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RESUMO 

 

MASI, L. N. Sensibilidade periférica à insulina e resposta inflamatória na vigência de 
dietas obesogênicas, suplementação com óleo de peixe e ausência de TLR-4. 2014. 180 f. 
Tese (Doutorado em Fisiologia Humana) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de 
São Paulo, São Paulo, 2014. 
 

O objetivo desse estudo foi investigar a associação da inflamação com a resistência periférica 
à insulina (RI) na vigência de dietas obesogênicas, na suplementação com óleo de peixe (OP) 
e ausência do receptor TLR-4. Os animais C57Bl/6J foram alimentados por quatro semanas 
com dieta balanceada (DB) e em seguida submetidos a oito semanas de DB e leite 
condensado (DB+LC), dieta hiperlipídica (HFD) ou HFD+LC. A suplementação com OP 
iniciou-se na primeira semana e estendeu-se até o final do protocolo experimental (semana 
12) associada à DB ou HFD, em animais C57Bl/6J e TLR-4-/-. Os seguintes parâmetros foram 
analisados: ganho de massa corpórea e peso dos depósitos de gordura, tolerância à glicose e à 
insulina, glicemia e insulinemia basal, índice HOMA-IR, expressão de genes inflamatórios no 
fígado e tecido adiposo (TA) (F4/80, TNF-α, IL-1β, TLR-4, adiponectina e leptina) por RT-
PCR e produção de proteínas inflamatórias no TA, aorta torácica (AT) e gordura perivascular 
(GP) (TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10 VCAM-1, ICAM-1, adiponectina, leptina e resistina) por 
ELISA. As dietas DB+LC e HFD levaram ao aumento: no ganho de massa corpórea (2,3 e 
2,9 vezes, respectivamente), gordura epididimal (1,7 e 2,2 vezes, respectivamente), 
intolerância à glicose (1,8 vezes em ambas), expressão de F4/80 (2,3 e 4,2 vezes, 
respectivamente) e leptina (3,3 e 2,3 vezes, respectivamente) no TA em relação ao DB. A 
dieta HFD causou ainda redução na expressão de adiponectina (46%) no TA e no conteúdo de 
IL-10 (27%) da GP. Em relação à HFD, a dieta HFD+LC provocou: aumento na intolerância 
à glicose (1,3 vezes), no HOMA-IR (4 vezes), nos conteúdos de IL-6, IL-10, TNF-α, IL-1β, 
ICAM-1, VCAM-1 (em cerca de 2 vezes) e leptina (5 vezes) no TA e redução no conteúdo de 
TNF-α (74%) na AT. Comparada à DB+LC, a dieta HF+LC aumentou: ganho de massa 
corpórea (50%), gordura epididimal (1,7 vezes), intolerância à glicose (1,3 vezes), HOMA-IR 
(3,5 vezes), conteúdos de IL-6 (1,5 vezes), IL-10 (1,7 vezes), IL-1β (2 vezes) e leptina (3,3 
vezes) no TA, com aumento na expressão de F4/80 (2,3 vezes) e redução de leptina (38%) no 
TA e nos conteúdos de IL-6 (29%), TNF-α (25%) e IL-10 (34%) na GP. O OP associado à 
DB reduziu a expressão de: F4/80 (28%), TNF-α (44%) e TLR-4 (35,5%) no fígado, os 
conteúdos de VCAM-1 (17%), IL-6 (31%) e IL-10 (39%) na AT e adiponectina (21%) e 
resistina (48%) na GP. O OP reduziu o ganho de massa corpórea induzido pela HFD (23%), a 
gordura epididimal (29 %), HOMA-IR (38%) e aumentou o conteúdo de adiponectina (1,5 
vezes) no TA. A deleção do receptor TLR-4 elevou o ganho de massa corpórea (80%) no 
grupo DB+OP e da gordura mesentérica (36%) no HFD+OP. Assim, o consumo elevado de 
gordura ou açúcar por 8 semanas causou obesidade. A associação entre ambos nutrientes 
potencializou a obesidade e induziu RI e inflamação no TA e GP. A suplementação com OP 
atenuou a inflamação associada à DB e a obesidade e RI na vigência de HFD, sendo esses 
efeitos dependentes do receptor TLR-4.  
 

Palavras-chave: Gordura da Dieta. Carboidrato. Tecidos Insulino-Sensíveis. Obesidade. 
Inflamação. 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

MASI, L. N. Peripheral insulin-sensitivity and inflammation response under obesogenic 
diets, fish oil supplementation and absence of TLR-4. 2014. 180 p. Ph. D. thesis (Human 
Physiology) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2014. 
 

The aim of this study was to investigate the association between inflammation and insulin 
resistance (IR) under obesogenic diets, fish oil supplementation (FO) and in the absence of 
TLR-4. C57Bl/7J mice were fed four weeks with a balanced diet (BD), and then recieved BD 
and condensed milk (BD+CM), high-fat diet (HFD) or high-fat diet and condensed milk 
(HFD+CM). Fish oil supplementation was initiated in the first week and it was maintened 
until to the end of the treatment (week 12), associated with BD or HFD, in C57Bl/6J or TLR-
4-/- mice. The following parameters were measured: body weight gain, adipose tissue depot 
weights, glucose and insulin tolerance, glycemia, insulinemia, HOMA-IR index, mRNA 
expression (by RT-PCR) of F4/80, TNF-α, IL-1β, TLR-4, adiponectin and leptin in the liver 
and adipose tissue, protein contents (by ELISA) of TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10 VCAM-1, 
ICAM-1, adiponectin, leptin and resistin in the adipose tissue, thoracic aorta and perivascular 
fat tissue. The BD+CM and HFD increased: body weight gain (2.3 and 2.9-fold, respectively), 
epididymal fat weight (1.7 and 2.2-fold, respectively), glucose intolerance (1.8-fold), F4/80 
(2.3 and 4.2-fold, respectively) and expression of leptin (3.3 and 2.3-fold, respectively) in 
adipose tissue compared to BD. The HFD decreased the expression of adiponectin (46 %) in 
the adipose tissue and the content of IL-10 (27 %) in the perivascular fat tissue. The 
HFD+CM compared to HFD increased: glucose intolerance (1.3-fold), HOMA-IR (4-fold), 
the contents of IL-6, IL-10, TNF-α, IL-1β, ICAM-1, VCAM-1 (about 2-fold) and leptin (5-
fold) in the adipose tissue and TNF-α (74 %) of thoracic aorta. As compared to BD+CM, 
HFD+CM increased: the body weight gain (50%), epididymal fat (1.7-fold), glucose 
intolerance (1.3-fold), HOMA-IR index (3.5-fold), the contents of IL-6 (1.5-fold), IL-10 (1.7-
fold), IL-1β (2-fold) and leptin (3.3-fold) in adipose tissue, increased F4/80 (2.3-fold) and 
reduced the expression of leptin (3.3-fold) in adipose tissue and the contents of IL-6 (29%), 
TNF-α (25%) and IL-10 (34%) in the perivascular fat tissue. The FO supplementation 
associated with BD reduced liver gene expressions of F4/80 (28%), TNF-α (44%) and TLR-4 
(35.5%), VCAM-1 (17%), IL-6 (31%) and the aorta thoracic content of IL-10 (39%) and 
perivascular fat tissue contents of adiponectin (21%) and resistin (48%). FO supplementation 
reduced body weight gain induced by HFD (23%), epididymal fat (29%), HOMA-IR (38%) 
and increased the content of adiponectin (1.5-fold) in the adipose tissue. TLR-4 deletion 
increased body weight gain (80%) in the BD+OP and mesenteric fat (36%) in the HFD+OP. 
The high consumption of fat or sugar for 8 weeks induced obesity. The association of both 
potentiated this effect leading to IR and inflammation in adipose tissue and perivascular fat. 
FO supplementation attenuated the inflammation when associated with BD and the obesity 
and IR induced by HFD in a TLR-4 dependent-manner. 

