatório além da 

contribuição de cada depósito de tecido adiposo neste quadro de inflamação crônica presente 

no grande obeso. 
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2 OBJETIVOS  
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2.1 Objetivo geral 

 Comparar os diferentes depósitos de tecido adiposo branco e entender a participação 

destes no quadro inflamatório associado à obesidade. 

 

2.2 Objetivos específicos 

✓ Avaliar a contribuição de cada depósito de tecido adiposo em relação aos mediadores 

inflamatórios, em modelo experimental e em humanos; 

✓ Caracterização do depósito de tecido adiposo pré-peritoneal; 

✓ Avaliar processo de disfunção do tecido adiposo no quadro de obesidade, com foco no 

metabolismo lipídico; 

✓ Correlacionar as características e alterações moleculares entre os tecidos adiposos e 

interespécies. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS  
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3.1 Voluntários 

 Participaram deste estudo pacientes obesos integrantes do Programa de Atendimento 

Multidisciplinar ao Obeso Mórbido, do Hospital Universitário Clementino Fraga Filho 

(HUCFF), da Universidade Federal do Rio de Janeiro – UFRJ e pacientes acompanhados pelo 

Serviço de Endocrinologia do Hospital dos Servidores do Estado do Rio de Janeiro (HSE-RJ), 

candidatos à cirurgia de gastroplastia. Utilizou-se como critério de inclusão neste estudo, 

indivíduos com IMC acima de 35, portadores ou não de hipertensão arterial sistêmica, diabetes 

mellitus tipo II e/ou dislipidemia e que não possuíam quaisquer outras moléstias não associadas 

à condição de obesidade mórbida. 

 Como controle deste estudo participaram indivíduos hígidos com IMC normal (≤20 e 

≥24,9) cadastrados no Hospital Universitário Clementino Fraga Filho – UFRJ.  

Todos os procedimentos experimentais executados neste projeto seguiram as 

recomendações pelo Comitê de Ética do Hospital Universitário Clementino Fraga Filho, da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, sob o número 022/11 e pelo Comitê de Ética do 

Hospital dos Servidores do Estado do Rio de Janeiro, sob o número 000.528. 

3.2 Coleta de amostras de sangue e tecido adiposo humano 

 Cerca de 10 mililitros de sangue de indivíduos obesos foram recolhidos durante o 

momento cirúrgico, com os pacientes em jejum. A coleta de sangue de indivíduos controle 

(~10ml de sangue) foi feita em consultório médico, com os voluntários em jejum. O sangue 

coletado foi transferido para tubos de coleta específicos para separação de plasma e soro – Tubo 

BD Vacuntainer Buffer Na Citrate®, catálogo 369714 (contendo solução-tampão de citrato de 

sódio 3,2%) e Tubo BD Vacuntainer SST® II Advance®, catálogo 367955 (revestido de sílica 

por pulverização e contendo gel de polímero para separação de soro), respectivamente. Após 

coleta, as amostras de sangue foram mantidas em gelo até processamento.  

 Para obtenção de plasma e soro, o sangue foi centrifugado a 3000rpm, durante 15 

minutos, em centrífuga clínica. As amostras de plasma/soro foram divididas em alíquotas de 

500 µl em criotubo e armazenadas em nitrogênio líquido até análise.  

Amostras de tecido adiposo branco: subcutâneo (SC), pré-peritoneal (PP), visceral 

(omento, VC) foram coletadas durante cirurgia de gastroplastia do Serviço de Cirurgia Geral 

do Hospital dos Servidores do Estado do Rio de Janeiro (HSE-RJ) e do Hospital Universitário 

Clementino Fraga Filho (HUCFF-UFRJ). Após coleta, as amostras de tecido adiposo branco 

(WAT) foram submetidas a um rápido processo de dissecação para remoção do excesso de 

tecido conjuntivo, vasos sanguíneos e partes de tecido danificadas pelo bisturi elétrico. As 
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amostras de tecido adiposo foram processadas de acordo com protocolo experimental a ser 

seguido: 1) Para análises de Western blot e ensaio imunoenzimático (ELISA), fragmentos de 

WAT de aproximadamente 100-200 mg foram congelados em nitrogênio líquido, onde ficaram 

armazenados até o momento do experimento. 2) Para avaliação dos adipócitos maduros e fração 

estromal vascular (FSV), as amostras de WAT foram processadas de acordo com protocolo de 

isolamento, descrito na seção 3.10. 3) Para análise histológica foram separados fragmentos de 

WAT de aproximadamente 30 mg, seguido por fixação em 30 ml de solução de formaldeído 

10% em tampão fosfato (PBS) e posterior processo de impregnação em parafina, descrito 

detalhadamente adiante neste documento (seção 3.8).  

 

3.3 Animais 

Foram utilizados camundongos adultos machos das linhagens C57BL/6J, com peso entre 

15 e 20g, fornecidos pelo biotério central da Fundação Oswaldo Cruz. Os animais foram 

mantidos em gaiolas plásticas (máximo de 5 camundongos por gaiola), com livre acesso à água 

e ração, em sala com controle de temperatura (25 - 28oC), com ciclos de 12 h luz/escuro no 

biotério do Pavilhão Hélio e Peggy Pereira (HPP), Fiocruz-RJ. 

Os animais foram vermifugados com uso tópico de ivermectina (Ivomec®) e uso oral de 

200 µl/animal de suspensão de pamoato de prantel, pamoato de oxantel e praziquantel (Ptzi 

Plus®) e o início dos experimentos se deu após uma semana da vermifugação. 

Todos os procedimentos utilizados foram aprovados pela Comissão de Ética em 

Experimentação Animal da Fiocruz sob o Protocolo LW 36/10 e L011.2015 

 

3.4 Coleta de sangue e tecido adiposo de modelo experimental de obesidade 

induzida por dieta 

Camundongos C57BL/6J (machos) de aproximadamente 15-25g foram separados em 

dois grupos: 1- ND (do inglês normal diet), camundongos que foram submetidos à dieta com 

conteúdo normal de lipídios e açúcar (3850 cal/g, sendo 9% de gordura e 8% de sacarose.) e 2- 

HFD (do inglês high-fat diet), camundongos que foram submetidos à dieta rica em lipídios 

(4728 cal/g, sendo 45% de gordura e 17% de sacarose). O experimento foi conduzido durante 

15 a 17 semanas, com troca de ração semanal e pesagem dos animais a cada 15dias. 

Camundongos C57BL/6J submetidos à dieta foram eutanasiados em câmara de gás 

carbônico. Amostras de sangue foram coletadas por meio de punção cardíaca, imediatamente 
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após eutanásia dos animais. Para coleta, foi utilizado agulha de 26G em seringa de 1ml contendo 

100 µl de citrato de sódio, equivalente à 10% do volume total de sangue. O sangue foi 

transferido para tubo de polipropileno de 1,5 ml, seguido de centrifugação à 1500 g/10min/4oC. 

As amostras de plasma foram armazenadas à -80 oC.  

 Em seguida, amostras de diferentes depósitos de tecido adiposo branco (subcutâneo - SC, 

epididimal - EP, mesentérico - VC e retroperitoneal - RP) foram removidas e então processadas 

de acordo com protocolo experimental a ser seguido: 1) Para análises de Western blot e ensaio 

imunoenzimático (ELISA), os fragmentos de WAT foram congelados em nitrogênio líquido e 

armazenados em freezer -80oC. 2) Para avaliação dos adipócitos maduros e fração estromal 

vascular (FSV), as amostras de WAT foram processadas de acordo com protocolo de 

isolamento, descrito na seção 3.10. 3) Para análise histológica foram separados fragmentos de 

WAT de aproximadamente 30mg, seguido por fixação em 30ml de solução de formaldeído 

3,7% em tampão fosfato (PBS) e posterior processo de impregnação em parafina, descrito 

detalhadamente adiante neste documento (seção 3.8). 

  

g kcal G kcal

Amido de milho 510,7 2043 84,9 339,6

Amido dextrinizado 130 520 116,5 466

Sacarose/sucrose 80 320 201,4 805,6

Óleo de soja 40 360 29,1 261,9

Ácido graxo de soja 0 0 0 0

Banha 0 0 206,8 1861

Caseína 140 560 233,1 932,4

L-cistina 1,8 7,2 3,5 14

Celulose 50 0 58,3 0

Bitartarato de colina 2,5 0 2,3 0

BHT 0,014 0 0 0

Mix mineral 35 0 11,7 0

Mix vitamínico 10 40 11,7 46,8

Fosfato de cálcio dibásico 0 0 15,1 0

Carbonato de cálcio 0 0 6,4 0

Citrato de potássio 0 0 19,2 0

Total 1000 3850 1000 4728

Fórmula

ND HFD

Outros componentes

Proteína

Gordura

Carboidrato

Tabela 3 Formulação das rações. 
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3.5 Western Blot 

Amostra de 50-100mg de tecido adiposo foram colocados em tubo de polipropileno de 2 

ml, macerados com homogeneizador de tecidos em tampão de lise RIPA (150Mm de cloreto de 

sódio, 1% de Triton X-100, 0,1% SDS, 0,5% de deoxicolato de sódio, 50mM Tris, pH 8,0) (v/v) 

contendo inibidores de protease e fosfatase e em seguida, as amostras foram centrifugadas à 

16000 g/40minutos/4oC. O lisado proteico foi transferido para novo tubo de polipropileno de 

0,5 ml, descartando-se a fração lipídica e o pellet contendo restos celulares. A quantificação de 

proteínas do lisado foi realizada segundo o método de Lowry (LOWRY et al. 1951). A leitura 

da reação foi feita à 660 nm.  

Ao lisado proteico (30µg) foi adicionado tampão Laemmli, seguido de aquecimento à 

100oC por 5 minutos. As amostras e o padrão de peso molecular (Rainbow TM , catálogo 

RPN800E, Amersham ou SDS-6H, Sigma Aldrich ) foram então aplicados em gel SDS-PAGE 

(10% ou 15% de bis/acrilamida, conforme a proteína a ser observada) e realizada eletroforese 

por 90 minutos em tampão de corrida3. Após separação, as proteínas foram transferidas para 

membrana de nitrocelulose com poro de 0,45µm (Amersham), em sistema molhado por 2 

horas/sistema ou semi-seco por 1h, em tampão de transferência4. O controle de transferência de 

proteínas foi feito através de coloração com solução vermelho de Ponceau (Ponceau S 0,1% em 

ácido acético 5%, (p/v)).  

Após 60 minutos de bloqueio (Tris-HCl 10 mM, NaCl 0,15 M, 0,1% Tween® 20 e 5% 

de leite em pó desnatado), as membranas foram incubadas com anticorpos primário para as 

seguintes proteínas: perilipina: ADRP, TNF-α, ATGL, HSL, CD14, SREBP-1, PPAR-γ, iNOS, 

Arginase-1, β-actina, seguido por etapa de lavagem com solução TBST 0,1% (Tris-HCl 10 mM, 

NaCl 0,15 M, 0,1% Tween®). Em seguida, as membranas foram incubadas com respectivos 

anticorpos secundários conjugados à  peroxidase/fluóforos à temperatura ambiente. 

Teor nutricional (%)

g kcal g kcal

Carboidratos totais 72 75 40 34

Dos quais, sacarose 8 8 20 17

Gordura 4 9 24 45

Proteína 14 15 24 20

Outros componentes 10 1 12 1

Total 100 100 100 100

ND HFD

Tabela 6 Teor nutricional das rações. 
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Após nova etapa de lavagem, a formação do complexo antígeno-anticorpo foi revelada 

por reação de quimiluminescência, utilizando o kit SuperSignal West Pico Chemiluminescent 

Substrate® (Thermo Scientific) e exposição de filme de raio-X Amersham Hyperfilm ECL (24 

× 30 cm) (GE Healthcare) por intervalos variados ou por leitura de fluorescência no aparelho 

Odyssey Imaging System, conforme instruções do fabricante. 

Tabela 8 Lista de anticorpos 

Proteína alvo Fabricante Diluição 

Perilipina Cell Signaling (9349S) 1:1000 

ADRP Santa Cruz (32888) 1:1000 

PPARγ Santa Cruz (7196) 1:1000 

ATGL Santa Cruz (365278) 1:500 

HSL Cell Signaling (4107) 1:1000 

CD-14 Santa Cruz (9150) 1:1000 

Arginase 1 Santa Cruz (271430) 1:1000 

β-actina Sigma Aldrich (5441) 1:10.000 

TNF-α Peprotech (500-P64) 1:500 

 

3.6 Dosagem de adipocinas 

3.6.1 Ensaio multiplex  

 Para detecção das adipocinas foram utilizados kits específicos (MILLIPLEX MAP 

Human Adipocyte Magnetic Bead Panel, catálogo HADCYMAG-61K, Millipore e BioPlex 

Pro®, Human Cytokine Standard 27-Plex) seguindo protocolo do fabricante. A placa de 96 

poços foi preparada adicionando-se 200 µl/poço de tampão de ensaio durante 10 minutos. Em 

cada poço foi adicionado 25 µl da curva padrão e das amostras (em duplicata), e então foi 

adicionado o mix de microesferas conjugadas com os anticorpos monoclonais contra as 

citocinas em questão. A placa ficou sob agitação por 16 horas a 4oC. Em seguida, os poços 

foram lavados com tampão de lavagem, e 50 µl do anticorpo de detecção biotinilado foram 

adicionados. Após nova incubação por 60 minutos à temperatura ambiente, ao abrigo da luz, 

foi feita adição de 50 µl de estreptavidina conjugada ao fluoróforo. Novamente, a placa 

permaneceu ao abrigo da luz por 30 minutos à temperatura ambiente, antes dos poços serem 

lavados.  
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 Foram adicionados 100 µl de tampão Sheath Fluid em cada poço e a placa ficou sob 

agitação por 5 minutos para manter as microesferas em suspensão. Em seguida, as amostras 

foram analisadas por citômetro dotado de dois feixes de lasers. As intensidades de fluorescência 

das amostras foram comparadas com a respectiva curva padrão e analisadas no sistema Luminex 

200™ System, conforme instruções do fabricante.   

3.6.2 ELISA 

 A dosagem de citocinas/adipocinas também foi mensurada por meio do ensaio de 

ELISA convencional (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) segundo informações do kit (RD 

System, catálogo DY279, DY398, DY406, DY498, DY417, DY1679). Placas de 96 poços de 

fundo plano (catálogo 675061, Greiner Bio-One Brasil) foram cobertas com anticorpo de 

captura por poço e incubadas por aproximadamente 16 h à 4°C. Após este período, as placas 

foram lavadas com solução de lavagem (PBS/Tween 20 0,05%) e incubadas durante 1 h, com 

a solução de bloqueio (PBS/BSA 1%) à temperatura ambiente. 

  A curva padrão foi diluída em solução diluente, conforme instruções do fabricante. A 

curva padrão e as amostras foram aplicadas nas placas (50 μl /poço), e incubadas por 

aproximadamente 16 h a 4°C. Após a lavagem das placas com solução de lavagem específica, 

o anticorpo de detecção foi adicionado por poço, também diluído em solução diluente. Após 1 

h de incubação à temperatura ambiente, adicionou-se estreptavidina-peroxidase (diluição 1:200, 

RD). Após 30 minutos à temperatura ambiente, as placas foram lavadas com solução de 

lavagem e, em seguida, foi adicionada solução de TMB (3,3′,5,5′-Tetrametilbenzidina). A 

reação foi interrompida com solução de ácido sulfúrico (Próquimios) 2N (25 μl /poço) e a leitura 

feita no comprimento de onda de 450 nm em espectrofotômetro (Spectra Max). 

3.7 PCR em tempo real 

 Fragmentos de tecido adiposo humano e murino (50 a 100mg) foram macerados com 

homogeneizador de tecido em 1 ml de Trizol® (catálogo15596018, ThermoFischer), seguidos de 

centrifugação à 12000 g x 10 min x 4oC e o sobrenadante foi transferido para novo tubo de 

polipropileno de 1,5 ml. Após adição de 0,2 ml de clorofórmio, as amostras foram centrifugadas 

à 12000 g x 15 min x 4oC e a fração aquosa transferida para novo tubo de polipropileno de 1,5 

ml. Após adição de 0,5 ml de isopropanol, as amostras foram armazenadas à -80oC/16h para 

precipitação de RNA. Em seguida, as amostras foram centrifugadas à 12000 g x 20 min x 4oC 

e o sobrenadante foi descartado. Adicionou-se 0,5 ml de etanol 75%, seguido de centrifugação 

à 10.000 g x 10 min x 4oC (este processo foi realizado três vezes). O pellet de RNA foi deixado 

à temperatura ambiente até evaporação total do etanol e depois ressuspendido em 10 µl de água 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/15596018
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DEPC. A quantificação do RNA total foi feita em espectrofotômetro NanoDrop 2000®, 

utilizando as razões A260/A280 e A260/A230 como critério de análise de qualidade da amostra. 