 
Keywords: Dietary Fat. Carbohydrate. Insulin-Sensitive Tissues. Obesity. Inflammation.  
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EPA: ácido eicosapentaenoico 

g: grama 

GLUT: transportador de glicose 

GTT: teste de tolerância à glicose 

HAEC: célula endotelial de aorta humana 

HDL: lipoproteína de alta densidade 

HFD: dieta hiperlipídica 

HFD + LC: dieta hiperlipídica e leite condensado ad libitum 

HFD + OP: dieta hiperlipídica e suplementação com óleo de peixe 

HOMA-IR: homeostatic model assessment – insulin resistance 

ICAM-1: molécula de adesão intercelular 1 

IDF: Federação Internacional de Diabetes 

IFN-γ: Interferon γ 



 
 

IRS-1: insulin receptor substrate 1 

ITT: teste de tolerância à insulina 

JNK: c-Jun N-terminal kinase 

Kcal: quilocalorias 

kITT: taxa de desaparecimento da glicose sanguínea 

Kg: quilogramas 

LDL: lipoproteína de baixa densidade 

LPS: lipopolissacarídeo  

MAPK: Mitogen Activated Protein Kinases 

MCP-1: monocyte chemotactic protein 1  

MUFAs: ácidos graxos monoinsaturados 

MyD88: myeloid differentiation primary response protein 

NAFLD: doença hepática não-alcoolica 

NASH: esteatohepatite não-alcoolica 

NF-κB: fator de transcrição nuclear κB 

OMS: Organização Mundial da Saúde 

PAI-1: Plasminogen activator inhibitor type 1 

Pb: pares de bases 

PBS: Tampão fosfato salina 

PECAM-1: Platelet endothelial cell adhesion molecule 

PI3K: fosfoinositideo quinase 3 

PPAR: Peroxisome proliferator-activated receptor 

PUFAs: ácidos graxos poliinsaturados 

RCP: reação em cadeia da polimerase 

RI: Resistência à Insulina 

RNA: ácido ribonucleico 

RT-PCR: rel time - polymerase chain reaction  

TAG: triacilglicerois 

TAM: tecido adiposo marrom   

TAPV: tecido adiposo perivascular 

TCA: ácido tricloroacético 

TGF-β: Transforming growth factor β 

TLR: Toll-like receptors 



 
 

TNF-α: tumor necrosis factor α 

TRAM: translocating chain-associating membrane 

TRIF: TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-β 

VCAM-1: molécula de adesão vascular 1 
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1.1 Epidemiologia da obesidade 

 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), a prevalência global de 

obesidade dobrou entre 1980 e 2008 sendo mais de 10 % dos adultos, com 20 anos ou mais, 

obesos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013). Projeções estimam que em 2030 serão 

mais de 65 milhões de adultos obesos nos Estados Unidos e mais de 11 milhões no Reino 

Unido, causando um aumento de milhões nos casos de diabetes mellitus e doenças 

cardiovasculares (DCV) considerando os dois países (WANG et al., 2011). A obesidade 

aumenta o risco de desenvolver várias condições patológicas tais como: resistência à insulina 

(RI), diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), dislipidemia, hipertensão e doença hepática não-

alcoólica (NAFLD, do inglês non-alcoholic fatty liver disease). A associação de intolerância à 

glicose, hipertensão, dislipidemia e obesidade, principalmente a obesidade abdominal, é 

denominada de síndrome metabólica (ALBERTI; ZIMMET, 1998; BALKAU; CHARLES, 

1999).  

 

1.2 Obesidade e inflamação 

 

As células do sistema imune adaptativo (monócitos, linfócitos e neutrófilos) se infiltram 

em tecidos responsivos à insulina tais como: o tecido adiposo, fígado e músculo esquelético e 

pâncreas e estimulam respostas inflamatórias (TALUKDAR et al., 2012; WINER et al., 2012) 

em roedores induzidos à obesidade (SHAW et al., 2014) e indivíduos obesos com síndrome 

metabólica ou DMT2 (FJELDBORG et al., 2014). A infiltração de células dos sistema imune 

nesses tecidos causa aumento local e sistêmico de moléculas pró-inflamatórias, incluindo 

fator de necrose tumoral-α (TNF-α), interleucina IL-1β, IL-6, interferon-γ (IFN-γ), expressão 

do receptor toll-like-4 (TLR-4), resistina e ácidos graxos livres (MAKKI; FROGUEL; 

WOLOWCZUK, 2013). Essas moléculas podem induzir RI diretamente ativando a via da c-

Jun amino terminal quinase (JNK) e o fator nuclear kappa B (NFκB), induzindo fosforilação 

em serina do receptor de insulina e/ou seus substratos, como o insulin receptor substrate 1 

(IRS-1) (OLEFSKY; GLASS, 2010). Estudos prospectivos demonstraram que a contagem de 

leucócitos (DUNCAN et al., 2003; VOZAROVA et al., 2002), citocinas pró-inflamatórias 

(SPRANGER et al., 2003), quimiocinas (HERDER et al., 2006) e outros marcadores indiretos 

de inflamação tais como fibrinogênio e PAI-1 (do inglês plasminogen activator inhibitor 1) 

(DUNCAN et al., 2003; FESTA et al., 2003) são preditores de DMT2.  
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O tecido adiposo secreta mais de 50 hormônios e moléculas de sinalização, chamadas 

coletivamente de adipocinas, que exercem efeitos de forma autócrina, parácrina ou sistêmica e 

influencia vários processos relacionados ao metabolismo energético e imunidade (OUCHI et 

al., 2011). Hotasmiligil et al. (1995) demonstrararam aumento na produção e expressão de 

TNF-α no tecido adiposo de indivíduos obesos e sua relação com a RI induzida pela 

obesidade. Outros pesquisadores confirmaram a regulação específica de genes inflamatórios e 

aumento de citocinas como IL-1β e IL-6 no tecido adiposo de indivíduos obesos (OUCHI et 

al., 2011). O aumento da sensibilidade sistêmica à insulina induzida por redução da massa 

corpórea foi acompanhado por diminuição na expressão do RNA mensageiro de TNF-α no 

tecido adiposo de mulheres obesas (HOTAMISLIGIL et al., 1995). Assim, a inflamação no 

tecido adiposo é um fator importante no desenvolvimento da síndrome metabólica e DMT2. 

A obesidade induz infiltração de macrófagos no tecido adiposo em camundongos e 

humanos (O’ROURKE et al., 2011; WEISBERG et al., 2003) e aumento no quadro 

inflamatório indicado por produção de citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas (SHURK et 

al., 2007). O recrutamento das células imune para o tecido adiposo correlaciona-se com o 

grau de obesidade, inflamação sistêmica, RI (WEISBERG et al., 2003) e síndrome metabólica 

(ESSER et al., 2013). A perda de peso decorrente de intervenção cirúrgica (CANCELLO et 

al., 2005) ou dieta e exercício (BRUUN et al., 2006) resulta em redução no número de 

macrófagos no tecido adiposo e diminui a expressão de marcadores pró-inflamatórios no 

plasma e tecido adiposo de indivíduos obesos. 