Com intuito de eliminar contaminação de DNA genômico, as amostras foram tratadas 

com DNase, por meio do kit TURBO™ DNase (catálogo: AM2238, Ambion) de acordo com 

instruções do fabricante. 

A síntese de DNA complementar foi feita a partir de 1 µg de RNA, com o kit SuperScript 

III First-Strand Synthesis for RT-PCR (Applied Biosystem) ou o kit SuperScript II First-Strand 

Synthesis for RT-PCR (Applied Biosystem), também de acordo com instruções do fabricante.  
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A análise da expressão gênica de amostras de tecido adiposo humano e murino foi 

realizada através da técnica de PCR em tempo real quantitativo (qPCR).  

Como controle normalizador da reação foi utilizado o gene constitutivo β-actina. Foram 

utilizadas para estas reações sondas TaqMan® (Applied Biosystems) e o termociclador Step 

One Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems). As reações foram feitas em duplicata 

para cada gene, utilizando 1 µl de cada um dos diferentes cDNA, 0,5 μl da sonda e 5 μl de 

tampão universal PCR Mastermix TaqMan®, gerando um volume final de 10 μl. As condições 

da reação foram: 60ºC por 2 minutos, seguido de 95º C por 10 minutos e 40 ciclos: 95ºC por 15 

segundos e 60ºC por 1 minuto. 

A análise dos dados foi feita por meio do cálculo 2ΔCt , onde ΔCt é a diferença entre as 

médias das duplicatas de cada gene alvo e a média das duplicatas do controle endógeno (Livak 

e Schmittgen, 2001).  

Abaixo estão listadas as sondas utilizadas: 

ADIPOQ Hs00605917_m1 

FABP4 Hs01086177_m1 

LEPR Hs00174497_m1 

PLIN1 Hs00160173_m1 

PLIN2 Hs00605340_m1 

3.8 Fotos macroscópicas e histologia 

 As imagens foram registradas em sala de cirurgia, com o auxílio de uma câmera digital 

com zoom. Utilizamos uma régua comum de 30cm como referência na imagem.  

Para observação histológica os fragmentos de tecido adiposo foram fixados em solução 

de formaldeído 10% em PBS por 24h, seguidos por etapa de desidratação (Etanol 80% - 1h; 

Etanol 95% - 2h (3x); Etanol 100% - 18h; Etanol 100% - 30 min (3x); xilol I – 1h, xilol II – 1h) 

e impregnação de parafina (parafina 60oC – 30 min (6x)). As amostras foram inseridas em 

cassete, deixando cerca de 2 mm de parafina nas margens do bloco. O molde foi preenchido 

com parafina à 60oC e colocado sobre placa resfriada até endurecimento do molde. Os blocos 

de parafina contendo as amostras de tecido adiposo foram cortados em seções de 5 µm, aderidos 

em lâmina de vidro e corados com mistura de hematoxilina e eosina. 

Os cortes de parafina contendo os fragmentos de tecido adiposo foram desparafinizados 

e hidratados. Seguidos de coloração com Hematoxilina de Mayer durante 20 minutos e etapa 

de lavagem com água corrente durante 25 minutos. Em seguida, foi feita desidratação etanol 
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70%, coloração com Eosina-Floxina e etapa de lavagem com etanol 95%. Após lavagem, foi 

feita desidratação com etanol absoluto e clarificação com xilol.  

As lâminas foram analisadas em lente de 20x (humanos) e 40x (murino) em microscópio 

óptico OLYMPUS (IX81) equipado com câmera digital e processados pelo programa 

Cell^F(versão 2011). A análise do tamanho médio dos adipócitos foi feita de maneira indireta, 

quantificando o número de pixels de membrana celular corada e tecido associado. A 

representação é feita pelo percentual de área de pixels. Esta quantificação foi feita por macro, 

desenvolvida pelo grupo, no programa FIJI (Image J2 – win64, 2017- NIH)(Chen & Farese 

2002). 

3.9 Marcação de gota lipídica 

3.9.1  Tecido adiposo branco 

Fragmentos de tecido adiposo congelado (humano) ou frescos (murino) cortados com 

lâmina de bisturi manualmente, foram fixados em formaldeído 3,4% e após lavagens com 

tampão PBS, foi realizada a marcação de lipídios neutros através da sonda Bodipy 493/505®, 

na diluição de 1:500 em PBS. Os núcleos foram marcados com sonda DAPI. As imagens foram 

obtidas por microscopia confocal, equipado com câmera digital (Berry et al. 2014). 

3.9.2 Avaliação da formação de gota lipídica em cultura de macrófagos 

Após cultivo, os macrófagos murinos derivados de medula óssea (seção 3.12) foram 

lavados com PBS e fixados com solução de formaldeído 3,7% em PBS. Após fixação, as células 

foram coradas de acordo com os protocolos abaixo:  

Oil red O (ORO): A solução estoque de Oil Red O (Sigma-Aldrich) foi preparada em 

isopropanol P.A na concentração de 0,3%. A solução de uso foi obtida através da diluição em 

água (1,5:1 (v/v)) e filtração em filtro de papel para evitar precipitados. Após filtragem 

adicionamos 300 μL da solução de uso de ORO e deixamos de 2-5 minutos. Lavamos 

rapidamente com isopropanol 30% e posteriormente com água destilada (5x). Montamos as 

lâminas com Vectashield® com DAPI. 

Bodipy 493/503: 4,4-difluoro-1,3,5,7,8-pentametil-4-bora-3a, 4a-diaza-s-indaceno ou 

BODIPY® 493/503 (Molecular Probes) foi diluído em DMSO na concentração de 1 mM 

(solução estoque). No momento da marcação preparamos a solução de uso diluindo a solução 

estoque na proporção de 1:5000 (200nM) em PBS. As células foram encubadas com a solução 

de uso de BODIPY por 15 minutos, protegidas da luz, posteriormente lavadas com PBS (Maya-

Monteiro et al. 2008).  
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3.10 Fracionamento celular de tecido adiposo 

Após dissecção, as amostras de tecido adiposo humano foram transferidas para tubo de 

polipropileno de 50ml contendo DMEM high glucose, 2% de Penicilina/Estreptomicina (P/S) 

(P433, Sigma Aldrich®) e 5ug/ml de ciprofloxacino e armazenadas em gelo durante transporte. 

Em cabine de segurança biológica, as amostras de tecido adiposo foram lavadas com tampão 

Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS-/-). Após pesagem, as amostras de tecido adiposo foram 

cortadas em fragmentos bem pequenos, retirando-se vasos sanguíneos e material fibroso 

evidente, com auxílio de bisturi. 

Após coleta dos depósitos de tecido adiposo murino, as amostras foram lavadas com 

tampão Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS-/-), até retirada de material indesejado (pelos, 

sangue). Após pesagem, as amostras de tecido adiposo foram cortadas em fragmentos bem 

pequenos, retirando-se vasos sanguíneos e material fibroso evidente, com auxílio de bisturi. 

3.10.1 Isolamento e cultivo de adipócitos maduros e fração estromal vascular (SVF) 

Fragmentos de tecido adiposo (humano ou murino) foram submetidos à digestão 

enzimática com solução de colagenase I (1 mg/ml), durante 30-40 minutos/37oC, sob agitação 

orbital a cada 5 minutos. Após digestão, as amostras foram centrifugadas à 200 g por 10 minutos 

à temperatura ambiente. Em seguida, a fração sobrenadante enriquecida em adipócitos maduros 

foi transferida para novo tubo de propileno de 50 ml, contendo meio de cultura DMEM/F12 + 

2% P/S + 5ug/ml Ciprofloxacino + 0,3UI/ml insulina e 1 mM de dexametasona em etanol 

(D4902, Sigma Aldrich), na proporção de 1:4 (v/v).  O cultivo dos adipócitos maduros 

primários foi feito por um período de 24h, em tubo de polipropileno de 50ml, mantidos em 

estufa úmida à 37ºC com 5% de CO2. 

Após retirada da fração de adipócitos maduros, o pellet contendo a SVF foi 

homogeneizado e em seguida filtrado através malha de nylon de 40 µm. Foi realizada nova 

centrifugação à 300 g/10min e as células foram então ressuspendidas em meio de cultura 

(DMEM low glucose + 2% P/S+ 5 µg/ml Ciprofloxacino + 20% Soro fetal bovino - SFB) e 

distribuídas em garrafa de cultura de 25 cm2, mantidas em estufa à 37ºC com 5% de CO2 

(Carswell et al. 2012; Silva et al. 2017).  
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Após 24h de cultivo na garrafa de cultura de 25 cm2, a fração aderente de células foi 

lavada com HBSS-/- (3x), retirando-se as células não aderentes. Em seguida, os cultivos foram 

mantidos a 37ºC com 5% de CO2 para expansão. Quando em 90% de confluência, as células 

foram dissociadas com solução de tripsina- EDTA 0,25% (25200056, Gibco) e foi feita 

expansão até a terceira passagem (1:1). Após expansão, as células foram plaqueadas em placa 

de 24 poços (1x104células/poço) para protocolo de diferenciação adipogênica. 

3.11 Indução de diferenciação adipogênica in vitro 

Após plaqueamento (seção 3.10.1) e 48h de espera em 100% de confluência, as células 

da SVF receberam meio de indução de diferenciação – dia 0 (MDI - DMEM high glucose, 20% 

de SFB, 0,5mM de Isobutilmetilxantina (IBMX - catálogo I5879 Sigma Aldrich), 1μM de 

dexametasona, 0,3UI/ml de insulina (Humulin R®, Lilly) e antibióticos.). Após 72h, o 

sobrenadante foi descartado e foi adicionado meio de maturação – dia 3 (MM - DMEM high 

glucose, 20% de SFB, 0,3UI/ml de insulina e antibióticos), seguido de troca de 50% de MM a 

cada dois dias. O processo de diferenciação adipogênica foi mantido até o 10-14o dia após meio 

de indução.  

3.12 Diferenciação de macrófagos a partir de medula óssea murina 

Camundongos C57BL/6J foram eutanasiados e tiveram os ossos das patas traseiras 

removidos (fêmures e tíbias), epífises cortadas e as medulas ósseas removidas por lavagem com 

5ml de meio de cultura BMM (Bone Marrow Macrophage)9. Após a lavagem dos ossos, a 

solução obtida é homogeneizada e são plaqueados 1 ml de solução homogênea de células + 10 

ml de meio BMM por placa de petri. As placas foram incubadas em estufa com 5% de CO2 à 

37ºC. No terceiro dia de cultivo, as placas receberam adição de 10 mL de meio BMM. Após 

mais 3 dias de incubação, os sobrenadantes são descartados e os macrófagos já diferenciados 

foram removidos das placas por lavagem com PBS 1x gelado e uso do Cell Scraper, seguido de 

plaqueamento com 0,5x106 células por poço em placa de 24 poços em meio específico (RPMI 

1640 com 2% de SFB,1% de L-glutamina, 1% de P/S).  As células plaqueadas forma mantidas 

em repouso na estufa por 24 horas antes do ensaio. 

9 BMM: 60% RPMI 1640 (GIBCO), 20% de SFB (GIBCO), 18% de sobrenadante de 

célula L929 (rico em M-CSF, Macrophage Colony Stimulation Factor), 1% de L-glutamina 

(GIBCO) e 1% de P/S. 

Os macrófagos de medula foram estimulados com 50% de meio condicionado de cultura 

de 24h de adipócitos maduros primários ou com 50% de meio condicionado de cultura de fração 

estromal vascular (terceira passagem). Após 24h de estímulo, foi recolhido o sobrenadante de 
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cultura e as células foram lisadas para posterior análise por Western blot ou microscopia de 

fluorescência.  

 

3.13 Análise estatística 

 As análises estatísticas foram realizadas através do programa GraphPad Prism 5.0 

(GraphPad Softaware, La Jolla, EUA). As análises para verificação de normalidade foram 

realizadas através do teste de Shapiro-Wilk. Para verificação de significância estatística dos 

experimentos comparativos de plasma de grupo controle e pacientes obesos, assim como entre 

camundongos ND e HFD foram feitas por teste Mann-Whitney bicaudal (distribuição não 

normal) ou teste t de Student bicaudal (distribuição normal). Para análise de tamanho dos 

adipócitos, expressão de proteínas e expressão gênica de gota lipídica e lipólise, quantificação 

local e secreção de mediadores inflamatórios em WAT humano e murino, adipócitos maduros 

primários, adipócitos diferenciados in vitro e macrófagos foi utilizado teste de Análise de 

Variância-Univariada não paramétrico (One way ANOVA de Kruskal-Wallis) seguida de pós-

teste de Dunns. Para todas as análises, foram considerados significativos somente aqueles 

resultados que apresentaram p<0,05 no teste (e pós-teste), com intervalo de confiança de 95%. 

Dados foram mostrados como média ± desvio padrão, com exceção dos dados de citocinas 

plasmáticas em humanos que foram mostrados como mediana, média e intervalo interquartil. 
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4 RESULTADOS  
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Como descrito na seção 2, o principal objetivo deste projeto foi a caracterização de 

diferentes depósitos de tecido adiposo branco no contexto de obesidade. Para isto foram 

realizadas análises em amostras humanas, provenientes de pacientes obesos e voluntários 

sadios, e murinas obtidas através de modelo experimental de obesidade induzida por dieta 

(DIO). Com propósito de maior clareza na descrição dos dados, os resultados a seguir serão 

representados em dois blocos distintos: Parte I –Pacientes obesos e Parte II – Modelo 

experimental de obesidade em camundongos.  

Parte I 

4.1 Dados clínicos - pacientes obesos e voluntários 

Os pacientes analisados neste estudo são provenientes de dois programas de assistência a 

indivíduos obesos: pacientes integrantes do Programa Multidisciplinar de Atendimento ao 

Obeso Mórbido, conduzido no Hospital Universitário Clementino Fraga Filho – HUCFF/UFRJ 

e o segundo grupo é constituído de pacientes acompanhados pelo Serviço de Endocrinologia 

do Hospital dos Servidores do Estado do Rio de Janeiro – HSE-RJ. No programa do HUCFF, 

os pacientes são acompanhados previamente por uma equipe multidisciplinar composta por 

médicos (clínicos, cardiologistas, endocrinologistas, fisiatras), fisioterapeutas, nutricionistas, 

profissionais de educação física, psicólogos. Esses profissionais acompanham os pacientes 

selecionados durante as fases pré e pós-operatória, avaliando o perfil de cada paciente e sua 

evolução clínica. Já os pacientes do HSE-RJ são acompanhados por um período mais curto 

antes da liberação para a cirurgia e seguido por um acompanhamento mais prolongado pós-

cirúrgico. Após verificarmos que não houve diferenças entre os grupos de pacientes dos dois 

hospitais, em relação às análises realizadas, decidimos considerar em nossos resultados, um só 

grupo de pacientes. 

Os candidatos ao estudo foram selecionados a partir dos seguintes critérios estabelecidos: 

35≤ IMC ≥ 70; ausência de doença infecciosa aguda ou crônica e/ou inflamatória; idade entre 

18 e 65 anos e indivíduos que não tenham sido submetidos a outras técnicas de cirurgia 

bariátrica anteriormente. Para fins de controle, indivíduos hígidos cadastrados no Hospital 

Universitário Clementino Fraga Filho – UFRJ, foram convidados a participar do estudo. Foram 

incluídos indivíduos com índice de massa corporal dentro da normalidade (≤20 e ≥24,9) e que 

não apresentavam quaisquer outras enfermidades. Neste tópico, encontram-se algumas 

informações clínicas pertinentes a este estudo, obtidas de voluntários sadios (tabela 9) e de 

pacientes com obesidade mórbida, obtidos durante a fase pré-operatória (tabela 10). Nas tabelas 
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9 e 10, os parâmetros hipertensão, diabetes e dislipidemia estão representados em números 

absolutos e o percentual do dado entre parênteses. Os dados de idade e IMC estão representados 

por mediana e média, respectivamente e entre parênteses o intervalo dos dados. 

 

 

 

 

  

Tabela 9 Informações clínicas dos voluntários sadios 

Tabela 10 Informações clínicas dos pacientes obesos mórbidos. 

Os dados descritos foram obtidos através da análise do prontuário de registro hospitalar de 

cada voluntário. Os dados em branco são em decorrência da ausência de informação no 

prontuário. 

Os dados descritos foram obtidos através da análise do prontuário de registro hospitalar de 

cada paciente. Os dados em branco ou a discrepância entre o percentual de cada manifestação 

clínica e o total de pacientes são em decorrência da ausência de informação no prontuário. 
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4.2 Avaliação do perfil inflamatório plasmático 

Nas últimas décadas, diversos estudos têm reportado que indivíduos obesos apresentam 

níveis plasmáticos elevados de citocinas pró-inflamatórias como consequência do aumento 

exacerbado de tecido adiposo branco, elevando a obesidade a uma doença que cursa com um 

quadro de moderada inflamação crônica (Dandona et al. 2004). Assim, decidimos avaliar o 

quadro inflamatório dos indivíduos obesos mórbidos alvo deste estudo. 

Adiponectina, leptina e resistina, assim como outros mediadores inflamatórios clássicos 

(MCP-1/CCL2, TNF-α, IL-1β, TGF-β, IL-6, IL-8, IL-2, e IL-4) foram utilizados para 

caracterização do perfil inflamatório dos pacientes incluídos neste estudo. Na análise 

comparativa entre os pacientes obesos mórbidos e o grupo controle, indivíduos hígidos com 

IMC considerado normal, observamos diferenças nas dosagens de leptina, resistina, MCP-

1/CCL2, PAI-1, TNF-α e IL-1β. Tal como descrito amplamente na literatura, os pacientes 

obesos apresentaram maior concentração plasmática de leptina quando comprados aos 

voluntários sadios (figura 9B). Entretanto os níveis plasmáticos de resistina, PAI-1, MCP-

1/CCL2, TNF-α, IL-1β e TGF-β dos pacientes obesos foram inferiores aos observados no grupo 

controle (figura 9C, D, E, F, H, J). Nenhuma diferença estatisticamente significativa foi 

observada na análise de adiponectina, IL-6, IL-8, IL-2, e IL-4 (figura 9A,G, I, L, M). 
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Figura 9 Avaliação do perfil inflamatório dos pacientes com obesidade mórbida. CT- Grupo controle (N=7 

para IL-8, TGF-β, IL-4, IL-6, IL-1β e n=22 para resistina, leptina, adiponectina, MCP-1/CCL2, PAI-1 e TNF-α) 

e OB –grupo de obesidade mórbida (n=21-23 para IL-8, TGF-β, IL-4, IL-6, IL-1β e n=23-28 para resistina, 

leptina, adiponectina, MCP-1/CCL2, PAI-1 e TNF-α). A quantificação das adipocinas foi realizada por ensaio 

Multiplex (A-H, L e M) e por ELISA (I e J).  Gráficos representados por mediana e intervalos interquartis. + 

representa a média dos valores. Os círculos preenchidos representam os outliers (regra de Tukey) e entende-se * 

por p < 0,05. 
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4.3 Aspecto macroscópico e análise histológica de tecido adiposo branco em 

indivíduos obesos 

A organização estrutural dos tecidos é importante na determinação de sua função. Assim, 

a análise macroscópica dos distintos depósitos de tecido adiposo abdominais no grande obeso 

foi ponto de partida deste estudo. 

Na figura 10A, observamos que o tecido adiposo subcutâneo apresenta coloração 

amarelada, com formação de lóbulos de tamanho pequeno a médio, entremeados com tecido 

conjuntivo. Esta característica é semelhante ao tecido adiposo visceral (omento), não obstante 

este último apresente maior quantidade de tecido conjuntivo entremeado entre os lóbulos 

gordurosos e intensa vascularização. O tecido adiposo pré-peritoneal é o que apresenta aspecto 

mais distinto, no qual se observa coloração mais clara, com formação de lóbulos gordurosos de 

tamanho médio a grande, sendo coberto por uma espessa camada de tecido conjuntivo e 

presença de vasos sanguíneos de calibre mais grosso.  

A capacidade de hipertrofia e hiperplasia do tecido adiposo branco tem sido relacionada 

com inflamação e com as chances de desenvolvimento de diabetes mellitus tipo II em indivíduos 

obesos mórbidos (Fang et al. 2015). Assim a medida do tamanho do adipócito é uma informação 

importante para avaliação da disfunção tecidual. Na avaliação de hipertrofia em amostras de 

tecido adiposo branco coradas com H&E (figura 10B) observa-se uma maior hipertrofia do 

tecido adiposo pré-peritoneal quando comparado com os outros dois depósitos de tecido 

adiposo abdominal. No entanto, com o método utilizado para quantificação do aumento do 

tamanho dos adipócitos, descrito na seção 3.8, não foi possível observar diferenças entre os 

diferentes depósitos de tecido adiposo (figura 10C). 
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Figura 10 Aspecto macroscópico e hipertrofia de tecido adiposo humano. A) Imagens de três diferentes 

depósitos de tecido adiposo subcutâneo (SC), pré-peritoneal (PP) e visceral (VC) foram tiradas durante momento 

cirúrgico. As fotos foram tiradas com câmera digital com zoom e foi utilizado uma régua comum de 30cm como 

referência de tamanho. B) Amostras de tecido adiposo subcutâneo (SC), pré-peritoneal (PP) e visceral (VC) foram 

coradas com hematoxilina-eosina. As imagens foram obtidas em campo claro por microscopia ótica com mesmo 

aumento (20x). Todas as modificações de tamanho de imagem para montagem da figura foram feitas de forma 

acoplada. Em C observa-se gráfico da quantificação do tamanho do adipócito avaliado através do software Image 

J. Foram obtidas cinco imagens de cada amostra para análise do tamanho do adipócito (n=10). 
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4.4 Avaliação de proteínas de gota lipídica em tecido adiposo de pacientes 

obesos mórbidos 

O processo de hipertrofia do adipócito é consequência direta do crescimento do tamanho 

da gota lipídica. As proteínas da família das perilipinas (PAT Family) são encontradas 

ubiquamente nestas organelas, alternando entre si, majoritariamente, de acordo com o tamanho 

da gota lipídica. Gotas lipídicas maiores apresentam maior quantidade de perilipina, enquanto 

gotas lipídicas de tamanho menor apresentam majoritariamente a proteína PLIN2. A partir da 

descoberta da perilipina, a primeira proteína de gota lipídica descrita, estabeleceu-se a ideia de 

que estas proteínas estruturais de gota lipídica seriam reguladoras essenciais do metabolismo 

lipídico (Greenberg et al. 1991). Assim, uma etapa importante para a caracterização dos 

depósitos de tecido adiposo humano, é a análise do tamanho da gota lipídica assim como a 

análise das proteínas estruturais de gota lipídica, relacionadas ao metabolismo lipídico.  

Na visualização do tamanho de gota lipídica em tecidos adiposos humano subcutâneo, 

pré-peritoneal e visceral marcadas com sonda BODIPY® 493/505 (vermelha), observamos que 

dentro de uma mesma amostra ocorre uma variação importante de tamanho de gota lipídica, 

porém a maioria das gotas lipídicas exibem tamanho superior a 100 µm (figura 11A).  

Na figura 11B-C, observa-se a comparação da expressão das proteínas estruturais de gota 

lipídica em tecido adiposo de pacientes com obesidade mórbida: perilipina encontra-se 

igualmente expressa nos três diferentes depósitos de tecido adiposo abdominal, enquanto o 

omento apresenta maior quantidade de ADRP, quando comparado aos depósitos subcutâneo e 

pré-peritoneal. Por meio de PCR em tempo real, também verificamos semelhante expressão dos 

genes PLIN1 e PLIN2 correspondentes à proteína perilipina e ADRP respetivamente, nos 

tecidos adiposos subcutâneo, pré-peritoneal e visceral (Figura 11D).  
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Figura 11 Avaliação do tamanho de gota lipídica e proteínas relacionados em tecido adiposo humano.  EM 

A, fragmentos congelados de tecido adiposo humano foram marcados com sonda lipídica Bodipy® 493/505 

(vermelho) e o núcleo das células marcadas com DAPI (verde). As imagens foram capturadas por microscopia 

confocal e 20x de magnificação. n= 1 paciente obeso. Em B, amostras de três depósitos de tecido adiposo 

subcutâneo (SC), pré-peritoneal (PP) e visceral (VC) de paciente obeso (n=3) foram avaliadas através de Western 

blot para a presença de perilipina e ADRP. (C) Gráficos da análise densitométrica de perilipina (n=6) e ADRP 

(n=3), avaliados pelo programa Image J. Em D, observa-se a análise de expressão gênica de perilipina (PLIN1) e 

ADRP (PLIN2) em pacientes obesos (n=5, que compreendem HSE01, HSE02, HSE03, HSE04 e HSE06). Os 

resultados foram normalizados pela expressão de β-actina e estão representadas como expressão relativa de 

RNAm. 
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4.5 Comparação da expressão de proteínas relacionadas ao metabolismo 

lipídico em diferentes depósitos de tecido adiposo 

Dentro de um quadro de obesidade, observa-se um influxo muito grande de ácidos graxos 

para corrente sanguínea e consequentemente depósito destas moléculas em órgãos não 

especializados, levando ao mau funcionamento destes tecidos. Este influxo é causado por um 

aumento do processo lipolítico em adipócitos no tecido adiposo. O processo de lipólise é 

extremamente coordenado e envolve a participação de diversas proteínas, dentre elas estão as 

lipases (HSL e ATGL) e FABP4 (Birnbaum 2003; Tansey et al. 2004a; Bernlohr 2016). Assim, 

a comparação da capacidade lipolítica entre diferentes depósitos de tecido adiposo e 

consequente contribuição para o exacerbado de ácidos graxos circulantes é um ponto importante 

para este estudo.  

Na figura 12A-B encontra-se a análise de HSL e ATGL por Western blot. Não 

observamos diferenças estaticamente significativas entre os três depósitos de tecido adiposo 

abdominal (SC, PP e VC) em relação à lipase HSL. Entretanto, na avaliação de ATGL, 

observamos significativo aumento da expressão desta proteína no tecido adiposo pré-peritoneal. 

Em relação à expressão gênica de FABP4 avaliada por PCR em tempo real (figura 12D) não foi 

possível observar diferença entre os diferentes depósitos, embora note-se uma tendência de 

maior expressão deste gene no tecido adiposo visceral. 
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Figura 12 Comparação do metabolismo lipídico em diferentes depósitos de tecido adiposo humano. Em A, 

amostras de três depósitos de tecido adiposo subcutâneo (SC), pré-peritoneal (PP) e visceral (VC) de paciente 

obeso foram avaliadas através de Western blot para a presença de HSL (n=3). Em B, observa-se Western blot 

representativo de experimento com 4 pacientes para proteína ATGL. Em C, gráficos da análise densitométrica de 

HSL e ATGL, avaliados pelo programa Image J. Em D, gráfico relativo à expressão gênica de FABP4. Os 

resultados foram normalizados pela expressão de β-actina e estão representadas como expressão relativa de 

RNAm. * p< 0,05. 
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4.6 Inflamação em diferentes depósitos de tecido adiposo humano 

PPARγ é essencial para desenvolvimento e manutenção do tecido adiposo (Brun et al. 

1996) e representa uma conexão importante entre o metabolismo lipídico, resistência à insulina 

e o sistema imune (Ahmadian et al. 2013). Tendo em vista a importância desta proteína no 

desenvolvimento e manutenção do tecido adiposo assim como no processo inflamatório e o 

processo inflamatório crônico na obesidade mórbida, fomos investigar se haveria diferenças na 

expressão desta proteína nos diferentes depósitos de tecido adiposo humano. Observamos, por 

Western Blot (figura 13), que há uma variação do padrão da presença de PPARγ tanto entre os 

tecidos quanto entre os pacientes.  

Assim, com o objetivo de avaliar a contribuição de cada WAT para a inflamação crônica 

presente em indivíduos obesos, fomos avaliar a presença de TNF-α em lisado de três depósitos 

de tecido adiposo abdominal. Tanto no ensaio de Western blot quanto no ensaio de Luminex foi 

possível observar uma variabilidade importante no que concerne a presença desta citocina 

classicamente pró-inflamatória. Na figura 14A, estão representados 3 pacientes obesas não-

diabéticas (NDM) e uma paciente diabética (DM). Observa-se que a paciente com diabetes 

apresentou importante expressão de TNF-α em todos os depósitos de tecido adiposo. Esta 

observação está em concordância com o que é descrito na literatura, uma vez que já está bem 

estabelecida a relação direta entre elevados níveis plasmáticos dessa citocina e diabetes mellitus 

tipo II (Miyazaki et al. 2003). Entretanto é possível notar expressão superior desta proteína 

também em uma paciente não-diabética.  

Considerando a possibilidade de que a técnica de Western blot não fosse a mais adequada 

para avaliação de TNF-α neste tipo de amostra, avaliamos por Luminex em lisado de tecido 

adiposo de oito pacientes não diabéticos (figura 14B). Neste ensaio obtivemos a quantificação 

TNF-α em apenas 9 amostras não pareadas, ou seja, não foi possível quantificar esta citocina 

nos três depósitos de tecido adiposo da cada paciente. 
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Figura 13 Avaliação de PPARγ em tecido adiposo. Amostras de três depósitos de tecido adiposo subcutâneo 

(SC), pré-peritoneal (PP) e visceral (VC) de paciente obeso não diabéticos – NDM (n=3) e um paciente obeso 

diabético – DM (n=1) foram avaliadas através de Western blot para a presença de PPARγ. 

Figura 14 Avaliação de TNF-α em tecido adiposo. Amostras de três depósitos de tecido adiposo subcutâneo 

(SC), pré-peritoneal (PP) e visceral (VC) de paciente obeso não diabéticos – NDM (n=3) e diabético – DM (n=1) 

foram avaliadas através de Western blot para a presença de TNF-α (A). Em B observa-se dosagem de TNF-α em 

lisado proteico de tecido adiposo branco, avaliado por técnica de Luminex. Este ensaio foi realizado sem distinção 

entre a presença ou não de diabetes Mellitus. Os resultados são normalizados pelo total de proteínas e 

representados em pg/mg 
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A leptina, uma das principais adipocinas secretadas por adipócitos, exerce múltiplas 

funções regulatórias no organismo, além de ser uma das principais citocinas a fazer a ligação 

direta entre tecido adiposo e sistema imune. Na figura 15A-C, observa-se a comparação entre 

três depósitos de tecido adiposo abdominal de pacientes obesos em relação à leptina e seu 

receptor. Podemos observar que, não há diferença significativa na expressão do receptor de 

leptina (LEPR) quando comparamos todos os pacientes avaliados neste ensaio. No entanto, o 

tecido adiposo pré-peritoneal apresenta como um grupo distinto dos outros tecidos, com maior 

variabilidade entre amostras, alcançando 0,5 vezes maior expressão de mRNA (figura. 15A). 

Em relação ao conteúdo de leptina, o tecido adiposo visceral apresenta menor concentração de 

leptina quando comparado ao tecido subcutâneo e pré-peritoneal (figura 15B). Resultados 

preliminares de cultura de explante de tecido humano indicam que o tecido adiposo subcutâneo 

secreta maior quantidade de leptina quando comparado com os outros depósitos de tecido 

adiposo, mesmo após 72h em cultura (figura 15C). 

A adiponectina é a mais abundante citocina secretada pelo tecido adiposo. Sua produção 

está inversamente associada à expansão do tecido adiposo, sendo comumente observado quadro 

de hipoadiponectnemia em pacientes obesos mórbidos (Trujillo & Scherer 2005). A expressão 

gênica para adiponectina foi semelhante nos três tecidos avaliados (figura 15D). Não obstante 

tenhamos observado maior expressão de adiponectina no depósito visceral na análise do lisado 

proteico por Western blot (figura 15E). O tecido subcutâneo apresentou uma variação 

importante entre as diferentes amostras e essa variação foi independente da presença de 

resistência à insulina (RI). Quando observamos o resultado do tecido pré-peritoneal verificamos 

que este tecido apresentou consistentemente uma menor quantidade de adiponectina do que o 

omento. O conteúdo de adiponectina pode variar no tecido de acordo com a taxa que este tecido 

está secretando por isso realizamos um experimento de cultura de explante do tecido ex-vivo. 

Ao avaliarmos a secreção de adiponectina em cultura de explante de tecido adiposo, não 

observamos efeito tão pronunciado entre as diferentes amostras quanto o que foi visto em 

relação à leptina. Ao avaliarmos a secreção de adiponectina em cultura de explante de tecido 

adiposo, observamos que não há diferença muito expressiva o que contrasta com o resultado o 

que foi visto em relação à leptina. Ainda assim podemos ressaltar que o tecido subcutâneo, além 

de apresentar uma significativa capacidade de secreção de leptina, mantém capacidade de 

secreção de adiponectina. 