Ao contrário do tecido adiposo, o fígado apresenta macrófagos residentes, denominados 

células Kupffer, que representam mais de 10 % do total. O número de células Kupffer não 

aumenta com a obesidade mas o estado de ativação é alterado (CAI et al., 2005; HUANG et 

al., 2010). A inflamação hepática é importante na progressão da NAFLD. Esta e a RI hepática 

induzidas pela obesidade aumentam a expressão e produção de marcadores inflamatórios, 

incluindo TNF-α, IL-6 e IL-1β (CAI et al., 2005). A ativação do fenótipo anti-inflamatório 

das células Kupffer (denominado subtipo celular M2) melhora a RI e diminui a progressão de 

NAFLD em camundongos (HUANG et al., 2010). Esses dados são sugestivos de que a 

esteatose hepática não-alcoólica induz uma resposta inflamatória aguda no fígado, similar à 

observada no tecido adiposo induzida pelo acúmulo de lipídeos. 

O processo inflamatório também está envolvido na progressão das doenças 

cardiovasculares e aterosclerose ( LIBBY; RIDKER; HANSSON, 2009). Libby et al. (1986) 

demonstraram que as células endoteliais e musculares lisas produzem e respondem às 
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citocinas e mediadores pró-inflamatórios em humanos, provocando um estímulo inicial para o 

recrutamento de células do sistema imune (LIBBY, 2012). 

O tecido adiposo perivascular (TAPV), situado ao redor dos vasos sanguíneos, assim 

como os depósitos de gordura corporal se encontram aumentados em humanos obesos 

(GREENSTEIN et al., 2009; LEHMAN et al., 2010) e em animais submetidos à modelos 

experimentais de obesidade (KETONEN et al., 2010; MA et al., 2010; MARCHESI et al., 

2009). Presume-se que a inflamação induzida pela obesidade e presente no tecido adiposo 

também ocorre no TAPV. Entretanto, a inflamação não está presente no início da obesidade, 

mas desenvolve-se com a patologia de forma ainda não elucidada (SZASZ; BOMFIM; 

WEBB, 2013). O TAPV, ao redor da aorta torácica com placas de ateroma, apresenta 

infiltração de células inflamatórias em relação à aorta de pacientes sem aterosclerose 

diagnosticada (HENRICHOT et al., 2005). A exposição prolongada à dieta hiperlipídica induz 

alterações no TAPV que contribui para a disfunção endotelial. A remoção do TAPV melhora 

a função endotelial após 6 meses da administração de dieta hiperlipídica em ratos 

(KETONEN et al., 2010).  

A inflamação crônica de baixo grau no tecido adiposo, fígado, aorta torácica e gordura 

perivascular induzida por consumo alimentar excessivo (GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011) 

ocorre concomitantemente com mudanças no metabolismo lipídico (SAMUEL; SHULMAN, 

2012) e é a principal causa da resistência à insulina induzida pela obesidade (GREGOR; 

HOTAMISLIGIL, 2011; LUMENG; SALTIEL, 2011). Hotamisligil et al. (1993) 

demonstraram que o tecido adiposo de camundongos obesos apresentam aumento na 

concentração de TNF-α. A inibição da expressão de TNF-α pela técnica de recombinação 

com proteína ligante melhora a sensibilidade à insulina.  

 

1.3 Obesidade e resistência à insulina 

 

A resistência à insulina acompanha a obesidade e distúrbios relacionados como o DMT2 

(BODEN, 1997; LILLIOJA et al., 1993; PETERSEN; SHULMAN, 2006; SILVEIRA et al., 

2008), sendo definida pela diminuição da capacidade dos tecidos em responder à insulina 

(JUNG; CHOI, 2014). Os efeitos metabólicos da insulina são mediados por uma rede de 

sinalização que se inicia quando essa se liga ao seu receptor na membrana celular, levando à 

fosforilação/ativação do IRS-1 e ativando duas vias principais: a via fosfatidilinositol 3-

quinase (PI3K)-AKT/proteína quinase B (PKB) e a via MAPK/ERK. A via PI3K-AKT/PKB 

participa das principais ações metabólicas da insulina. O IRS-1, fosforilado pelo receptor de 
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insulina, ativa a PI3K pela ligação ao domínio SH2. PI3K gera fosfatidilinositol-(3,4,5)-

trisfosfato, um segundo mensageiro lipídico, que ativa fosfatidilinositol-(3,4,5)-trisfosfato-

dependente de serina/treonina quinases, incluindo AKT/PKB. Essa cascata de sinalização 

resulta na translocação do transportador de glicose (GLUT) para a membrana plasmática, 

levando ao aumento da captação de glicose pelos tecidos responsivos à insulina como o tecido 

adiposo, músculo esquelético e fígado (CZECH et al., 2013). A via das MAPK quinases não 

se relacionam com as ações metabólicas da insulina, mas com os estímulos mitogênicos e 

efeitos no crescimento (JUNG; CHOI, 2014). 

A progressão da RI induzida pela obesidade e que leva ao DMT2 não está completamente 

esclarecida mas implica na incapacidade das células β pancreáticas em produzir insulina em 

quantidade suficiente para compensar a resposta diminuída dos tecidos sensíveis à insulina e 

aumentar a captação de glicose (ESSER et al., 2014). Como consequência, ocorre um estado 

de hiperglicemia crônica e diminuição na produção de insulina por morte ou perda de função 

das células β pancreáticas (ESSER et al., 2014). A evolução da RI para o DMT2 passa por 

estágios intermediários com glicemia de jejum aumentada e tolerância à glicose diminuída 

(DIRETRIZES SBD, 2009). A Tabela 1 apresenta os valores de glicemia para diagnóstico de 

DMT2 segundo as diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes (2009). 

 
Tabela 1. Valores de glicose plasmática (em mg/dL) para diagnóstico do diabetes mellitus tipo 2 e estágios pré-
clínicos. 

Categoria Jejum* 2h após 75g de glicose Casual** 

Glicemia normal Menor que 100 Menor que 140 ------ 

Tolerância à glicose 

diminuída 

Maior que 100 e menor que 

126 

Igual ou superior a 140 e 

menor que 200 

------ 

Diabetes mellitus Igual ou superior a 126 Igual ou superior a 200 Igual ou superior a 200 (com 

sintomas clássicos)*** 

*O jejum é definido como a falta de ingestão calórica por no mínimo 8 horas; **Glicemia casual é aquela 
realizada a qualquer hora do dia, sem se observar o intervalo desde a última refeição; ***Os sintomas clássicos de 
DMT2 incluem poliúria, polidipsia e perda de peso sem fator evidente. 

 

De acordo com a Federação Internacional de Diabetes (IDF), em 2011, 336 milhões de 

pessoas no mundo (~ 6,4%) apresentaram diagnóstico de DMT1 ou DMT2 e a projeção é que 

mais de 550 milhões sejam acometidas pela doença em 2030 (WHITING et al., 2011). O 

DMT2 é a forma mais comum da doença, representando cerca de 90 – 95% dos casos 

(PAQUOT et al., 2014). A epidemia de diabetes mellitus resulta do aumento de poder 

econômico da população associado às mudanças no estilo de vida, com redução de atividade 
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física, aumento do consumo de alimentos industrializados e consequente elevação no número 

de pessoas com sobrepeso e obesidade (PALERMO et al., 2014).  

O consumo excessivo de açúcar na dieta foi associado ao desenvolvimento de resistência 

à insulina em crianças de 8 a 10 anos avaliadas durante dois anos pelo estudo de coorte 

Quebec Adiposity and Lifestyle Investigation in Youth (WANG, 2014). Em roedores, o 

aumento na oferta de gordura na dieta (SCHEMMEL; MICKELSEN; GILL, 1970; VINOLO 

et al., 2012; WEST et al., 1992) e a dieta de cafeteria, considerada altamente palatável e 

hipercalórica (SAMPEY et al., 2011), resulta em obesidade e DMT2 sendo esse um modelo 

comumente utilizado para o estudo das consequências patofisiológicas da obesidade. 