  



 

65 

 

 

Figura 15 Avaliação de leptina e adiponectina em tecido adiposo abdominal. A expressão gênica do receptor 

de leptina – LEPR (A) e ADIPOQ (D) e do foram analisadas em pacientes obesos não diabéticos (n=5). Os 

resultados foram normalizados pela expressão de β-actina e estão representadas como expressão relativa de 

RNAm. Em E, tecido adiposo subcutâneo (SC), pré-peritoneal (PP) e visceral (VC) de paciente obeso não 

diabéticos (NDM, n=2) e resistente à insulina (RI, n=2) foram avaliadas através de Western blot para a presença 

de adiponectina. Em F, observamos gráfico da análise densitométrica de adiponectina, avaliados pelo programa 

Image J (NDM, n=7 e RI, n=2). Em C e G, sobrenadantes da cultura de 24h e 72h de explante de tecido adiposo: 

subcutâneo (SC), pré-peritoneal (PP) e visceral (VC) foram avaliadas por Luminex para análise de adipocinas 

(n=1). Amostras de três depósitos de tecido adiposo foram avaliadas por ensaio imunoenzimático (ELISA) para 

análise de leptina (SC, PP e VC - n=13, 17 e 17, respectivamente). * para p< 0,05. 
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O quadro de inflamação crônica observado na obesidade está associado ao aumento do 

infiltrado de leucócitos. Macrófagos são o tipo de célula imune majoritária neste tecido e 

parecem exercer papel importante na disfunção do tecido adiposo e no desenvolvimento de 

resistência à insulina (Kanda et al. 2006; Suganami & Ogawa 2010). 

 Na figura 16 analisamos a presença de MCP-1/CCL2 e GM-CSF, importantes 

mediadores inflamatórios para recrutamento de macrófagos e sua maturação. Na avaliação do 

conteúdo de MCP-1/CCL2 no lisado proteico de tecido adiposo, o tecido visceral apresentou 

menor concentração de MCP-1/CCL2 quando comparado aos outros dois depósitos (figura 

16A). Entretanto, resultados preliminares obtidos na avaliação do sobrenadante de cultura de 

explante de tecido adiposo mostram o tecido adiposo visceral secretando maior quantidade 

desta quimiocina (figura 16B). Observamos que o tecido adiposo subcutâneo também possui 

maior quantidade da citocina GM-CSF quando comparado ao tecido pré-peritoneal e visceral 

(figura 16C). Embora tenhamos observado diferenças em relação à MCP-1/CCL2 e GM-CSF 

entre os diferentes depósitos de tecido adiposo humano, ao compararmos o conteúdo de 

monócitos através de CD14, não observamos diferença na expressão desta proteína entre as 

amostras de tecido adiposo abdominal de pacientes obesos mórbidos (figura 16D). 

A modulação da inflamação presente no obeso mórbido envolve a participação de 

diversos mediadores inflamatórios. Citocinas tais como IL-6 e IL-10 apresentam níveis 

alterados no indivíduo com obesidade mórbida (Jonas et al. 2015). Tendo em vista os resultados 

surpreendentes da análise de citocinas plasmáticas dos pacientes incluídos neste estudo e as 

diferenças observadas em relação à adipocinas tais como leptina, adiponectina e MCP-1/CCL2, 

fomos investigar se o conteúdo de outros mediadores inflamatórios se correlacionava com o 

perfil plasmático destes pacientes e se havia contribuição discrepante entre os tecidos adiposos 

abdominais. 

Para IL-6, IFN-α2, IL-8, IL-10 e IL1-Ra, os três depósitos de tecido adiposo abdominal 

mostraram níveis semelhantes (figura 17A, D, F e G). Já em relação à IFN-γ, tanto o tecido pré-

peritoneal quanto o visceral mostraram menor concentração desta citocina quando comparados 

ao tecido subcutâneo (figura 17 C).  
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Figura 16 Comparação de MCP-1/CCL2 e GM-CSF em tecido adiposo branco. (A)Amostras de três depósitos 

de tecido adiposo foram avaliadas por ensaio imunoenzimático (ELISA) para análise de MCP-1/CCL2 (n=20). 

Em B, análise de sobrenadantes da cultura de 24h e 72h de explante de tecido adiposo avaliados por Luminex 

para análise de MCP-1/CCL2 (n=1). Em C, amostras de três depósitos de tecido adiposo foram avaliadas por 

ensaio de Luminex (n=20). Em D, tecido adiposo subcutâneo (SC), pré-peritoneal (PP) e visceral (VC) de paciente 

obeso não diabéticos (NDM, n=3) e diabético (DM, n=1) foram avaliadas através de Western blot para a presença 

de CD14. * para p< 0,05. 
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Figura 17 Análise de lisado proteico de três diferentes depósitos de tecido adiposo branco. Amostras de três 

depósitos de tecido adiposo foram avaliadas por ensaio imunoenzimático (ELISA) para análise de IL-6 e IL-10 

(A e F, respectivamente) e Luminex para IL-8, IFN-γ, IFNα2, IL1-Ra (n=8) (C, D, E e G). Em B, análise de 

sobrenadantes da cultura de 24h e 72h de explante de tecido adiposo avaliados por Luminex para análise de IL-6 

(n=1) 
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 Parte II  

4.7 Caracterização do modelo de obesidade experimental induzida por 

dieta. 

Existem vários modelos experimentais para o estudo da obesidade, variando entre 

modelos por alterações genéticas, obesidade induzida por diferentes dietas, indução de 

obesidade farmacológica e cirúrgica (Lutz & Woods 2012) . 

Os modelos de camundongos com alterações genéticas são bastante úteis e largamente 

utilizados, no entanto, diferem significativamente da obesidade em humanos. Assim neste 

trabalho optamos por utilizar modelo de obesidade induzida por dieta com elevado conteúdo de 

lipídios em camundongos C57B/l6 (DIO), que levam a mutações poligênicas mais comumente 

encontrada em humanos com obesidade (Lutz & Woods 2012). 

A primeira etapa desta sequência de resultados é a caracterização e avaliação das 

alterações fenotípicas esperadas após indução de obesidade nos camundongos submetidos à 

dieta hiperlipídica. Na figura 18 estão descritos alguns parâmetros para validação do modelo: 

ganho de peso, glicemia, resistência à insulina e lipidemia. Em A, pode-se observar que no 

início da dieta não há diferença de peso entre camundongos dos dois grupos (figura 18A) e que 

com o decorrer do tempo de tratamento, há maior ganho de peso no grupo HFD (p<0,05) quando 

comparado ao grupo que recebeu dieta normolipídica (figura 18B). Não foi observado diferença 

nos níveis séricos de triglicerídeos, colesterol e na glicemia após jejum de quatro horas entre os 

grupos ND e HFD (figura 18E, F e G), entretanto no teste de tolerância à glicose (figura 18E), 

o grupo HFD apresentou pico glicêmico superior ao grupo ND, mantendo nível de glicose alto 

após 30 minutos da ingestão de glicose, caracterizando quadro de intolerância à glicose. O 

gráfico 18C representa a ingesta calórica dos grupos controle e do grupo de camundongos 

alimentados dieta hiperlipídica, no qual se observa uma maior ingestão calórica diária pelo 

grupo DIO. 
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Figura 18 Caracterização do modelo de obesidade induzida por dieta hipercalórica. Foram 

comparados os grupos alimentados com dieta hipercalórica (HFD) versus dieta normolipídica 

(ND) em relação ao peso corporal no dia 01 da dieta (A) e no decorrer da dieta (B) e ingesta 

calórica diária média (C). Dados representativos de experimentos independentes, com n=5 a 15 

por grupo. Em D, observa-se medida glicêmica dos grupos ND e HFD em jejum de 4h. Em E 

observa-se teste de tolerância à glicose comparativo entre os grupos HFD versus ND e em D, 

glicemia após jejum de 4 horas. Em F e G, observa-se dosagem de triglicerídeos e colesterol por 

ensaio colorimétrico. * para p<0,05.  
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4.8 Avaliação do perfil de citocinas em camundongos submetidos à dieta 

hiperlipídica 

A leptina é um hormônio com papel fundamental na regulação do balanço energético, 

atuando no hipotálamo e suprimindo a ingesta. Indivíduos obesos comumente apresentam 

resistência hipotalâmica à leptina, devido ao aumento excessivo dos níveis circulantes desta 

adipocina em consequência da expansão do tecido adiposo. Assim, uma das características 

importantes para validação do modelo de obesidade induzida por dieta hiperlipídica é a 

quantificação dos níveis séricos de leptina. Na figura 19A, observamos que os camundongos 

HFD apresentaram leptinemia superior ao grupo de camundongos controle.  

A correlação dos níveis elevados de MCP-1/CCL2 e obesidade induzida por dieta vem 

sendo reportada em diversos estudos, entretanto, neste estudo não foi possível observar 

diferença nos níveis séricos desta quimiocina quando comparamos camundongos sob dieta 

normolipídica e camundongos que receberam HFD (figura 19B).  

 

 

 

  

Figura 19 Avaliação do perfil inflamatório de camundongos C57B/l6 sob dieta HFD. ND- Grupo controle e 

HFD –grupo de experimental de obesidade. A quantificação das adipocinas foi realizada por ELISA. Gráficos 

representados por mediana e desvio-padrão. Para * p<0,05. 
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4.9 Avaliação da expansão dos diferentes depósitos de tecido adiposo. 

A obesidade é definida pelo aumento exacerbado de tecido adiposo branco. Na figura 20 

A, podemos observar a diferença de tamanho entre o camundongo controle e o camundongo 

que recebeu dieta enriquecida em lipídios. Esta diferença é atribuída ao aumento de tamanho 

dos principais depósitos de tecido adiposo branco do camundongo submetido à dieta high-fat, 

como observado nas imagens B e C, onde estão evidenciados os depósitos de tecido adiposo 

subcutâneo inguinal e o depósito perigonadal/epididimal, respectivamente (figura 20B-C). 

Tal como demonstrado em pacientes obesos neste estudo, os depósitos de tecido adiposo 

branco murino também apresentam diferenças em relação à coloração e tamanho. Na figura 21 

demonstramos o importante aumento de tamanho dos diferentes depósitos de tecido adiposo 

branco subcutâneo e visceral (epididimal, mesentérico e retroperitoneal), após dieta 

hiperlipídica. Pudemos também observar diferenças no tamanho do tecido adiposo dentro de 

um mesmo grupo. Assim, fomos avaliar a hipertrofia dos diferentes depósitos de tecido adiposo 

em camundongos ND e HFD. 

Na figura 22 pode-se observar claramente a diferença do tamanho dos adipócitos entre os 

quatro depósitos de tecido adiposo de camundongo com ingesta de dieta normolipídica (ND). 

Em camundongos sob dieta hiperlipídica (HFD) esta discrepância continua sendo verificada, 

ainda que de forma mais sutil. No grupo ND, os tecidos adiposos subcutâneo e retroperitoneal 

embora possuam variabilidade considerável do tamanho dos adipócitos maduros, em sua grande 

maioria, estas células não estão muito hipertrofiadas. Há também grande presença de células 

adiposas em diferenciação (multiloculares). O tecido mesentérico (VC) apresenta uma maior 

uniformidade de tamanho de adipócito maduro e com matriz extracelular espessa separando 

estas células. O tecido epididimal é o depósito de tecido adiposo que aparenta ter um menor 

número de células em diferenciação e que apresenta adipócitos maiores. 

Em camundongos HFD, ocorre uma hipertrofia importante em todos os quatros tecidos 

adiposos exibidos, além de ser possível observar uma “padronização” no tamanho dos 

adipócitos dentro de um mesmo depósito de tecido adiposo. Com intuito de quantificar estas 

diferenças observadas tanto entre tecidos quanto entre dieta normal versus dieta hiperlipídica, 

foi feita uma análise no programa Image J baseada no número de pixels contados através da 

marcação de membrana celular. A quantificação do tamanho médio da célula adiposa se dá de 

maneira indireta, entendendo-se que quanto maior o número de pixels marcados, menor o 

tamanho do adipócito. Na figura 22B mostramos a quantificação do tamanho médio dessas 

células, no gráfico representadas por área (pixels). 
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Em camundongos ND, o tamanho médio dos adipócitos não variou entre tecido SC e VC. 

Este primeiro, no entanto, dispõe de adipócitos menores quando comparado ao tecido 

retroperitoneal. Como observado na imagem em H&E, o tecido epididimal dispõe de células de 

maior tamanho. No camundongo HFD, todos os depósitos tiveram aumento significativo no 

tamanho de células adiposas e o depósito de tecido epididimal é o que apresentou maior 

hipertrofia em consequência da dieta (figura 22B). 
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Figura 20 Foto representativa de aumento de peso induzido por dieta hipercalórica.  Camundongos 

C57BL/6J machos submetidos à dieta controle (ND) e dieta hipercalórica (HFD). Em B e C, as setas amarelo e 

cinza indicam o tecido adiposo subcutâneo inguinal e epididimal, respectivamente 
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Figura 21 Medidas de peso de diferentes depósitos de tecido adiposo branco. Em A, observa-se diferentes 

depósitos de tecido adiposo branco de camundongos C57BL/6J machos submetidos à dieta controle (ND) e dieta 

hipercalórica (HFD). Imagens obtidas através de câmera fotográfica digital com zoom e tamanho da imagem 

medido através de régua de 30cm.  Em B, C, D e E, encontram-se os pesos de tecido adiposo subcutâneo inguinal, 

epididimal, visceral e retroperitoneal respectivamente. * p< 0,05, teste Mann-Whitney. 
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Figura 22 Avaliação da hipertrofia de tecido adiposo. A) Amostras de tecido adiposo subcutâneo (SC), 

epididimal (EP), visceral (VC) e retroperitoneal (RP) foram coradas com solução de hematoxilina-eosina. As 

imagens foram obtidas em microscopia convencional com mesmo aumento (40x). Todas as modificações de 

tamanho de imagem para montagem da figura foram feitas de forma acoplada. B) Quantificação do tamanho 

médio de adipócitos. Uma sequência de 5 imagens de cada amostra de tecido adiposo subcutâneo (SC), epididimal 

(EP), visceral (VC) e retroperitoneal (RP) de camundongos C57BL/6J sob dieta normal (ND) e dieta hiperlipídica 

(HFD) foi avaliada por programa Image J (NIH) (n=3). O tamanho médio dos adipócitos é expresso inversamente 

ao percentual da área de pixels. 
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4.10 Avaliação da gota lipídica e proteínas relacionadas em tecido adiposo 

branco de camundongo ND x HFD 

Assim como mostrado no primeiro bloco de resultados, a avaliação do tamanho de gota 

lipídica, assim como proteínas relacionadas ao metabolismo lipídico são importantes estratégias 

para avaliar a função do tecido adiposo. Deste modo, avaliar a diferença entre o tamanho dos 

adipócitos entre quatro depósitos de tecido adiposo de camundongo C57BL/6J e entre 

camundongos controle (ND) e o grupo experimental de obesidade (HFD). 

Na figura 23A, nota-se uma distinção bem mais marcante entre o tamanho das gotas 

lipídicas intra e intergrupo, sendo bem mais intensa, neste tipo de análise, a hipertrofia do tecido 

adiposo mesentérico. 

Na figura 23B-C observamos a comparação da expressão de perilipina, importante 

proteína de gota lipídica associada à organização estrutural desta organela e metabolismo 

lipídico e ATGL que é a lipase da etapa limitante do processo de lipólise, respectivamente. Tal 

como em humanos, não há diferença da expressão de perilipina nos diferentes depósitos de 

tecido adiposo avaliados e este perfil se mantém mesmo após indução de obesidade mediada 

por dieta. Entretanto, ao contrário do observado nos tecidos adiposos em humanos, não 

observamos diferenças na expressão de ATGL nos depósitos de tecido adiposo branco do grupo 

controle e o mesmo quadro se mantém nos tecidos adiposos de oriundos de camundongos 

obesos. 
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Figura 23 Avaliação do tamanho de gota lipídica em tecido adiposo murino. A) Fragmentos de tecido adiposo 

de camundongos sob dieta normolipídica (ND) e dieta hiperlipídica (HFD) foram marcados com sonda lipídica 

Bodipy® 493/50 (vermelho) e o núcleo das células marcado com DAPI (verde). As imagens foram capturadas 

por microscopia confocal e 20x de magnificação. Lisados proteicos de tecido adiposo branco subcutâneo (SC), 

epididimal (EP), visceral (VC) e retroperitoneal (RP) de camundongo sob dieta normal (ND) e dieta hiperlipídica 

(HFD) foram submetidos a análise por Western blot para perilipina (imagem representativa de 3 experimentos) 

(B) e ATGL(C). Ponceau S foi utilizado como controle de carregamento. 
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4.11 Inflamação em diferentes depósitos de tecido adiposo branco em 

camundongos ND versus HFD 

 Como descrito anteriormente, PPARγ é um fator de transcrição extremamente importante 

na adipogênese assim como na manutenção da célula adiposa madura, além de ser ponto chave 

na regulação da produção/inibição de diversas citocinas. Na figura 24, verifica-se a diminuição 

do nível de PPARγ1 nos depósitos de tecido adiposo de camundongos HFD. Além deste fato 

curioso, podemos observar que mesmo nos camundongos sob ingesta de dieta normal, ocorre 

variação desta isoforma em relação aos distintos depósitos de tecido adiposo, embora mais 

discreta do que a observada nos camundongos HFD. Em relação à expressão da isoforma 

PPARγ2, não observamos diferenças significativas entre os diferentes depósitos de tecido 

adiposo branco, embora note-se uma maior variabilidade nos tecidos de camundongos obesos.  

O papel do PPARγ na regulação da resposta inflamatória através da supressão de NF-κB 

já é bem descrito na literatura. Através desta via, ocorre diminuição de TNF-α mediada por 

PPARγ. Então, com a finalidade de observar se isso era observado nas amostras de tecido 

adiposo de camundongo high fat diet que têm diminuição desta proteína, realizamos ensaio de 

imunodetecção para TNF-α. Foi possível observar tal fenômeno em apenas um de dois 

experimentos realizados com camundongos ND versus HFD, na análise desta citocina por 

Western blot. A primeira imagem na figura 25 é referente também à imagem da análise de 

PPARγ por Western blot, sendo assim, foi possível verificar esta correlação entre PPARγ e 

TNFα. Porém, de forma interessante, este fenômeno não foi verdade para a amostra de tecido 

adiposo subcutâneo do animal HFD. Na quantificação de TNF-α por ELISA, em outro conjunto 

de amostras, não observamos diferença nos níveis desta citocina quando comparamos os grupos 

ND e HFD. 

Conforme descrito na seção 4.6 deste trabalho, leptina, adiponectina e MCP-1/CCL2 são 

importantes adipocinas secretadas pelo tecido adiposo e que apresentam níveis elevados em 

quadro de obesidade. Na análise destas citocinas em WAT de camundongos ND versus HFD 

(figura 26), não observamos diferenças entre os distintos depósitos gordurosos, entretanto, nota-

se tendência para maior presença de leptina em todos os depósitos de tecido adiposo branco nos 

camundongos HFD, exceto o tecido visceral (figura 26A). O mesmo se observa na análise de 

MCP-1/CCL2, onde os depósitos EP e RP de camundongos obesos parecem apresentar 

tendência para níveis superiores aos depósitos oriundos de camundongos ND (figura 26D).  

A leptina sintetizada por adipócitos sinaliza autocrinamente nestas células através de 

receptores LEPR. Então com o objetivo de avaliar se o aumento excessivo de leptina circulante 

na obesidade, leva também a um prejuízo na sinalização deste hormônio no tecido adiposo, 
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avaliamos em camundongo submetidos à dieta hiperlipídica a expressão desta proteína nos 

quatros depósitos de tecido adiposo em estudo. Resultados preliminares da análise de receptor 

de leptina mostram que ocorre supressão total de LEPR nos tecidos SC, EP e VC, o que não foi 

observado no tecido adiposo retroperitoneal figura (26B). 

  

Figura 24 Comparação da expressão de PPARγ em diferentes depósitos de tecido adiposo. Lisados proteicos 

de tecido adiposo branco subcutâneo (SC), epididimal (EP), visceral (VC) e retroperitoneal (RP) de camundongo 

sob dieta normal (ND) e dieta hiperlipídica (HFD) foram submetidos a análise por Western blot para PPARγ. (A) 

Comparação de PPARγ2 (58kDa) e PPARγ1 (55kDa) em amostras de tecido adiposo de camundongo ND versus 

HFD. Gráficos da análise densitométrica das duas isoformas de PPARγ (B e C). β-actina foi utilizada como 

controle de carregamento de proteínas (n=3). 

 

Figura 25 Comparação da expressão de TNF-α em diferentes depósitos de tecido adiposo. Lisados proteicos 

de tecido adiposo branco subcutâneo (SC), epididimal (EP), visceral (VC) e retroperitoneal (RP) de camundongo 

sob dieta normal (ND) e dieta hiperlipídica (HFD) foram submetidos a análise por Western blot (A) (n=2) e 

ensaio imunoenzimático (B, n=3) para TNF-α. 
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Figura 26 Quantificação de adipocinas em lisado de tecido adiposo. Lisados proteicos de tecido adiposo branco 

subcutâneo (SC), epididimal (EP), visceral (VC) e retroperitoneal (RP) de camundongo sob dieta normal (ND) e 

dieta hiperlipídica (HFD) foram submetidos à análise por ELISA para avaliação de leptina, adiponectina e MCP-

1/CCL2 (A, C e D) (n=3). Em B, observa-se avaliação do receptor de leptina em amostras de tecido adiposo 

branco de camundongos ND versus HFD (n=1). 
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4.12 Comparação da contribuição de adipócitos e da fração estromal 

vascular para o quadro inflamatório crônico presente na obesidade 

A diferença na secreção de leptina entre tecido adiposo subcutâneo e o omento em 

humanos já foi largamente descrita na literatura (Van Harmelen et al. 1998; Gottschling-zeller 

et al. 1999; Tchkonia et al. 2013). Entretanto, a comparação dos diferentes depósitos de tecido 

adiposo branco em camundongos, assim como a avaliação da contribuição de cada fração do 

deste órgão ainda precisa ser mais bem estudada. Para isso, avaliamos a secreção de leptina em 

sobrenadante de cultura de adipócitos maduros primários e sobrenadante de adipócitos 

diferenciados in vitro. Na figura 27A, ao compararmos a secreção de leptina entre os tecidos 

do grupo ND, observamos que o depósito SC difere apenas do tecido VC (p<0,05). Já no grupo 

HFD, ocorre mudança deste perfil, onde o adipócito do tecido EP secreta maior quantidade 

deste hormônio quando comparado ao tecido visceral (p<0,05). Avaliamos também se 

adipócitos de cada depósito de tecido adiposo branco variava na condição de dieta 

normolipídica e high-fat diet. Verificamos que os adipócitos dos depósitos epididimal e 

retroperitoneal apresentam maior secreção de leptina quando o camundongo está sob dieta 

hiperlipídica (p<0,05) (figura 27A).  

Avaliamos também se o mesmo perfil descrito acima se repetia quando pré-adipócitos da 

fração estromal vascular fossem colocados em diferenciação in vitro. Podemos observar no 

gráfico C da figura 27, que não há diferença significativa na secreção deste hormônio em células 

oriundas de diferentes depósitos de tecido adiposo de camundongos submetidos às dietas 

normolipídica ou hiperlipídica. Adipócitos diferenciados in vitro de tecido adiposo SC e RP 

apresentam secreção de adiponectina em níveis semelhantes, enquanto as células derivadas de 

tecido adiposo VC apresentam discreta produção desta adipocina (figura 27D). De maneira 

interessante, adipócitos diferenciados in vitro de tecido adiposo EP de camundongo controle 

não produzem adiponectina em níveis detectáveis no ensaio utilizado (figura 27D).  

No intuito de investigar se a diferença observada no gráfico A era em decorrência da 

quantidade de leptina produzida ou apenas da diferença no processo secretório dos adipócitos, 

avaliamos os lisados proteicos dos adipócitos maduros primários. Na figura 27B, apenas o 

tecido adiposo subcutâneo apresenta uma possível diferença na quantidade de leptina retida nos 

adipócitos (p<0,057). Todas as outras células oriundas de tecido EP, VC e RP não diferem neste 

parâmetro. 

Na avaliação do sobrenadante da fração estromal vascular enriquecida em pré-adipócitos 

os níveis de leptina ficaram abaixo do nível de detecção. 
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O aumento de MCP-1/CCL2 plasmático em consequência de dieta hiperlipídica já foi 

reportado em diversos estudos (Kanda et al. 2006), entretanto a maior parte destes estudos são 

realizados em modelos in vitro de obesidade, com células 3t3-L1(Fasshauer et al. 2004). Desta 

forma, a investigação da contribuição de cada fração do tecido adiposo torna-se essencial para 

o quadro caracterização do quadro inflamatório em relação à esta adipocina.  

Fomos investigar a contribuição de adipócitos maduros primários, fração estromal 

vascular enriquecida em pré-adipócitos e em adipócitos diferenciados in vitro, na secreção de 

MCP-1/CCL2. Na figura 28A, comparamos a secreção de MCP-1/CCL2 entre de adipócitos 

oriundos de depósitos de tecido adiposo de camundongos sob dieta normolipídica, de depósitos 

de tecido adiposo de camundongos HFD e entre os dois grupos. Em adipócitos maduros de 

camundongos ND, observamos que os adipócitos oriundos do tecido adiposo EP secretam 

maior quantidade de MCP-1/CCL2 quando comparados ao tecido visceral. Não observamos 

diferenças no sobrenadante dos adipócitos de camundongos HFD. Na comparação intergrupos, 

adipócitos de tecido adiposo epididimal de camundongos HFD secretam maior quantidade de 

MCP-1/CCL2 em comparação à dieta normolipídica.  

A contribuição da fração estromal vascular enriquecida em pré-adipócitos foi avaliada na 

figura 28C, embora não tenhamos observado diferença entre os depósitos de camundongo ND, 

de camundongos HFD, a fração estromal vascular do tecido adiposo epididimal de 

camundongos sob dieta high-fat apresenta maior secreção de MCP-1/CCL2 do que a FSV do 

tecido epididimal de camundongos ND (p<0,057). 

Na diferenciação de adipócitos in vitro (figura 28B) as células de tecido adiposo 

subcutâneo HFD secretaram maior quantidade de MCP-1/CCL2 quando comparados à células 

do tecido adiposo retroperitoneal HFD (p<0,05). Nenhuma diferença foi observada em relação 

à secreção desta quimiocina entre os dois grupos dieta 

Na avaliação de TNF-α em adipócitos maduros oriundos de tecido adiposo ND e HFD, 

não observamos diferenças estatisticamente significativas entre os grupos e intragrupos. Em 

sobrenadantes de cultura de FSV enriquecida em pré-adipócitos e de adipócitos diferenciados 

in vitro, TNF-α ficou abaixo do nível de detecção do ensaio (figura 29A). Em relação à 

interleucina-6, adipócitos diferenciados in vitro oriundos de tecido adiposo retroperitoneal de 

grupo controle de camundongo C57B/l6 secretam menor quantidade desta citocina quando 

comparado ao SC, EP e VC (figura 29B). 
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Figura 27 Leptina em adipócitos e fração estromal vascular. Sobrenadante de cultura de 24h de adipócitos 

maduros primários - MAD (A), sobrenadantes de cultura de 10 dias de adipócitos diferenciados in vitro (B) e 

lisado proteico de adipócitos maduros primários (C) de tecido de adiposo subcutâneo (SC), epididimal (EP), 

visceral (VC) e retroperitoneal (RP) de camundongos C57B/l6 sob dieta ND x HFD (n=4). Em D, observa-se 

avaliação de adiponectina em cultura de 14 dias de diferenciação in vitro de células derivadas de camundongo 

controle por meio de ELISA (n=1 com triplicata técnica). * para p<0,05. 
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Figura 28 MCP-1/CCL2 em adipócitos e fração estromal vascular. Sobrenadante de cultura de 24h de 

adipócitos maduros primários - MAD (A), sobrenadantes de cultura de 10 dias de adipócitos diferenciados in vitro 

(B) e sobrenadantes de cultura da fração estromal vascular enriquecida em pré-adipócitos (C) de tecido de adiposo 

subcutâneo (SC), epididimal (EP), visceral (VC) e retroperitoneal (RP) de camundongos C57B/l6 sob dieta ND x 

HFD (n=4). * para p<0,05. 
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Figura 29 Citocinas em adipócitos primários e diferenciados in vitro. Sobrenadante de cultura de 24h de 

adipócitos maduros primários – MAD de tecido de adiposo subcutâneo (SC), epididimal (EP), visceral (VC) e 

retroperitoneal (RP) de camundongos C57B/l6 sob dieta ND x HFD (n=4) e sobrenadantes de cultura de 

adipócitos diferenciados in vitro (B) de camundongos ND (n=1). * para p<0,05. 
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4.13 Análise da modulação de macrófagos por adipócitos e pré-adipócitos de 

distintos depósitos de tecido adiposo de camundongos ND versus HFD 

Corpúsculos lipídicos (CL) ou gotas lipídicas são organelas presentes em praticamente 

todo tipo de célula (Murphy 2001). No estado de repouso, estas organelas estão presentes em 

pequeno número em células do sistema imune. Entretanto, diferentes tipos de estímulos e 

patologias levam a um rápido aumento no número e tamanho de corpúsculos lipídicos em 

leucócitos. Assim, o aumento de CL em leucócitos está frequentemente associado a processos 

infecciosos e inflamatórios e consequentemente, à ativação destas células (Bozza et al. 2009). 

No quadro de obesidade, o tecido adiposo branco apresenta um infiltrado leucocitário 

importante e macrófagos constituem a maioria destas células, apresentando majoritariamente 

um perfil inflamatório (Curat et al. 2006; Yu et al. 2006; Prieur et al. 2011). 

Com o intuito de avaliar se haveria diferentes níveis de ativação destas células mediado 

por adipócitos oriundos de diferentes depósitos de tecido adiposo, macrófagos derivados de 

medula óssea foram estimulados com meio condicionado de adipócitos de camundongo 

C57B/l6 sob dieta normolipídica. Na figura 30A, observamos aumento de corpúsculos lipídicos 

marcados com Oil Red O em macrófagos estimulados com meio condicionado de adipócitos 

isolados do tecido adiposo visceral quando comparados ao estímulo com MAD de tecido 

subcutâneo e epididimal, embora este aumento não tenha sido significativo após a quantificação 

de pixels por meio do software Image J (figura 30B).  

Fomos então observar se este padrão se mantinha ao analisarmos a formação de 

corpúsculos lipídicos por meio da expressão da proteína ADRP em macrófagos estimulados 

com MAD de camundongos ND e HFD. Na figura 30C, está representado Western blot para 

proteína ADRP (n=4). Embora haja uma variabilidade importante nos diferentes ensaios, o 

MAD de tecido SC de camundongo ND parece tender à uma maior expressão de ADRP do que 

o MAD de tecido SC de camundongo HFD, assim como em comparação com os outros tecidos.  

A modulação de macrófagos para um perfil mais pró-inflamatório (M1) ou anti-

inflamatório (M2), através dos meios condicionados de adipócitos maduros oriundos de 

diferentes depósitos de tecido adiposo também nos despertou interesse. Assim, fomos investigar 

esta modulação através da expressão de arginase (perfil M2) e iNOS (perfil M1). Na figura 30D 

e 30F, podemos observar que não há diferença da expressão de arginase nos macrófagos 

estimulados com MAD de camundongos ND X HFD. Não foi possível detectar expressão de 

iNOS neste ensaio. Ao estimularmos macrófagos derivados de medula com o meio 

condicionado de adipócitos maduros de diferentes depósitos de tecido adiposo de camundongos 

controle e camundongos sob dieta hiperlipídica, observamos aumento da secreção de MCP-
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1/CCL2 apenas na comparação entre o estímulo com MAD de tecido adiposo epididimal ND e 

HFD (figura 31A). Não observamos diferenças no perfil de secreção de TNF-α de macrófagos 

estimulados com diferentes MAD de camundongos ND e/ou HFD (figura 31B). Na comparação 

entre a modulação de macrófagos pela fração estromal vascular enriquecida de pré-adipócitos 

de diferentes depósitos de tecido adiposo de camundongos controle, pudemos verificar que o 

meio condicionado de FSV de tecido adiposo VC induz uma maior secreção de MCP-1/CCL2 

por macrófagos quando comparados as células dos outros tecidos (figura 31C). 