 

1.4 Dietas hipercalóricas: gordura versus açúcar  

 

Em estudos com humanos foi demonstrado que a dieta é o fator determinante no 

desenvolvimento da obesidade em relação aqueles que influenciam o peso corpóreo, tais 

como: genético, metabólico, endócrino ou meio ambiente (BILTON, 2013; KAUR, 2014; 

PEREZ-MARTINEZ et al., 2012). As orientações nutricionais recomendam restrição no 

consumo de gordura saturada e sua substituição por carboidratos com o intuito de reduzir o 

risco de doenças cardiovasculares (KRAUSS et al., 2000). Entretanto, a ingestão de 

carboidratos refinados induz DMT2, síndrome metabólica e doenças cardiovasculares (DCV) 

(GIBSON et al., 2013; HAVEL, 2010; HELLERSTEIN, 2002; PARKS; HELLERSTEIN, 

2000; STANHOPE; TAPPY et al., 2010;). O American Heart Association recomenda que o 

consumo energético diário de gordura deve ser menor que 35 %, carboidratos entre 50% e 

60%, proteínas em cerca de 15% e a ingestão calórica de açúcar limitada em 140 kcal/dia para 

os homens e de 100 kcal/dia para as mulheres (JEOR et al., 2001; JOHNSON et al., 2009; 

LICHTENSTEIN et al., 2006).  

O aumento no consumo de carboidratos refinados com diminuição de fibras na dieta foi 

relacionado com a ocorrência de DMT2 nos Estados Unidos no século 20 (GROSS et al., 

2004). A substituição de gordura saturada por carboidratos refinados (como exemplo o amido 

de milho) na dieta apresenta pouco efeito sobre os lipídeos séricos (LAWRENCE, 2014). A 

substituição da gordura da dieta por carboidratos sem alteração na composição de ácidos 

graxos causa aumento nas concentrações de triglicerídeos séricos sem diferenças no LDL- e 

HDL-colesterol em homens saudáveis (NELSON; SCHMIDT; KELLEY, 1995).  

Os regimes alimentares podem ser divididos em low-fat high-carbo (pouca gordura e 

muito carboidrato) (< 30% do consumo total de energia em gordura) e high-fat low-carbo 
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(muita gordura e pouco carboidrato) (> 30% do consumo total de energia em gordura) 

(ASTRUP et al., 2000; GRADNER et al., 2007; POPPITT et al., 2002; SHAI et al., 2008; 

TUOMILEHTO et al., 2001). Segundo uma meta-análise baseada em 32 estudos com 

humanos (de 1992 à 2010), a dieta low-fat high-carbo causa redução no colesterol total e 

LDL-colesterol enquanto que a dieta high-fat low-carbo aumenta o HDL-colesterol e reduz as 

concentrações de triacilgliceróis no plasma (SCHWINGSHACKL; HOFFMANN, 2013). Em 

outra meta-análise realizada com ensaios clínicos randomizados (de 1980 à 2005) foi 

demonstrado que ambas as dietas, high-fat low-carbo e low-fat high-carbo, sem diferença 

energética, são igualmente efetivas na redução do peso corpóreo em indivíduos com índice de 

massa corporal acima de 25 kg/m2 (NORDMANN et al., 2006). 

Os alimentos processados geralmente contém grande quantidade de açúcar e gordura para 

serem mais palatáveis aos consumidores (LAWRENCE, 2013). Os neuroscientistas 

comparam a obesidade com à dependência de drogas (AHMED et al., 2012; ALLEN et al., 

2012; VOLKOW et al., 2007; VOLKOW et al., 2013) e o consumo de alimentos palatáveis, 

principalmente os que são ricos em açúcar (como por exemplo a sacarose) à dependência de 

cocaína (AVENA; RADA; HOEBEL, 2008; GEARHARDT et al., 2011; IFLAND et al., 

2009).  

Conforme estudos epidemiológicos, há relação entre o consumo de açúcar, como por 

exemplo de refrigerantes, o ganho de peso à longo prazo e o diagnóstico de DMT2 (MALIK 

et al., 2010; SCHULZE et al., 2004). Os carboidratos de absorção rápida, como a sacarose, 

aumentam o índice glicêmico da dieta e podem elevar o risco de DCV e DMT2 independente 

da obesidade, por causar inflamação e resistência à insulina em mulheres (FUNG et al., 2009; 

LIU et al., 2002; SCHULZE et al., 2004). Neuhofer et al. (2014) demonstraram em 

camundongos knockouts para o receptor LDL que a dieta rica em gordura e açúcar 

administrada por 12-16 semanas acelera o desenvolvimento de obesidade, resistência à 

insulina, inflamação do tecido adiposo e formação de placa aterosclerótica comparada com 

aquela rica apenas em gordura. 

Embora seja reconhecida a associação entre gordura dietética e incidência de doenças 

metabólicas, a contribuição efetiva dos diferentes tipos de lipídeos nas alterações metabólicas 

não está elucidada (KUMAR; SWATHI; KRISHNA, 2014). O aumento na porcentagem de 

ácidos graxos poliinsaturados (PUFAs) e diminuição de AG saturados na dieta causa redução 

do colesterol total e LDL-colesterol séricos (TURLEY et al., 1998). Existem evidências de 

que associam dietas ricas em PUFAs (BUCKLEY; HOWE, 2009; BUETTNER et al., 2006; 
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HILL et al., 1993; WANG et al., 2002) com efeitos anti-obesogênicos, menor risco para 

DMT2 e redução de lipídeos no fígado, em relação às dietas ricas em ácidos graxos saturados. 

 

1.5 PUFAs n-3 na obesidade, resistência à insulina e inflamação  

 

Desde os primeiros estudos com esquimós da Groenlândia até os mais recentes, têm 

sido confirmada a associação entre os PUFAs n-3 e redução do risco de DCV (He et al., 

2009). Os PUFAs n-3 são ácidos monocarboxílicos com uma cadeia carbônica longa, não 

ramificada, com insaturação na terceira (n-3) posição a partir do hidrocarboneto final, como 

os ácidos α-linolênico (C18:3), eicosapentaenóico (EPA; C20:5) e o docosa-hexaenóico 

(DHA; C22:6). São encontrados principalmente em peixes de água fria como salmão, atum e 

bacalhau. A American Heart Association recomenda consumo mínimo de duas porções de 

peixe por semana, óleos e alimentos enriquecidos com ácido α-linolênico, para prevenção 

primária das DCV (KRIS-ETHERTON et al., 2002). Para os indivíduos com histórico de 

DCV é recomendado o consumo de aproximadamente 1 g de EPA + DHA por dia e 2 a 4 

gramas para o tratamento de hipertrigliceridemia (concentração de triacilgliceróis plasmáticos 

acima de 150 mL/dL em adultos),  ambos pela suplementação com o óleo de peixe (FENTON 

et al., 2013). Até o ano de 2007, cerca de 30 milhões de pessoas nos Estados Unidos faziam 

uso da suplementação com óleo de peixe (BARNES et al., 2008). 

Alguns estudos são sugestivos de que os AG n-3 modulam a composição da 

membrana plasmática, aumentando a formação de domíneos específicos (lipid rafts) e a sua 

fluidez, o que facilitaria respostas a ligantes extracelulares, dentre esses, a insulina (Haugaard 

et al., 2006; Yaqoob; Shaikh, 2010). Os efeitos dos PUFAs n-3 no preenchimento dos 

fosfolípides de membrana com EPA e DHA (Harris, 2007), resulta em aumento da 

estabilidade da placa aterosclerótica em pacientes destinados à endarterectomia de carótida 

(THIES et al., 2003), redução da agregação plaquetária (DIN et al., 2008), melhora do tônus 

autonômico (O'KEEFE et al., 2006), do limiar arrítmico (ANAND et al., 2008) e redução da 

pressão sanguínea (UESHIMA et al., 2007). Por fim, tem sido demonstrado que os AG n-3 

regulam a expressão de vários fatores de transcrição e de outros genes envolvidos 

principalmente no metabolismo de lipídeos no tecido adiposo, como PPAR, HNF-4, SREBP-

1C, CREBP e AMPK-a2, os quais têm sido relacionados com os efeitos benéficos desses 

metabólitos sobre a sensibilidade à insulina (Jelenik et al., 2010; White et al., 2010).  