Em quadro de obesidade, assim como outras citocinas, os níveis de interleucina 6 também 

estão aumentados. Estudos realizados com explante de tecido humano demonstraram que o 

tecido visceral secreta maior quantidade de IL-6 (Fain et al. 2004). Embora adipócitos maduros 

sejam capazes de secretar IL-6, eles não são os únicos tipos celulares no tecido adiposo que 

contribuem para o aumento dos níveis desta citocina no quadro de obesidade. A fração estromal 

vascular do tecido adiposo é constituída por uma variedade de células tais como fibroblastos, 

pré-adipócitos, células tronco-mesenquimais e leucócitos. Na avaliação da modulação de 

macrófagos por meio condicionado de FSV enriquecida em pré-adipócitos, observamos que o 

meio de células derivadas do tecido adiposo epididimal induziu um grande aumento na secreção 

de IL-6 por macrófagos quando comparados ao tecido SC e também quando comparamos com 

os outros depósitos de tecido adiposo viscerais (intraperitoneais) (figura 31D).   
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Figura 30 Formação de corpúsculos lipídicos por meio condicionado de adipócitos. A) Macrófagos estimulados 

com meio condicionado de adipócitos maduros primários de tecido adiposo subcutâneo (SC), epididimal (EP) e 

visceral (VC) de camundongo C57B/l6 ND. CT entende-se por macrófagos que receberam apenas o meio de cultivo 

de adipócitos maduros. Nas imagens, o núcleo foi marcado com DAPI (azul) e os corpúsculos lipídicos (CL) foram 

marcados com Oil Red O (ORO) em vermelho. Em B observa-se quantificação de CL pelo software Image J (n=1, 

com triplicata técnica). Em C e D observa-se Western blot para ADRP e Arginase de cultura de macrófagos de medula 

estimulados com meio condicionado de adipócitos maduros de diferentes depósitos de tecido adiposo de camundongo 

ND x HFD (imagens representativas, n=4). 
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Figura 31 Perfil de secreção de citocinas por macrófagos estimulados com MAD e meio condicionado de FSV. 

Observa-se em A e B a avaliação do sobrenadante da cultura de 24h de macrófagos estimulados com meio 

condicionado de adipócitos maduros oriundos de tecido adiposo subcutâneo (SC), epididimal (EP), visceral (VC) e 

retroperitoneal (RP) de camundongos ND e HFD por meio de ensaio imunoenzimático para MCP-1/CCL2 e TNF-α 

(n=4). Em C e D, estão representados gráficos da análise do sobrenadante da cultura de 24h de macrófagos estimulados 

com meio condicionado da fração estromal vascular (FSV) de tecido adiposo SC, EP, VC e RP de camundongos 

controle (n=1, com triplicata técnica). * para p<0,05. 
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4.14 Avaliação da capacidade adipogênica de pré-adipócitos derivados de 

diferentes depósitos de tecido adiposo em camundongos ND x HFD 

A hipertrofia do tecido adiposo e o processo de disfunção tecidual estão intimamente 

ligados e diretamente relacionados ao desenvolvimento de síndrome metabólica na obesidade.  

Sabe-se que o processo de hipertrofia e hiperplasia de tecido adiposo branco ocorre após 

desafio com dieta high-fat, contribuindo para a expansão deste órgão (Sambasivarao 2013). 

Entretanto este processo não ocorre de maneira semelhante para todos os depósitos de tecido 

adiposo. A maior parte dos estudos em adipogênese estabelece comparações entre o tecido 

adiposo subcutâneo inguinal e tecido adiposo epididimal, este último utilizado como 

representante de tecido adiposo visceral. Porém, no decorrer do desenvolvimento do quadro de 

obesidade há expansão de outros depósitos de tecido adiposo que contribuem também para as 

alterações metabólicas presentes em obesos, conforme exemplificado nos resultados acima.  

Assim, fomos investigar a capacidade adipogênica entre o tecido adiposo subcutâneo e 

três diferentes depósitos de tecido adiposo intraperitoneal (EP, VC e RP) tanto em 

camundongos controle quanto em camundongos com obesidade induzida por dieta 

hiperlipídica.  

Pudemos verificar como demonstrado na figura 32 que as células derivadas de tecido 

adiposo de camundongo sob dieta normolipídica tem maior capacidade adipogênica do que as 

células derivadas de tecido adiposo de camundongos obesos. Na figura 32A, observamos um 

grande acúmulo de gotas lipídicas nas células derivadas de tecido adiposo SC ND quando 

comparados ao tecido adiposo SC HFD, ou comparado com os outros depósitos de tecido 

adiposo. O tecido retroperitoneal apresenta-se em segundo lugar na capacidade adipogênica e 

também foi possível observar diferenças entre camundongos ND x HFD. As células derivadas 

de tecido adiposo EP ND apresentam discreto acúmulo de lipídios, enquanto o mesmo não pode 

ser observado nas células de tecido adiposo EP HFD. Nenhum potencial adipogênico pode ser 

observado nos pré-adipócitos derivados tanto de tecido adiposo de camundongo ND quanto de 

camundongos obesos. Na avaliação da expressão de perilipina, demonstrado na figura 32B, o 

mesmo perfil pode ser observado.  
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Figura 32 Avaliação do potencial adipogênico. Em A, células provenientes de diferentes depósitos de tecido 

adiposo branco – subcutâneo (SC), epididimal (EP), visceral (VC) e retroperitoneal (RP) de camundongos ND e 

HFD foram induzidas à diferenciação adipogênica. Imagens obtidas através de câmera digital com objetiva de 

10x de magnificação em microscópio óptico no 10 dia após indução adipogênica. Em B observa-se Western blot 

para perilipina na cultura de adipócitos diferenciados in vitro. 
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4.15 Quadro de resumo de resultados 

 

Variável Humano Camundongo obeso 

Tamanho do adipócito Igual Maior em EP 

Proteínas de gota lipídica 

Perilipina e PLIN1 mRNA 

igualmente expressos em SC, PP e 

VC. 

Igual em perilipina 

Lipases envolvidas no 

processo de lipólise 

HSL igualmente expressos em SC, 

PP e VC. 

Igualmente expresso em 

todos os WAT 

Maior expressão de ATGL no PP 
Igualmente expresso em 

todos os WAT 

Adipocinas em WAT 

Leptina maior em SC vs. VC 
Leptina igual em todos os 

tecidos 

Adiponectina maior em VC 
Adiponectina igual em 

todos os tecidos 

MCP-1/CCL2 maior em PP vs. VC 
MCP-1/CCL2 igual em 

todos os tecidos 

TNF-α igual em todos os tecidos 
TNF-α igual em todos os 

tecidos 

 

 

Variável Camundongo ND Camundongo HFD 

Peso do tecido (g) SC=EP.>VC > RP SC=EP.>VC = RP 

Tamanho do adipócito 
Menor em SC Maior em EP 

EP=VC=RP SC=VC=RP 

Proteínas de gota 

lipídica Igual em perilipina Igual em perilipina 

Lipases envolvidas no 

processo de lipólise Igual em ATGL Igual em ATGL 

Adipocinas em WAT 

Leptina igual em todos os tecidos 

Maior que ND. 

Leptina igual em todos os 

tecidos 

Adiponectina igual em todos os 

tecidos 

ND = HFD 

Adiponectina igual em todos 

os tecidos 

MCP-1/CCL2 igual em todos os 

tecidos 

Maior que ND. 

MCP-1/CCL2 igual em todos 

os tecidos 

TNF-α igual em todos os tecidos 

ND = HFD 

TNF-α igual em todos os 

tecidos 

 

Tabela 11 Comparação das características de tecido adiposo humano e murino 

Tabela 12 Comparação das características de tecido adiposo de camundongo ND versus HFD 
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Tabela 13 Comparação entre adipócitos e FSV em camundongos ND versus HFD 

 

  

Variável Camundongo ND Camundongo HFD 

 Adipócitos maduros 

  

Maior que ND em EP e 

RP 

Leptina maior em SC vs. VC 

Leptina maior em EP vs. 

VC 

  

Maior que ND em EP e 

RP 

MCP-1/CCL2 maior em EP vs. VC 

MCP-1/CCL2 maior em 

EP vs. VC 

  ND = HFD 

TNF-α igual em todos os tecidos 

TNF-α igual em todos os 

tecidos 

Modulação de Macrófagos 

ADRP Inconclusivo Inconclusivo 

Perfil M1 (iNOS) Sem marcação Sem marcação 

Perfil M2 (arginase 1) Igual em todos os tecidos Igual ao ND 

MCP-1/CCL2 Igual em todos os tecidos Maior em EP (MAD) 

TNF-α Igual em todos os tecidos Igual em todos os tecidos 

      

Adipócitos 

diferenciados in vitro 

Adiponectina igual em todos os 

tecidos 

Maior que ND 

Adiponectina maior em 

RP vs. VC 

Leptina igual em todos os tecidos 

ND = HFD 

Leptina igual em todos os 

tecidos 

MCP-1/CCL2 igual em todos os 

tecidos 

Maior que ND 

MCP-1/CCL2 igual em 

todos os tecidos 

Adipocinas -FSV  

Adiponectina maior em RP   

MCP-1/CCL2 igual em todos os 

tecidos 

ND = HFD 

MCP-1/CCL2 igual em 

todos os tecidos 

IL-6 menor em RP   

Capacidade 

adipogênica SC > RP >EP =VC 

Menor que ND 

SC > RP >EP =VC 
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Obesidade é uma doença com grande impacto no sistema público de saúde. Ainda que o 

número de indivíduos obesos tenha aumentado de maneira preocupante nas últimas décadas, 

pode-se dizer que esta doença ainda tem sido tratada negligentemente. Obesidade é uma doença 

de caráter complexo, com dimensões sociais e psicológicas sérias e que atinge virtualmente 

todas as idades e grupos socioeconômicos, abrangendo países desenvolvidos e em 

desenvolvimento (WHO 2008).  

O crescimento do número de indivíduos obesos deve-se ao aumento da ingesta calórica e 

redução do gasto energético. Este consequente aumento da massa de tecido adiposo tem sido 

correlacionado com o desenvolvimento de diversas outras co-morbidades, principalmente 

diabetes Mellitus tipo II, doenças cardiovasculares e câncer, aumentando o risco de morte 

prematura e maior mortalidade por todas as causas. Esta associação deve-se ao fato de que 

indivíduos obesos comumente apresentam de um quadro moderado de inflamação crônica e que 

esta inflamação leva a um crescente infiltrado de macrófagos e outras células do sistema imune 

no tecido adiposo. Assim como as células do sistema imune, os adipócitos e pré-adipócitos são 

capazes de secretar uma variedade de moléculas pró e anti-inflamatórias que atuam de forma 

parácrina e sistêmica, contribuindo para as alterações clínicas presentes no obeso (Harford et 

al. 2011).  

Entretanto, observa-se que nem todos os indivíduos obesos estão com o risco aumentado 

de desenvolvimento de doenças cardiovasculares (Wildman et al. 2008). Essa observação levou 

ao surgimento do termo “obesidade saudável” ou MHO, do inglês metabolically healthy 

obesity. O termo obesidade saudável descreveria um fenótipo onde o indivíduo obeso não 

apresenta anormalidades metabólicas, como por exemplo resistência à insulina, dislipidemia, 

hipertensão e/ou um perfil inflamatório desfavorável (Phillips 2013). 

Embora a menção a existência de fenótipos metabólicos saudáveis ou não-saudáveis em 

indivíduos obesos tenha sido feita desde da década de 90 (Ruderman et al. 1998), ainda não há 

o estabelecimento de quais critérios levados em consideração para definição do fenótipo MHO. 

Diversos estudos vêm sendo realizados para avaliação do fenótipo MHO, entretanto diferenças 

no desenho do estudo como tamanho da coorte, idade, etnia, assim como a adoção de 

discrepante de critérios de inclusão ou corte (resistência à insulina, pressão sanguínea e 

glicemia, mediadores inflamatórios, cintura pélvica e IMC) tem sido um dificultador na 

comparação entre estes estudos (Phillips 2013).  

A avaliação de mediadores inflamatórios tem despertado interesse no que consta a 

definição de MHO. Marques-Vidal e colaboradores mostraram em recente estudo que pacientes 

obesos com o perfil metabolicamente saudável apresentavam níveis plasmáticos baixos de 
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interleucina-6 e TNF-α, assim como uma diminuição de na dosagem de proteína C reativa 

quando comprados à indivíduos com o perfil metabólico alterado (Marques-Vidal et al. 2012).  

O grupo de pacientes avaliados neste estudo foram selecionados por critérios que 

incluíam IMC acima de 35 (obesidade grau II), não obstante a maior parte dos indivíduos 

possuíam obesidade mórbida (tabela 6). De maneira surpreendente, ao avaliarmos o perfil 

inflamatório destes pacientes, observamos que em relação a mediadores inflamatórios 

comumente descritos na literatura como elevados em indivíduos obesos (TNF-α, IL-6, MCP1, 

PAI-1, resistina, entre outros), pudemos verificar que estes apresentavam níveis iguais ao até 

mesmo inferiores ao grupo controle (figura 9). Embora este perfil inflamatório reduzido, assim 

como o fato de a maior parte dos pacientes estudados não apresentarem resistência à insulina e 

diabetes (tabela 4-1 e figura 9), possa levar a uma inferência para um perfil semelhante à MHO, 

vários fatores devem ser levados em consideração antes da conclusão deste diagnóstico.  

Fatores como genética e determinantes ambientais como dieta e exercício devem ser 

considerados antes do estabelecimento do fenótipo MHO. Grande parte dos estudos de grande 

coorte que reportam o quadro inflamatório na obesidade ocorrem em populações relativamente 

mais homogêneas. Embora, estes estudos tenham trazido avanços impressionantes na 

compreensão das alterações que ocorrem durante o desenvolvimento da obesidade, é possível 

que nem todos os achados possam ser transpostos para a população brasileira, uma vez que a 

nossa herança genética é resultado de um grande processo histórico de miscigenação.  

A população brasileira vem cada vez mais adotando um estilo de vida americanizado, 

principalmente no que concerne à ingestão de fast food, alimentos industrializados com alto 

teor de gordura e açúcar. Todavia, ainda possuímos uma importante diversidade cultural que 

usa a culinária como forma de expressão e possibilita a ingestão de uma variedade de alimentos 

ricos em nutrientes e que podem contribuir para modulação do metabolismo e microbiota, 

direcionando para um perfil menos inflamado (Vigitel 2017)(Cani & Everard 2016; Cândido et 

al. 2017).  

Além dos fatores herança genética, alimentação e prática de exercício, o tempo de 

processamento das amostras de sangue deve ser considerado para a explicação do perfil de 

inflamação sistêmica encontrado nestes pacientes. Não obstante a obtenção do plasma dos 

pacientes obesos tenha sido através do mesmo protocolo realizado para o sangue dos 

voluntários hígidos, o tempo entre a coleta do sangue e o processamento e congelamento do 

plasma variou entre os dois grupos. A coleta de sangue dos indivíduos obesos foi feita durante 

momento cirúrgico, sendo processada somente após o término da cirurgia. Embora as amostras 

de sangue tenham sido armazenadas em gelo, o intervalo de até quase 2,5h pode ter sido 
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suficiente para a degradação de algumas citocinas mais lábeis (por exemplo TNF-α) em 

comparação ao tempo de processamento das amostras do grupo controle, que ocorrem em um 

intervalo de cerca de meia hora. Ademais, alguns fatores comportamentais como consumo de 

tabaco, estresse e distúrbios de sono e/ou o uso de medicamentos podem ter influência direta 

no perfil de citocinas circulantes. No entanto, durante a condução deste estudo, várias destas 

informações estavam inacessíveis ou ausentes.  

Tendo em vista o acima exposto, ainda que tenha sido observado um perfil inflamatório 

reduzido nos indivíduos obesos mórbidos participantes deste estudo, há muitos vieses a se 

considerar antes da afirmação do fenótipo de “obesidade saudável”. 

Embora muito possa ser considerado em relação aos fatores que determinem o perfil 

metabólico do grande obeso, acreditamos que um melhor entendimento das alterações 

moleculares do tecido adiposo em decorrência do desenvolvimento de obesidade seja a melhor 

abordagem para uma maior compreensão da fisiopatologia desta doença, de determinantes para 

o desenvolvimento de perfil metabólico saudável ou não e para o desenvolvimento de terapias 

mais eficientes.  

A obesidade é determinada pelo aumento do tecido adiposo branco em decorrência do 

desbalanço entre a ingesta calórica e gasto de energia. A capacidade do tecido adiposo de sofrer 

alterações morfológicas, expansão e armazenamento de energia na forma de lipídios é uma 

evolução estratégia para garantir a sobrevivência durante períodos de falta de comida (Haczeyni 

et al. 2017). O tecido adiposo é um órgão de composição complexa que constitui-se 

principalmente de adipócitos maduros (uniloculares) e da fração estromal vascular (células 

epiteliais, células tronco-mesenquimais, pré-adipócitos, macrófagos e outras células imunes). 

O tecido adiposo é atualmente considerado o maior órgão endócrino em mamíferos, produzindo 

uma variedade de hormônios, esteroides, citocinas/adipocinas, tornando assim o adipócito 

como um importante determinante para o ambiente metabólico local e sistêmico (O’Connell et 

al. 2010). 

Em 1987 Markan e Barton publicaram um trabalho descrevendo características 

anatômicas das duas camadas de tecido adiposo subcutâneo humano. Neste trabalho eles 

observaram que o WAT subcutâneo superficial possuía uma organização estrutural diferente da 

fração do WAT SC profundo (Markman & Barton 1987). Esta observação implica que 

diferenças na organização tecidual e distribuição anatômica podem ser importantes 

determinantes da função e/ou adaptação do tecido adiposo em resposta a alterações na demanda 

energética. A expansão do tecido adiposo ocorre em dois processos distintos e interligados: 

hipertrofia (aumento do volume celular) e hiperplasia (aumento do número de células). Na 
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presença de excesso de energia, célula adiposas maduros iniciam o processo de hipertrofia, 

aumentando o processo de lipogênese. Se o organismo não entra em equilíbrio energético, a 

hipertrofia é seguida pelo processo de hiperplasia, embora os mecanismos que regem estes 

processos ainda não estejam totalmente esclarecidos. 

A associação da hipertrofia do adipócito e disfunção tecidual vêm sendo reportada em 

diversos estudos, nos quais demonstra-se que o tamanho do adipócito é diretamente relacionado 

ao metabolismo lipídico e glicolítico mediado por insulina, assim como mudança para um perfil 

de citocinas mais pró-inflamatório em adipócitos maiores (Salans & Dougherty 1971; Smith 

1971; McLaughlin et al. 2016).  

Como descrito por Tchoukalova e colaboradores, os diferentes depósitos de tecido 

adiposo variam em relação ao tamanho da célula adiposa e essa variação de tamanho parece 

estar diretamente relacionada às variações metabólicas entre os tecidos. Neste estudo os autores 

verificaram que existiam diferenças entre o tamanho do adipócito de tecido visceral e 

subcutâneo e ainda que este último apresenta também diferenças entre os depósitos gordurosos 

na região abdominal (maior hipertrofia) e tecido adiposo subcutâneo localizado na região 

gluteofemoral, deixando uma associação importante entre a localização anatômica do depósito 

de WAT e a propensão no desenvolvimento de doenças metabólicas em decorrência da 

disfunção tecidual (Tchoukalova et al. 2008). Em outro estudo, O’Connell e colaboradores 

avaliaram o tecido adiposo subcutâneo abdominal e visceral de indivíduos obesos com presença 

ou ausência de desordens metabólicas. Durante este estudo, os autores observaram relação 

direta entre o tamanho do adipócito do omento e os graus de resistência à insulina e de esteatose 

hepática. O tamanho do adipócito oriundo do tecido adiposo subcutâneo também correlacionou-

se com o grau de deposição de gordura no fígado, no qual os adipócitos maiores apresentavam 

maior atividade lipolítica o que poderia contribuir para o maior influxo de ácidos graxos livres 

e deposição ectópica desse lipídios, porém não se observou correlação com os distúrbios 

metabólicos da obesidade (O’Connell et al. 2010; Bremer & Jialal 2013).  

Levando em conta estas observações, a medida do tamanho do adipócito é importante na 

determinação da contribuição dos três depósitos de tecido adiposo abdominal (SC, PP e VC) 

para as alterações metabólicas nos indivíduos obesos considerados neste estudo. Na 

visualização do tamanho do adipócito na imagem de tecido corado em H&E leva-nos a crer que 

o tecido adiposo pré-peritoneal apresenta adipócitos mais hipertrofiados do que os tecidos 

subcutâneo e visceral, entretanto na análise por software Image J nenhuma diferença pode ser 

notada (figura 10B-C). Embora este modo de avaliação seja interessante para avaliar a área 

ocupada por adipócitos, com esta análise específica, não é possível quantificar o tamanho das 
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células adiposas em micrômetros. A avaliação por meio de software foi escolhida para diminuir 

o viés humano na medida manual do tamanho das células, entretanto o método utilizado não 

parece ser o mais adequado para esta análise. Diversos estudos vem sendo conduzidos para 

estabelecer um método eficiente para medida do tamanho do adipócito, no entanto não existe 

um consenso sobre qual método deve ser utilizado (Björnheden et al. 2004; Galarraga et al. 

2012).  

O aumento do tamanho da célula adiposa é proporcional ao aumento da gota lipídica. A 

representação desta organela como um depósito de lipídio intracelular inerte já não existe mais. 

A gota lipídica ou corpúsculo lipídico está envolvida em diversos processos metabólicos e 

regulação de sinalização intracelular, além da proteção dos adipócitos contra lipotoxicidade. 

Estas organelas estão presente virtualmente em quase todas as células e apresentam importante 

papel na resposta à estímulos inflamatórios em leucócitos (Bozza et al. 2009). Diversas 

proteínas associadas a gota lipídica (proteínas da família PAT) são importantes para estrutura, 

função e regulação da gota lipídica. A expressão de ADRP é regulada positivamente na durante 

a o processo de formação de gota lipídica e é induzida quando adipócitos são expostos à 

elevados níveis de ácidos graxos livres. A perilipina, é a mais abundante proteína na gota 

lipídica de adipócitos totalmente diferenciados e exerce importante função no processo de 

lipólise (Leff & Granneman 2010), entretanto a abundância desta proteína não está relacionada 

ao tamanho da célula adiposa, tal como observado na análise do conteúdo proteico e expressão 

gênica nas figura 11 e 23. Estas características das proteínas de gota lipídica explicam os 

resultados obtidos na comparação entre o tamanho de gota lipídica e proteínas relacionadas nos 

diferentes depósitos de tecido adiposo humano e murino (figura 11 e 23).  

Observamos maior expressão de ADRP em tecido adiposo visceral humano do que no 

depósito subcutâneo e pré-peritoneal (figura 11). Tal fato pode ser em decorrência de um 

processo de adipogênese ou ao aumento de CL em células da fração estromal vascular. Ainda 

que o processo de hiperplasia em tecido adiposo ocorra em todos os depósitos de tecido adiposo 

branco, Drolet e colaboradores demonstraram que o processo de hiperplasia é maior no tecido 

subcutâneo (Drolet et al. 2008). Deixando a hipótese de incremento de corpúsculos lipídicos 

em células da FSV, principalmente leucócitos, mais plausível. Macrófagos são o tipo 

majoritário de células imunes em tecido adiposo branco. Estas células apresentam um aumento 

do número de CL quando em presença de estímulos infecciosos ou inflamatórios, como no 

quadro de obesidade (Prieur et al. 2011; Boutens & Stienstra 2016). O aumento de infiltrado 

leucocitário em tecido adiposo de obesos já foi mostrado em diversos estudos (Kranendonk et 

al. 2015). Em um estudo recente feito pelo nosso grupo demonstramos que o tecido adiposo 

visceral (omento) continha um maior número de macrófagos quando comparados ao tecido 
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subcutâneo e ao tecido pré-peritoneal (Silva et al. 2017). Desta forma, acreditamos que o maior 

conteúdo de ADRP observado neste ensaio seja resultado desta observação.  

O aumento o volume abdominal está relacionado com o desenvolvimento doenças 

cardiovasculares e diabetes Mellitus tipo II. Como já descrito anteriormente, o aumento da 

circunferência pélvica é resultado da expansão de distintos depósitos de tecido adiposo, sendo 

três destes depósitos levados em consideração neste estudo: o tecido adiposo subcutâneo, pré-

peritoneal e visceral (omento). Triacilgliceróis (TAG) são a forma mais eficiente de 

armazenamento de energia do organismo, localizados dentro de gotas lipídicas em adipócitos. 

A mobilização de ácidos graxos da gota lipídica e sua consequente liberação (lipólise) é um 

processo extremamente regulado, com participação coordenada entre as proteínas estruturais 

de gota lipídica e enzimas responsáveis pela hidrólise dos TAG. Dentre essas enzimas, a 

proteína HSL ( hormone sensitive lipase) e a desnutrina (ATGL, adipocyte triglyceride lipase) 

participam da etapa limitante do processo de lipólise (Birnbaum 2003; Tansey et al. 2004b). 

FABP4 (fatty acid binding protein 4) ou aP2 é outra proteína importante na regulação do 

metabolismo lipídico. Assim como a perilipina, FABP4 se liga à HSL durante a hidrólise de 

triacilgliceróis, facilitando a transporte de ácidos graxos e consequentemente, facilitando o 

processo de lipólise (Jenkins-Kruchten et al. 2003; Bernlohr 2016). 

O aumento do influxo de ácidos graxos livres causado pela intensa atividade lipolítica do 

tecido adiposo branco do grande obesos tem sido associado como uma das causas do 

desenvolvimento de resistência à insulina e acúmulo ectópico de lipídios. Sabe-se que o omento 

apresenta maior capacidade lipolítica induzida por estímulos adrenérgicos comparado ao tecido 

subcutâneo abdominal (Bolinder et al. 1983; Hellmer & Marcus 1992; Hoffstedt et al. 1997), 

ainda, Lönnqvist e colaboradores verificaram que o tecido subcutâneo respondia mais 

efetivamente ao efeito antilipolítico da insulina (Lönnqvist et al. 1997). A capacidade lipolítica 

entre o tecido adiposo subcutâneo e visceral já foi alvo de diversos estudos, entretanto muito 

pouco se sabe a respeito da contribuição do tecido adiposo pré-peritoneal neste quesito. Em um 

estudo não muito convencional, Enevoldsen e colaboradores mediram in vivo a atividade 

lipolítica dos depósitos de tecido abdominais subcutâneo superficial, subcutâneo profundo e 

pré-peritoneal. Neste trabalho foi observado que o tecido SC superficial apresentava atividade 

lipolítica em resposta à estímulo adrenérgico superior aos dois outros depósitos gordurosos 

(Enevoldsen et al. 2001).  

Para comparação do potencial lipolítico entre os diferentes depósitos de tecido adiposo 

abdominal alvos deste trabalho avaliamos a expressão das duas principais lipases do processo 

de lipólise. Na avaliação da proteína HSL, não observamos diferenças entre os tecidos SC, PP 
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e VC (figura 12A). Parte de resultado vai de acordo com o trabalho de Ray e colaboradores, o 

qual demonstrou que não havia diferença no conteúdo de HSL entre os depósitos SC e VC de 

mulheres obesas, embora o tecido SC tenha apresentado maior expressão de mRNA (Ray et al. 

2009). Em relação à ATGL, o tecido adiposo pré-peritoneal apresentou maior expressão desta 

lipase. Este resultado é interessante, uma vez que uma alta taxa de lipólise deste depósito de 

tecido adiposo pode ser importante para aumento do influxo de ácidos graxos livres e aumento 

do processo de lipotoxicidade. Na análise de ATGL em WAT de camundongos controle ou 

submetidos à dieta hiperlipídica não encontramos perfil que se assemelhasse ao observado em 

humanos (figura 23C). De maneira interessante, não encontramos nenhuma referência na 

literatura que mostrasse a comparação entre os depósitos de tecido adiposo branco murino em 

relação à essas duas lipases.  

O PPARγ é altamente expresso no tecido adiposo e possui papel fundamental na adipogênese, 

na sensibilização à insulina, metabolismo lipídico e inflamação. Mais especificamente, as isoformas 

PPARγ2 e PPARγ1 são altamente expressas em adipócitos e macrófagos, respectivamente. Embora 

PPAR seja expresso tanto no tecido adiposo subcutâneo quanto no visceral, sua atividade é tecido-

específica. Em humanos, no depósito de WAT subcutâneo, a ativação de PPARγ leva ao 

recrutamento e diferenciação de novos adipócitos e aumento da capacidade anabólica através do 

aumento da captura de ácidos graxos e enzimas envolvidas na lipogênese. Em contraste, a ativação 

de PPARγ leva à diminuição do tamanho do adipócito no tecido visceral por indução de β-oxidação 

e lipólise através de PGC-1 e não por aumento de novas células adiposas (Leff & Granneman 2010).  

Embora as duas isoformas de PPARγ presentes no tecido adiposo exerçam funções 

similares, a isoforma PPARγ2 é a mais potente indutora da diferenciação adipogênica. Estudos 

conduzidos em in vitro em células 3T3-L1 demonstraram que a expressão ectópica de PPARγ2, 

mas não PPARγ1, era capaz de restaurar a capacidade adipogênica (Ren et al. 2002). Assim, 

embora as duas isoformas sejam capazes de induzir adipogênese, PPARγ2 é a mais potente. 

PPARγ, além de ser indispensável para a adipogênese, desempenha importante papel na captura 

de ácidos graxos livre e no armazenamento de TAG em tecido adiposo (Christodoulides & 

Vidal-Puig 2010). Medina-Gómez e colaboradores, demonstraram que a deleção de PPARγ2 

em camundongos Ob/Ob levava à diminuição do tecido adiposo, ao desenvolvimento de severa 

resistência à insulina e dislipidemia, evidenciando a importância de PPARγ no metabolismo 

lipídica e na prevenção contra lipotoxicidade (Medina-Gomez et al. 2007).  

A comparação da expressão de PPARγ em tecido adiposo humano tem sido controversa. 

Vidal-Puig e colabores observaram aumento da expressão gênica de PPARγ no tecido adiposo 

subcutâneo de mulheres obesas quando comparadas à mulheres com IMC dentro da 

normalidade (Vidal-Puig et al. 1997). Em outro estudo, Yanase e colaboradores observaram 
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que a isoforma PPARγ1 era predominantemente mais expressa que a isoforma PPARγ2 em 

tecido adiposo subcutâneo e visceral de indivíduos obesos (Yanase et al. 1997). Em nosso 

estudo, na avaliação de PPARγ em diferentes depósitos de tecido adiposo humano, observamos 

uma grande variação do conteúdo desta proteína, independente do IMC e idade (figura 14). 

Embora nesta análise os tecidos PP e VC do paciente com diabetes parecem expressar uma 

maior quantidade de PPARγ, acreditamos que outros fatores, tais como citocinas (discutido 

adiante) assim como variabilidade genética, possam estar envolvidos na alteração do perfil 

desta proteína. No entanto, no modelo experimental de obesidade, isento das variações 

genéticas e de idade observamos um padrão de expressão de PPARγ nos diferentes depósitos 

de tecido adiposo branco (figura 24).  

Ao avaliarmos PPARγ nos tecidos subcutâneos, epididimal, visceral e retroperitoneal de 

camundongos C57BL/6J sob dieta normal e hiperlipídica, não observamos importante variação 

na isoforma PPARγ2 nem entre tecidos adiposos pareados de um mesmo grupo nem intergrupos 

(figura 24). Esses resultados vão de encontro ao observado no trabalho de Vidal-Puig que 

observou apenas modesta alteração na expressão gênica de PPARγ2 em camundongos expostos 

à dieta hiperlipídica (Vidal-Puig et al. 1996).  

O PPARγ também possui importante papel na alteração da secreção de adipocinas pelo 

tecido adiposo no quadro de obesidade e resistência à insulina. A ativação de PPAR em 

macrófagos, em particular PPARγ1, inibe a expressão de diversos genes pró—inflamatórios, 

colocando o PPARγ como um regulador negativo da ativação de macrófagos (Sharma & Staels 

2007). A expansão do tecido adiposo induzida por dieta hiperlipídica é acompanhado pelo 

aumento do infiltrado de macrófagos e o estabelecimento de inflamação tecidual (van der 

Heijden et al. 2015). Cortez e colaboradores demonstraram em camundongos, um aumento da 

secreção de TNF-α, IL-6 , IL-1 e NFκB mediado por high fat diet (Cortez et al. 2013). Este 

estudo vai de encontro ao que observamos na figura 25, onde ocorre inibição importante de 

PPARγ1 em todos os depósitos de tecido adiposo dos camundongos obesos (HFD).  

A obesidade é uma condição pró-inflamatória em que adipócitos hipertrofiados, pré-

adipócitos e células imunes contribuem para o aumento dos níveis circulantes de citocinas pró-

inflamatórias. O estabelecimento de um perfil mais ou menos pró-inflamatório vai definir o 

fenótipo do indivíduo obeso, tornando o tecido local chave da definição da inflamação sistêmica 

(Makki et al. 2013). Como demonstrado no primeiro conjunto de resultados desse trabalho, os 

pacientes obesos apresentaram um perfil semelhante ao MHO. Para compreender como este 

quadro foi estabelecido e qual era a contribuição de cada depósito de tecido adiposo abdominal 

para este perfil inflamatório, avaliamos a produção de diversas adipocinas em tecido adiposo 
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subcutâneo, pré-peritoneal e visceral. Na análise da produção de leptina, observamos que o 

depósito visceral produz menor quantidade deste hormônio quando comparado ao WAT SC 

(figura 15B-C). Tal observação já foi descrita na literatura em diversos trabalhos (Van 

Harmelen et al. 1998; Gottschling-zeller et al. 1999). Surpreendentemente, a produção de 

leptina pelo tecido adiposo pré-peritoneal não difere do tecido subcutâneo, colocando o WAT 

pré-peritoneal como um segundo depósito de tecido adiposo importante para o quadro de 

hiperleptinemia e resistência hipotalâmica à leptina presente no grande obeso. Além da ação 

central da leptina na inibição da ingesta, esta adipocina atua modulando o sistema imune, 

através da ativação de monócitos e neutrófilos, promoção da resposta de linfócito T, age como 

quimioatraente para macrófagos e indução a produção de mediadores pró-inflamatórios tais 

como TNF-α, IL-6, LTB4, IL-1 e IFNγ (Maya-Monteiro & Bozza 2008).  