Além dos efeitos cardiovasculares, a suplementação com PUFAs n-3 melhora a 

sensibilidade à insulina em ratos, camundongos e humanos (ANDERSEN et al., 2008; 
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NESCHEN et al., 2007; RAMEL et al., 2008). Itoh et al. (2007) demonstraram que a 

administração de 1,8 g/dia de EPA durante três meses em indivíduos obesos aumenta 

significativamente a concentração plasmática de adiponectina, que reduz a inflamação 

sistêmica e melhora a sensibilidade à insulina. No mesmo estudo, os pesquisadores mostraram 

que camundongos geneticamente obesos, ob/ob, suplementados por quatro semanas com EPA 

por gavagem (1000 mg/kg de peso corporal por dia) apresentam aumento nas concentrações 

séricas de adiponectina. Camundongos knockouts para a adiponectina apresentam quadro 

severo de RI em relação aos animais controles (KUBOTA et al., 2002; MAEDA et al., 2002). 

A suplementação com PUFAs n-3 aumenta a expressão de adiponectina e simultaneamente 

melhora a RI em ratos tratados com dieta rica em sacarose (ROSSI et al., 2005). Esses estudos 

são sugestivos de que o aumento da concentração plasmática de adiponectina induzido por 

PUFAs n-3 pode explicar pelo menos parcialmente seus efeitos na melhora da RI. No entanto, 

Neschen et al. (2007) demonstraram que o aumento da sensibilidade à insulina induzida por 

PUFAs n-3 não ocorre em camundongos knockouts para PPAR-α, indicando efeito 

dependente da integridade do receptor. Assim, não está totalmente esclarecido o mecanismo 

de ação dos PUFAs n-3 na sensibilidade à insulina. 

A razão entre PUFAs n-6 e n-3 na dieta é um fator determinante no grau de 

inflamação, uma vez que derivados do metabolismo de PUFAs podem iniciar e exarcebar 

respostas inflamatórias (CALDER, 2011). A associação da razão n-6 : n-3 e inflamação foi 

demonstrada em diferentes patologias, tais como: aterosclerose, sepse, mastite e câncer 

(SIMOPOULOS, 2006; CONTRERAS; SORDILLO, 2011). Em contrapartida, patologias 

inflamatórias são prevenidas pela suplementação com PUFAs n-3 em humanos. As 

concentrações de PUFAs n-3 estão negativamente correlacionadas com biomarcadores 

inflamatórios, como proteína C reativa, IL-6 e TNF-α e positivamente com marcadores anti-

inflamatórios como TGF-β e IL-10 no plasma de humanos (FERRUCCI et al., 2006; LOPEZ-

GARCIA et al., 2004).  

 Em roedores, os PUFAs EPA e DHA previnem o aumento de tecido adiposo e RI 

induzidos por dietas obesogênicas (KALUPAHANA; CLAYCOMBE; MOUSTAID-

MOUSSA, 2011). Esse efeito está relacionado ao aumento da oxidação de ácidos graxos no 

fígado, músculo esquelético e tecido adiposo e redução na lipogênese induzida 

(KALUPAHANA; CLAYCOMBE; MOUSTAID-MOUSSA, 2011). A administração de dieta 

enriquecida com EPA (45 % de energia como gordura e 36 g/kg de EPA) durante 11 semanas 

preveniu o ganho de peso e a RI induzida pela dieta hiperlipídica com redução de citocinas 
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inflamatórias (MCP-1 e PAI-1) no tecido adiposo (KALUPAHANA et al., 2010). PUFAs n-3 

inibem a expressão do RNA mensageiro de IL-1β em célula muscular lisa (BOUSSEROUEL 

et al., 2003), assim como de outros mediadores inflamatórios VCAM-1, ICAM-1, TNF-α, IL-

6 em células endoteliais (DE CATERINA; LIAO; LIBBY, 2000) e TLR-4 de macrófagos em 

cultura (LEE et al., 2003). Há evidências de que os efeitos anti-inflamatórios dos PUFAs n-3 

em macrófagos são mediados pela inibição da via de sinalização do receptor TLR-4 (LEE et 

al., 2001; LEE et al., 2003). Contudo, os mecanismos pelos quais os ácidos graxos apresentam 

efeitos imunomodulatórios ainda precisam ser elucidados de modo completo e o receptor 

TLR-4 participa de forma importante, uma vez que AG saturados de cadeia longa ativam 

(SUGANAMI et al., 2007) e PUFAs n-3 inibem sua via de sinalização (LEE et al., 2001; LEE 

et al., 2003). 

 

1.6 Ácidos graxos e a ativação dos receptores TLRs 

 

Os TLRs são membros da superfamília de receptores de interleucina-1 (IL-1R), que 

respondem a partículas potencialmente patogênicas, levando à ativação da resposta imune 

inata (KANG; LEE, 2011). Em humanos, foram identificados 10 tipos de receptores TLR 

funcionais (TLR1 ao TLR10), enquanto que em camundongos foram identificados 12 TLRs ( 

TLR1 ao TLR9 e TLR11 ao TLR13) (LEE; AVALOS; PLOEGH, 2012). Os receptores 

TLR1, 2, 4 e 6, em animais e humanos, reconhecem porções lipídicas exógenas e endógenas. 

Dímeros de TLR1/2 reconhecem diacil-lipopeptídeos, dímeros de TLR2/6 reconhecem triacil-

lipopeptídeos e TLR-4 reconhece ácidos graxos saturados presentes em lipopolissacarídeos 

(LPS). A ativação da via de sinalização do TLR leva à indução da expressão de genes 

relacionados com a produção de citocinas pró-inflamatórias (TAKEUCHI; AKIRA, 2010). 

Sabe-se que os TLRs são expressos nas células associadas à formação de placas 

ateroscleróticas como monócitos (AL-OFI; COFFELT; ANUMBA, 2012), células endoteliais 

(HARRINGTON et al., 2011), célula muscular vascular lisa (Li et al., 2012) e plaquetas 

(BERTHET et al., 2010) além de hepatócitos (NAKAMOTO; KANAI, 2011) e adipócitos 

(NAGAI; WATANABE; TAKATSU, 2013).  

A associação dos TLRs com seus ligantes ativa duas vias de sinalização: a dependente 

e a independente do fator de diferenciação mielóide 88 (MyD88) (CASANOVA; ABEL; 

QUINTANA-MURCI, 2011). Após ativação, os TLRs se dimerizam e sofrem mudanças 

conformacionais necessárias ao recrutamento de moléculas adaptadoras, tais como MyD88 e 

TRIF, que levam à produção de citocinas pró-inflamatórias e interferons (IFNs), 



32 
 

respectivamente. A proteína adaptadora MyD88 ativa o fator nuclear κB (NF-kB), induzindo 

a expressão de mediadores inflamatórios (VE et al., 2012) (Figura 1). 

 

Figura 1. A via de sinalização do receptor TLR-4, com 
recrutamento da proteína MyD88 e consequente 
produção de citocinas inflamatórias ou interferons, 
respectivamente. *Figura adaptada do site 
http://www.cellsignal.com/. 