A adiponectina é outra adipocina importante na regulação da sensibilidade à insulina e 

modulação do sistema imune. Além de induzir a diferenciação de adipócitos ao ativar fatores 

adipogênico tais como C/EBPα, PPARγ e SREBP-1, esta adipocina tem caráter anti-

inflamatório , antagonizando a ação de TNF-α e induzindo a secreção de IL-10 e IL-1Ra em 

leucócitos (Wolf et al. 2004; Whitehead et al. 2006). Ainda existe controvérsia em relação à 

expressão de adiponectina nos depósitos de tecido adiposo humano na obesidade. Fisher e 

colaboradores demonstrou que o depósito subcutâneo abdominal e gluteofemoral apresentava 

maior expressão de mRNA desta adipocina quando comparado ao omento (Fisher et al. 2002). 

Em um outro estudo, Degawa-Yamauchi e colaboradores observaram uma correlação negativa 

entre o IMC e a expressão de adiponectina em WAT subcutâneo, entretanto nenhuma correlação 

entre adiponectina mRNA e IMC foi observado no omento (Degawa-Yamauchi et al. 2005). 

Em contraste, Motoshima e colaboradores demonstraram que adipócitos isolados de tecido 

adiposo visceral (omento) de pacientes obesos secretava maior quantidade de adiponectina 

quando comparado aos adipócitos oriundos do tecido adiposo subcutâneo (Motoshima et al. 

2002). Este último estudo está em concordância com o que observamos ao comparar o conteúdo 

de adiponectina em WAT subcutâneo, pré-peritoneal e visceral de pacientes obesos, no qual o 

tecido visceral apresentou maior expressão desta proteína (figura 15E-F). 

MCP ou monocyte chemoattractant protein-1 é uma proteína chave na regulação e 

migração de monócitos/macrófagos. Desde a descoberta que indivíduos obesos apresentam 

níveis plasmáticos elevados de MCP-1/CCL2 e o aumento expressivo de trabalhos mostrando 

que o quadro de obesidade resultava em aumento do infiltrado leucocitário no tecido adiposo, 

esta proteína tem despertado interesse na comunidade científica (Panee 2013). O recrutamento 

exacerbado de macrófagos para o tecido adiposo com participação importante de MCP-1/CCL2 

e GM-CSF, especialmente no omento já foi reportado em diversos estudos (Harman-Boehm et 
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al. 2007; Huber et al. 2008). Essa mesma observação foi vista vários modelos de obesidade 

(induzida por dieta, em camundongos ob/ob e/ou db/db e adipócitos diferenciados in vitro) 

(Fasshauer et al. 2004; Chen et al. 2005; Kanda et al. 2006). Todavia, ao avaliarmos o conteúdo 

de MCP-1/CCL2 nos depósitos abdominais de tecido adiposo humano, verificamos que o WAT 

VC apresentava menor quantidade desta proteína, quando comparado aos depósitos SC e PP 

(figura 16A). O papel de GM-CSF na inflamação do tecido adiposo foi demonstrado em dois 

estudos nos quais camundongos Csf2-/- foram submetidos à dieta hiperlipídica (Kim et al. 2008; 

Pamir et al. 2015). Embora, em relação à esta citocina também importante para ativação e 

migração de macrófagos, o tecido adiposo SC apresentou maiores níveis de GM-CSF do que o 

tecido PP e visceral (figura 16C). Curiosamente, na análise do conteúdo de monócitos através 

de CD14, não observamos diferença entre os três tecidos (figura 16D).  

Apesar de macrófagos constituírem a população de leucócitos mais abundante no tecido 

adiposo, com o advento da obesidade ocorre numeroso aumento de outras células imunes neste 

local, tais como neutrófilos, linfócitos, células dendríticas e células NK. Estas células também 

contribuem para o aumento de diversos mediadores pró-inflamatórios (Ferrante 2013). 

Interleucina-6 e TNF-α são as citocinas mais amplamente estudadas na obesidade. Dados na 

literatura mostram que estas duas citocinas, em indivíduos, são secretadas em maior quantidade 

no tecido adiposo visceral (omento) do que no WAT subcutâneo (Fried et al. 1998; Fain et al. 

2004; Trujillo et al. 2004; Good et al. 2006; Cao et al. 2008). Além destas duas adipocinas, Il-

1β, IL-1Ra, IL-10, IFN-γ vêm sendo reportadas como importantes na inflamação local e 

sistêmica no quadro de obesidade (Wolf et al. 2004; Juge-Aubry et al. 2005; O’Rourke et al. 

2009; Cortez et al. 2013). A relação de gordura abdominal, inflamação e desenvolvimento de 

diabetes e doenças cardiovasculares na obesidade tem sido comumente associadas à 

predominância de gordura visceral, entretanto, na comparação entre os depósitos de tecido 

adiposo que contribuem para o volume abdominal não observamos diferença na produção de 

TNF-α (figura 14), IL-6, INFα, IL-10 e IL-1Ra (figura 17A, D, F e G, respectivamente). Outro 

resultado surpreendente foi o nível elevado da produção de IFN-γ pelo tecido adiposo 

subcutâneo quando comparado aos WAT PP e VC (figura 17C). Este resultado vai de encontro 

ao que foi relatado na literatura, onde o omento possuía maior número de células NK e era o 

maior responsável pela produção de IFN-γ no quadro de obesidade (O’Rourke et al. 2009; 

Wentworth et al. 2017).  

Ainda que as células imunes presentes no tecido adiposo sejam as maiores produtoras 

destas citocinas, sabe-se que adipócitos e células não-imunes da fração estromal vascular são 

capazes de secretar estes mediadores inflamatórios e que podem contribuir para a modulação 

do quadro inflamatório na obesidade. Em recente estudo nosso grupo mostrou que células 
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tronco-mesenquimais dos depósitos de tecido abdominal aqui estudado, eram capazes de 

secretar diversas adipocinas e que este perfil variava entre os diferentes depósitos gordurosos. 

Observamos que as células tronco-mesenquimais do tecido adiposo visceral apresentam um 

perfil mais pró-inflamatório do que as células tronco-mesenquimais de tecido SC e PP. Além 

disso, vimos que adipócitos diferenciados in vitro do tecido adiposo pré-peritoneal secretam 

menos citocinas pró-inflamatórias e mais adiponectina do que as células derivadas do omento 

e subcutâneo (Silva et al. 2017). Entretanto, nada foi explorado em relação à contribuição das 

células adiposas maduras.  

O uso de modelos experimentais de obesidade tem sido uma ferramenta bastante útil para 

ajudar a compreender as alterações do tecido adiposo no quadro de obesidade, além de superar 

as limitações técnicas envolvidas no estudo em humanos. Parte dos resultados obtidos na 

avaliação de camundongos obesos já foi discutido anteriormente, sendo assim, abordaremos 

adiante a caracterização do modelo e o perfil inflamatório dos diferentes depósitos de tecido 

adiposo em camundongos obesos. 

Existem diversos tipos de dietas descritas na literatura para indução de obesidade em 

camundongos: dietas ricas em proteínas, carboidratos, lipídios ou ambos carboidratos e lipídios, 

sendo esta última comumente chamada de western diet. Dependendo do tipo de intervenção 

nutricional, os animais desenvolverão um fenótipo específico (Gajda et al. 2007). Dieta rica em 

carboidratos simples induz obesidade associada a diabetes moderada, enquanto dieta 

hiperlipídica induz acúmulo lipídico no tecido adiposo e resistência hipotalâmica à leptina (Lin 

et al. 2000). No presente estudo optamos por utilizar modelo experimental induzido por dieta 

hiperlipídica, pois este modelo é o que mais se assemelha ao fenótipo observado nos pacientes 

incluídos neste estudo. Após período de dieta os camundongos submetidos à dieta hiperlipídica 

apresentaram aumento de peso substancial em relação ao grupo controle (figura 18A e B). Não 

observamos triglicerídeos e colesterol (figura 18F e G), estes dois últimos possivelmente pelo 

n amostral avaliado. Apesar de não ter sido observada alteração na glicemia após jejum de 4h, 

no teste de tolerância à glicose os camundongos HFD apresentam quadro semelhante ao de 

resistência à insulina (figura 18E). 

Embora diversos estudos utilizando modelo de obesidade induzida por dieta tenham 

retratado aumento plasmático de leptina (Lin et al. 2000; Sáinz et al. 2015) e MCP-1/CCL2 

(Chen et al. 2005), neste trabalho observamos apenas o quadro de hiperleptinemia (figura 19A) 

em consequência da expansão do tecido adiposo branco (figura 20 e 21). 

Em estudo bastante elegante Sackmann-Sala e colaboradores avaliaram o peso e tamanho 

de adipócitos dos diferentes depósitos de tecido adiposo branco de camundongos C57BL/6J, 
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no qual o tecido adiposo EP apresentava maior peso e maior tamanho do adipócito quando 

comparado aos outros depósitos de tecido gorduroso (Sackmann-Sala et al. 2008). Nossos 

dados mostraram resultados ligeiramente diferentes. Observamos em camundongos ND não 

apresentavam diferenças no peso dos depósitos SC e EP, enquanto os outros depósitos viscerais 

(mesentérico e retroperitoneal) tem menor peso. No entanto, em relação ao tamanho dos 

adipócitos, o tecido epididimal apresenta adipócitos mais hipertrofiados do que os depósitos 

SC, VC e RP. O tamanho dos adipócitos do WAT SC é semelhante ao VC e menor do que o 

tecido RP (figura 22). Quando estes animais são submetidos à dieta hiperlipídica observamos 

mudança no padrão de peso dos tecidos e tamanho dos adipócitos. O tecido adiposo subcutâneo 

é o que apresentou maior crescimento em gramas, apresentando após dieta peso diferente dos 

depósitos VC e RP, entretanto este depósito de tecido adiposo continuou apresentando 

adipócitos de menor tamanho. Isto implica em aumento do tamanho do tecido principalmente 

pelo processo de hiperplasia, o que entra em concordância com dados da literatura, nos quais o 

WAT subcutâneo é o tecido com maior número de células tronco-mesenquimais (Silva et al. 

2017) e com o resultado descrito na figura 32. Embora todos os tecidos tenham apresentado 

aumento importante do tamanho da célula adiposa após dieta hiperlipídica, o tecido adiposo EP 

continua sendo o tecido com adipócitos mais hipertrofiados (figura 22). 

Como já detalhado anteriormente, a hipertrofia do tecido adiposo branco na obesidade é 

acompanhada do aumento da secreção de citocinas neste local. Couillard e colaboradores 

relataram em estudos com tecido adiposo humano que o quadro de hiperleptinemia está mais 

associado à hipertrofia do adipócito do que hiperplasia (Couillard et al. 2000). Obtivemos 

resultados semelhantes na análise de camundongos HFD, onde observamos que adipócitos 

maduros primários oriundos do WAT EP (mais hipertrofiado) apresentaram maior secreção 

desta adipocina (figura 27A). O mesmo foi visto em relação ao depósito RP, que sob dieta 

hiperlipídica também apresentou grande hipertrofia. Não observamos diferenças significativas 

na análise do lisado do tecido adiposo inteiro, possivelmente pelo tamanho da amostra (figura 

26A). Adipócitos primários de tecido adiposo EP secretam também mais MCP-1/CCL2 quando 

comparado as células derivadas dos outros depósitos de WAT (figura 28A). Tal resultado 

confere aos adipócitos EP um caráter mais pró-inflamatório. Surpreendentemente, adipócitos 

diferenciados in vitro derivados do tecido adiposo retroperitoneal apresentaram um perfil mais 

anti-inflamatório uma vez que observamos menor secreção de IL-6 e MCP-1/CCL2 e maior 

secreção de adiponectina nestas células (figuras 29B, 28B e 27D, respectivamente).  

Macrófagos desempenham importante papel na manutenção do tecido adiposo e sua 

ativação em decorrência do quadro de obesidade contribuem para patogênese da resistência à 

insulina induzida por esta doença (Xu et al. 2003). Estas células respondem à estímulos 
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inflamatórios através da secreção de citocinas e formação de corpúsculos lipídicos. Maya-

Monteiro e colaboradores mostraram que adipocina leptina era capaz de ativar macrófagos 

murinos através da ativação de PI3K/mTOR e que este estímulo era capaz de modular a 

formação de corpúsculos lipídicos (Maya-Monteiro et al. 2008). MCP-1/CCL2 é essencial para 

a ativação de macrófagos em processos inflamatórios como aterosclerose e está envolvida na 

biogênese de CL  em macrófagos no quadro de sepse (Melo et al. 2011). Pacheco e 

colaboradores mostraram que o acúmulo de CL enriquecido em ADRP era resultado do 

processo de ativação de CCR2 (receptor de MCP-1/CCL2), via PI3K (Pacheco et al. 2007).  

A cultura macrófagos derivados de medula óssea com meio condicionado de adipócitos 

maduros primários leva à formação de corpúsculo lipídico nestas células (figura 30A e B), 

entretanto, apesar de observarmos maior secreção diferencial de leptina e MCP-1/CCL2 pelos 

adipócitos de WAT EP, não foi possível observar modulação positiva de CL e ADRP em 

macrófagos cultivados com MAD de tecido adiposo epididimal quando comparados à 

macrófagos estimulados com MAD dos outros depósitos de tecido adiposo (figura 30A e C), 

não obstante tenhamos verificado maior secreção de MCP-1/CCL2 pelas células estimuladas 

com MAD EP de camundongo HFD. Da mesma forma, não observamos mudança no perfil 

inflamatório dos macrófagos estimulados com MAD de camundongos ND e HFD avaliado 

através expressão de arginase 1 (figura 30F). 

Nosso grupo demonstrou que as células tronco-mesenquimais derivadas de diferentes 

depósitos de tecido adiposo possuíam perfil inflamatório distinto (Silva et al. 2017). Assim, a 

secreção de mediadores inflamatórios por este grupo de células também é importante na 

modulação do sistema imune e quadro inflamatório crônico presente no tecido adiposo. Vimos 

uma maior secreção de MCP-1/CCL2 em macrófagos estimulados com meio condicionado de 

FSV derivadas do WAT VC, enquanto que os mesmos macrófagos secretaram mais IL-6 pelo 

estímulo de meio condicionado de FSV derivado do tecido adiposo epididimal (figura 31C e 

D).  
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6 CONCLUSÃO  
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➢ Observamos neste estudo que os pacientes avaliados, apesar do alto índice de 

massa corporal, apresentaram quadro semelhante ao de obesidade 

metabolicamente saudável (MHO), levando em consideração o seu perfil 

inflamatório reduzido. 

➢ Em relação ao metabolismo lipídico estudado, os tecidos humanos subcutâneo, 

pré-peritoneal e visceral não apresentaram diferenças importantes. 

➢ Os depósitos de tecido adiposo subcutâneo, pré-peritoneal e visceral não diferem 

em relação ao conteúdo de macrófagos CD14+. Nossos dados mostraram que o 

tecido visceral não apresentou o perfil mais inflamado como normalmente 

descrito na literatura. O tecido adiposo subcutâneo apresentou maior conteúdo de 

diversas citocinas pró-inflamatórias quando comparado ao VC e o tecido adiposo 

PP mostrou significativa contribuição para o aumento plasmático de MCP-

1/CCL2 observado na obesidade. Desta forma, nossos dados nos levam a crer que 

os três depósitos de tecido adiposo abdominal contribuem sinergicamente para o 

estabelecimento do perfil de citocinas séricas e que tais características aqui 

observadas parecem ter sido decisivas para o estabelecimento do quadro MHO 

destes pacientes. 

➢ O tecido subcutâneo murino é o que mais se assemelha ao subcutâneo humano, 

em relação ao potencial adipogênico e tamanho das células adiposas.  

➢ Em relação ao perfil inflamatório dos tecidos adiposos, não observamos o mesmo 

padrão de citocinas quando comparamos os tecidos adiposos dos camundongos 

obesos em relação aos tecidos dos pacientes com obesidade mórbida.  

➢ Este conjunto de dados nos leva a sugerir cautela na interpretação dos dados 

experimentais usando camundongos como modelo de obesidade ao se estabelecer 

uma comparação paralela definitiva com os depósitos de tecido adiposo humano 
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