 

Huang et al. (2012) demonstraram que ácidos graxos livres ativam a via de sinalização 

do receptor TLR-4 em macrófagos (RAW 264.7) e monócitos (THP-1). Erridge e Samani 

(2009) sugeriram que a indução da expressão de citocinas por ácidos graxos  em células RAW 

264.7 ocorre por ação de contaminantes presentes na albumina usada na preparação do AG, os 

quais ativariam o receptor TLR-2. Entretanto, Huang et al. (2012) verificaram que os ácidos 

graxos aumentam a expressão de COX-2 e TNF-α em macrófagos com deleção da subunidade 

MyD88-/-, eliminando a proposta da ação de contaminantes já que o receptor TLR-2 é 

dependente da subunidade MyD88. Esses dados colocam o TLR-4 como um mediador-chave 

da inflamação em condições de excesso de ácidos graxos nos tecidos (MALONEY et al., 

2009).  

Ácidos graxos saturados (C14:0, C16:0 e C18:0) ativam a via IKK/NFκB e estimulam 

a produção de TNF-α e IL-6 em macrófagos via TLR-4. Células 293T transfectadas com o 

dominante negativo de MyD88 ou macrófagos isolados do peritônio de camundongos TLR-4-

/- perdem a capacidade de indução da produção de citocinas em resposta ao tratamento com 
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ácidos graxos. Em estudo in vivo com infusão de ácidos graxos saturados (palmitato), 

verificou-se aumento da translocação do NFκB para o núcleo e elevação da produção de TNF-

α e IL-6 em adipócitos de animais selvagens. Esses efeitos não são observados em adipócitos 

de animais knockouts para o receptor TLR-4 (SHI et al., 2006). 

Além dos efeitos em macrófagos e adipócitos, ácidos graxos saturado ativam o TLR-4 

no hipotálamo desencadeando resposta inflamatória central que resulta em resistência aos 

sinais anorexigênicos (MILANSKI et al., 2009). Em humanos, polimorfismos no gene TLR-4 

Asp299Gly não estão associados ao desenvolvimento de aterosclerose (ZHANG et al., 2012). 

Entretanto, o receptor TLR-4 atua na ativação da célula endotelial (KIM et. al, 2007), geração 

de citocina/quimiocina (ARBOUR et al., 2000; KIM et al., 2007), remodelamento vascular 

(HOLLESTELLE et al., 2004) e apoptose de macrófagos (SEIMON; TABAS, 2009). 

Ao contrário dos ácidos graxos saturados, os poliinsaturados da família n-3 reduzem a 

inflamação intestinal induzida por Escherichia coli (LPS) em porcos via receptor TLR4. 

Ocorre aumento da altura das vilosidades e melhora a função da barreira intestinal indicada 

pela diminuição da atividade da diamina oxidase no plasma e aumento da expressão de 

proteínas tight-junction como ocludina e claudina-1 no epitélio intestinal (LIU et al., 2012). 

Norris e Dennis (2012) demonstraram, em macrófagos do peritôneo, que a suplementação 

com EPA leva a inibição da via do receptor TLR4 e vias da ciclooxigenase, atenuando a 

produção de mediadores pró-inflamatórios.  

De modo resumido, o TLR-4 participa da gênese de respostas inflamatórias em vários 

tecidos, incluindo endotélio, fígado e tecido adiposo, e o excesso de ácidos graxos livres 

plasmáticos está envolvido nesse processo. O alto conteúdo de lipídeos na dieta está associado 

com a RI e inflamação crônica de grau baixo. Contudo, ainda não estão esclarecidos os efeitos 

dos principais macronutrientes da dieta, gordura e açúcar, agindo isolada ou 

concomitantemente, nos processos inflamatórios e sua relação entre eles no estabelecimento 

da resistência à insulina. A compreensão dos mecanismos envolvidos na ação dos 

macronutrientes pode elucidar várias questões relacionadas à obesidade, RI e inflamação. 

Além disso, permitirá o desenvolvimento de novas terapias anti-obesogênicas que têm como 

alvo vias intracelulares envolvidas no processo inflamatório dos tecidos responsivos à 

insulina, como fígado e tecido adiposo, e ateroscleróticos, como a aorta torácica e a gordura 

perivascular.  
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2 OBJETIVO 
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Investigar a associação da inflamação com a resistência à insulina na vigência de 

dietas obesogênicas (ricas em gordura e/ou carboidrato), tratamento com óleo de peixe e na 

ausência do receptor TLR-4.  
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3 JUSTIFICATIVA 
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A obesidade, e em particular o excesso de adiposidade visceral, está associada à 

resistência à insulina, hiperglicemia, dislipidemia e inflamação crônica de baixa intensidade. 

Entretanto, alguns indivíduos obesos são diagnosticados como metabolicamente saudáveis por 

não apresentarem os fatores normalmente associados ao excesso de peso. O consumo de 

gordura saturada, presente principalmente em alimentos de origem animal, é reconhecido 

como a principal causa das comorbidades na obesidade. A dieta ocidental é rica em gordura e 

açúcar, mas a associação desses dois macronutrientes energéticos no estabelecimento dos 

quadros de resistência à insulina e inflamatório não está estabelecida. Nesse estudo, avaliou-

se os efeitos da gordura e açúcar, isolados e associados, na obesidade, sensibilidade periférica 

à insulina e inflamação no tecido adiposo, fígado, aorta torácica e gordura perivascular. 
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4 ESTRATÉGIAS 
EXPERIMENTAIS 
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1) Determinar os efeitos de três dietas obesogênicas: balanceada com leite 

condensado, hiperlipídica e hiperlipídica com leite condensado na obesidade, sensibilidade à 

insulina e inflamação no tecido adiposo, aorta torácica e gordura perivascular em 

camundongos C57Bl/6J; 

2) Investigar se a suplementação com óleo de peixe modifica os efeitos da dieta 

hiperlipídica na indução de obesidade, resistência à insulina e inflamação nos tecidos 

responsivos à insulina (fígado e tecido adiposo) e na aorta torácica e gordura perivascular;  

3) Avaliar a participação do receptor TLR-4 nos efeitos obesogênicos e inflamatórios 

induzidos pela dieta hiperlipídica associada ou não à suplementação com óleo de peixe. 
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5 MATERIAIS E 
MÉTODOS 
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5.1 Animais 

 

Foram utilizados camundongos machos da linhagem C57Bl/6J com média de 60 dias 

de idade fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de São Paulo para o 

Protocolo Experimental I (Figura 3) que será detalhado nas seções seguintes. Para o Protocolo 

Experimental II (Figura 4) utilizou-se a linhagem de animais knockouts para o receptor toll 

like 4 (TLR-4) e a linhagem background C57Bl/6J. A linhagem knockout foi gentilmente 

fornecida pelo Biotério Central da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, a 

qual foi comprada da empresa Jackson Laboratories (Sacramento, Califórnia, EUA). Foi 

realizado o cruzamento dos camundongos C57Bl/6J com os knockouts para utilizar animais 

experimentais com mesmo background genético. A confirmação da linhagem foi feita pelo 

método convencional da reação em cadeia da polimerase (RCP) (Figura 2), a partir do DNA 

extraído da cauda dos animais, utilizando os primers apresentados no Quadro 1. As amostras 

dos camundongos knockouts apresentam uma banda no gel de agarose com peso molecular de 

140 pb (pares de base). Os animais heterozigotos são identificados por apresentarem duas 

bandas, uma com 140 pb e outra com 390 pb, enquanto que os animais C57Bl/6J apresentam 

apenas a banda de 390 pb (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Genotipagem da ninhada do cruzamento entre 
heterozigotos C57Bl/6J x TLR4-/- confirmado pelo método da PCR 
convencional.  

 

Quadro 1. Sequência de primers utilizados para genotipagem dos animanis knockouts TLR-4-/-. 
Primer 5’ Sequência 5' --> 3' Tipo do primer 

oIMR8365 GCA AGT TTC TAT ATG CAT TCT C Mutant Forward 

oIMR8366 CCT CCA TTT CCA ATA GGT AG Mutant Reverse 

oIMR8367 ATA TGC ATG ATC AAC ACC ACA G Wild type Forward 

oIMR8367 TTT CCA TTG CTG CCC TAT AG Wild type Reverse 
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Os animais foram mantidos em sala com ciclo claro-escuro de 12-12 h e temperatura 

de 23±2 ºC, no biotério de camundongos do Departamento de Fisiologia e Biofísica do 

Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo com adaptação ambiental de 

quatro dias antes do início do tratamento, recebendo dieta padrão comercial para roedores 

(ração Nuvital da Nuvilab, Colombo, PR). As dietas e a água foram oferecidas ad libitum 

durante todo o período experimental. O peso dos animais e o consumo de ração foi avaliado 

durante as 12 semanas de tratamento. Os procedimentos desse estudo foram aprovados pelo 

Comitê de Ética em Experimentação Animal do Instituto de Ciências Biomédicas da 

Universidade de São Paulo. 

  

5.2 Métodos 

 

5.2.1 Protocolo experimental I 

 

Os camundongos C57Bl/6J foram distribuídos nos seguintes grupos: 

1) alimentados com dieta padrão comercial para roedores (PADRAO); 

2) alimentados com dieta balanceada (DB); 

3) alimentados com DB e leite condensado ad libitum (DB +LC); 

4) alimentados com dieta  hiperlipídica (HFD); 

5) alimentados com HFD e leite condensado ad libitum (HFD + LC). 

 

 

Figura 3. Esquema representativo do modelo experimental utilizado no Protocolo 
Experimental I. 
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5.2.2 Protocolo experimental II 

 

Os camundongos knockouts para TLR4-/- e C57Bl/6J com mesmo background genético 

foram distribuídos nos seguintes grupos:  

1) alimentados com dieta balanceada (DB);  

2) alimentados com DB e suplementados com óleo de peixe (DB + ΟP); 

3) alimentados com dieta  hiperlipídica (HFD);  

4) alimentados com HFD e suplementados com óleo de peixe (HFD + OP). 

 

  

Figura 4. Esquema representativo do modelo experimental utilizado no Protocolo 
Experimental II. 

 

5.2.3 Administração das dietas, do leite condensado e do óleo de peixe   

 

5.2.3.1 Protocolo experimental I 

 

Um grupo de animais recebeu dieta padrão comercial para roedores (ração Nuvital da 

Nuvilab, Colombo, PR) (56% carboidratos, 3,5% gordura e 19% proteínas) durante todo 

protocolo experimental. Os outros animais receberam, quatro semanas, dieta balanceada (76% 

carboidratos, 9% gordura, 15% proteínas; Tabela 2; Quadro 2) e após esse período 

continuaram com a mesma dieta ou receberam dieta hiperlipídica (26% carboidratos, 59% 

gordura, 15% proteínas; Tabela 2; Quadro 2) por 8 semanas (da 5ª até a 12ª semanas). O leite 

condensado (Italac, Goiás, Brasil) (55% carboidratos, 8,5% gordura e 7,5% proteínas) com 

adição de 10% de mistura de vitaminas (Rhoster, São Paulo, Brasil) foi oferecido ad libitum 

da 5ª semana até o final do período experimental.  
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Tabela 2. Composição das dietas balanceada e hiperlipídica. 

Ingredientes (g/kg) Dieta Balanceada Dieta Hiperlipidica 

Amido de milho 465.7 115.5 

Amido de milho dextrinizado 155 132 

Sacarose 100 100 

Caseina 140 200 

Bitartarato de Colina 2.5 2.5 

L-Cistina 1.8 3 

Mistura vitaminica  10 10 

Mistura de minerais 35 35 

Celulose microfina 50 50 

Oleo de soja 4 35 

Banha suina 36 315 

Energia (KJ/g) 3.803 5.340 

 

5.2.3.2 Protocolo experimental II 

 

Os animais receberam dieta balanceada (76% carboidratos, 9% gordura, 15% 

proteínas; Tabela 2; Quadro 2) e suplementação com óleo de peixe por quatro semanas. Após 

esse período, os animais continuaram com a dieta balanceada ou receberam dieta hiperlipídica 

(26% carboidratos, 59% gordura, 15% proteínas; Tabela 2; Quadro 2) ambas associadas à 

suplementação com óleo de peixe por mais 8 semanas (da 5ª até a 12ª semana). A 

suplementação com óleo de peixe foi realizada por gavagem e iniciada na primeira semana 

(animais com 60 dias de idade), estendendo-se até o final do período experimental (semana 

12). Foi utilizado óleo de peixe em cápsula (HiOmega 3, Naturalis Nutrição & Farma Ltda., 

São Paulo-SP) (Quadro 3) contendo proporção de EPA/DHA de 3,6 : 1 na dose de 2 g por Kg 

de peso, três vezes por semana. 
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Quadro 2. Composição de ácidos graxos das dietas balanceada e 
hiperlipídica avaliada por cromatografia gasosa e apresentada em g/100g 
de ração.  

Fórmula Nome Balanceada Hiperlipídica 
  

g/100 g de ração 

12 : 0 Láurico 0,01 ± 0,00 ⎯  

14 : 0 Mirístico 0,04 ± 0,00 0,43 ± 0,02 

16 : 0 Palmítico 0,73 ±  0,02 8,03 ±  0,35 

16 : 1 Hexadecenóico 0,06 ± 0,00 0,70 ± 0,03 

17 : 0 Margárico 0,01 ± 0,00 0,14 ± 0,01 

17 : 1 Heptadecenóico 0,01 ± 0,00 0,10 ± 0,00 

18 : 0 Esteárico 0,36 ±  0,01 4,25 ±  0,17 

18 : 1 t (n-9) Elaídico 0,01 ± 0,00 
 

18 : 1 (n-9) Oléico 1,14 ±  0,04 13,93 ±  0,60 

18 : 1 (n-11) 
Vacênico	
  

0,09 ± 0,01 0,85 ± 0,06 

18 : 2 (n-6) Linoléico 0,70 ±  0,02 6,36 ±  0,28 

18 : 3 (n-3) Linolênico 0,06 ± 0,00 0,35 ± 0,03 

20 : 0 Eicosanóico ⎯  ⎯  

20 : 1 (n-9) Eicosenóico ⎯  ⎯  

22 : 0 Docosanóico ⎯  ⎯  

Totais 

 
Saturados 1,16 ± 0,04 12,85 ± 0,55 

Monoinsaturados 1,29 ± 0,05 15,74 ± 0,69 

Polinsaturados 0,76 ± 0,02 6,71 ± 0,31 

Trans 0,01 ± 0,00 ⎯  

% gordura 
 

3,46 ±  0,14 37,83 ±  1,67 
* Os valores estão apresentados como média ± EPM de três análises. 
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5.2.4 Extração dos lipídeos, derivatização e condições cromatográficas 

 

Os lipídeos foram extraídos pelo método 996.06 da AOAC com modificações. As 

dietas controle e hiperlipídica foram pesadas (em torno de 100 mg), o óleo de peixe 

aliquotado, plasma (200 µL) e fígado (cerca de 60 mg) foram separados e colocados em tubo 

de ensaio de 30 mL (Pyrex 9826), com rosca e tampa de teflon. Foram adicionados: 1) o 

triglicerídeo do ácido tridecanóico (5 mg/ mL clorofórmio) como padrão interno, com 

volumes variando de 100 a 400 µL, conforme a quantidade de tecido utilizada; 2) o ácido 

pirogálico (25 mg) para minimizar a oxidação dos ácidos graxos, 0,5 mL de etanol a 95% e 

algumas pérolas de vidro. As amostras foram submetidas à hidrólise ácida com 2,5 mL de 

HCl e agitadas em banho termostatizado à temperatura de 75 °C por 40 min. Após serem 

resfriados à temperatura ambiente, foram adicionados 6 mL de éter etílico e cada tubo foi 

mantido em agitador tipo Vórtex por 1 min. Em seguida, foram adicionados 6 mL de éter de 

petróleo e os tubos foram novamente agitados. Em seguida, foram centrifugados a 10.000 rpm 

por 10 min e a fase superior (etérea) foi transferida para outro tubo. O solvente foi evaporado 

lentamente em banho termostatizado em temperatura menor do que 40 °C, utilizando N2 

gasoso. Após essa etapa, foram adicionados 1 mL de trifluoreto de boro 7% em metanol, 0,5 

mL de tolueno e algumas pérolas de vidro. Os tubos foram bem tampados e colocados em 

banho fervente por 45 minutos. Após serem resfriados à temperatura ambiente, foram 

adicionados 2,5 mL de água, 1 mL de hexano e aproximadamente 0,5 g de Na2SO4 anidro. 

Após agitação, os tubos ficaram em repouso até a separação das fases. A fase superior foi 

transferida para um “vial”. O solvente foi evaporado completamente. Foram então 

adicionados 100 µL de hexano, o precipitado ressuspenso e o volume total transferido para 

um tubo de 100 µL. Um microlitro das amostras foi analisado em cromatógrafo à gás GC 

2010 Plus da Shimadzu, Workstation GC solution, equipado com injetor automático AOC-20, 

detector de ionização de chama (FID) e coluna capilar de sílica fundida SP-2560 (bis 

cianopropil polisiloxana) de 100 m x 0,25 mm de diâmetro interno e 0,25 µm de espessura da 

fase estacionária da Supelco. A programação de temperatura da coluna foi de 140 oC por 5 

min, aquecimento a 4 oC/min até 240 oC, permanecendo nesta temperatura por 20 min. As 

temperaturas do injetor e detector foram de 250 oC e 260 oC, respectivamente. O gás de 

arraste foi o hélio a um fluxo de 1 mL/min e a razão de divisão da amostra 1/50. Um 

microlitro do extrato lipídico derivatizado foi injetado. Os períodos de retenção dos ácidos 

graxos foram comparados com o padrão 189 19 Sigma. Os cálculos foram baseados na área e 
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concentração do padrão interno, utilizando-se os fatores de resposta teóricos do FID (flame 

ionization detector) do método Ce 1j-07 da AOCS. 
 

Quadro 3. Composição de ácidos graxos, determinada por 
cromatografia gasosa, presente no óleo de peixe utilizado na 
suplementação oral. Resultados apresentados como g/100g de ácidos 
graxos.  

Fórmula Nome Oleo de Peixe 

18 : 0 Esteárico 0,34 ± 0,01 

18 : 1 (n-9) Oléico 1,53 ± 0,03 

18 : 2 (n-6) Linoléico 2,87 ± 0,04 

18 : 3 (n-6) γ-Linolênico 0,64 ± 0,01 

20 : 1 (n-9) Eicosenóico 0,23 ± 0,01 

18 : 3 (n-3) α-Linolênico 0,26 ± 0,01 

18 : 4 (n-3) Octadecatetraenóico 8,15 ±  0,08 

22 : 0 Docosanóico 0,28 ± 0,00 

20 : 4 (n-6) Araquidônico 2,80 ± 0,04 

20 : 4 (n-3) Eicosatetraenóico 0,74 ± 0,02 

20 : 5 (n-3) Eicosapentaenóico 60,90 ±  0,25 

22 : 5 (n-6) Docosapentaenóico 0,43 ± 0,00 

22 : 5 (n-3) Docosapentaenóico 1,24 ± 0,02 

22 : 6 (n-3) Docosa-hexaenóico 16,32 ±  0,31 

Totais Saturados 0,83 ±  0,19 

Monoinsaturados 2,46 ±  0,05 

Polinsaturados 95,85 ±  0,18 
 

Não identificados 1,00 ±  0,09 

* Os valores estão apresentados como média ± EPM de três análises. 
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5.2.5 Avaliação da atividade das enzimas hepáticas e lipídios séricos 

 

Após 3-4 horas de restrição alimentar no período da manhã, os animais foram 

anestesiados na câmara de CO2 e o sangue coletado pelo seio orbital para realizar as 

avaliações plasmáticas. As concentrações plasmáticas de triacilglicerol (BUCOLO; DAVID, 

1973), colesterol total (WARNICK, 1997) e atividades da aspartato aminotransferase (AST) e 

alanina aminotransferase (ALT) (KARMEN, 1955; HENRY et al., 1960) foram determinadas 

utilizando kits específicos (Labtest, Lagoa Santa, Minas Gerais). O colesterol-LDL foi 

calculado pela equação de Friedewald (FRIEDEWALD; LEVY; FREDERICKSON, 1972). 

 

5.2.6 Glicemia e Insulinemia  

 

Após restrição alimentar de 6 horas para o teste de tolerância à glicose descrito abaixo, 

foi coletada a amostra capilar caudal e diluída em ácido tricloroacético (TCA) para dosagem 

da glicemia (BERGMEYER, 1984; BERGMEYER, 1986) por kit colorimétrico específico 

(Labtest, Lagoa Santa, Minas Gerais) e em ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) para 

determinação da insulina por Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) seguindo as 

instruções do fabricante (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ USA). Com os valores da 

glicemia e insulinemia foi calculado o índice HOMA-IR (do inglês Homeostatic Model 

Assessment Insulin Resistance) (MATTHEWS et al., 1985) que determina a resistência à 

insulina: 

HOMA-IR = glicemia (mmol/L) x insulinemia (mU/L) / 22,5 

 

5.2.7 Teste de tolerância à glicose  

 

Os animais em restrição alimentar por 6 horas receberam uma sobrecarga de glicose 

(25%) (2 g/Kg p.c.) por via intraperitoneal. Realizou-se coleta da amostra capilar caudal nos 

períodos de 0, 15, 30, 45, 60 e 90 minutos após a administração de glicose. As amostras foram 

diluídas em ácido tricloroacético (TCA) e centrifugadas e o sobrenadante utilizado para 

determinação da glicemia utilizando kit específico.  
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5.2.8 Teste de tolerância à insulina 

 

Após restrição alimentar de 6 horas, os animais receberam insulina (0,75 mU/g de 

peso corpóreo) via intraperitoneal. Realizou-se a determinação da glicemia capilar caudal, 

utilizando glicosímetro (One Touch Ultra, Johnson & Johnson) nos períodos de: 0, 10, 20, 30, 

40, 50 e 60 minutos após a administração de insulina. Os valores foram usados para calcular a 

taxa de desaparecimento da glicose sanguínea (kITT), baseada na regressão linear do 

logaritmo neperiano das concentrações de glicose obtidas no teste entre 0-60 minutos.  

 

5.2.9 Determinação da expressão de genes da inflamação no tecido adiposo epididimal e 
fígado 

  

A expressão de genes envolvidos na inflamação (F4/80, IL-1β, TNF-α, TLR-4 e 

adiponectina)  foi avaliada no fígado e no tecido adiposo epididimal dos animais. Cerca de 20 

mg de fígado e 100 mg de tecido adiposo epididimal pulverizado em nitrogênio líquido  

foram homogeneizados em reagente TRIZOL para extração do RNA total (CHOMCZYNSKI; 

SACCHI, 1987). O RNA foi quantificado por leitura no aparelho Nano Drop 2000 (Thermo 

Scientific, Uniscience, São Paulo, Brasil) e o grau de pureza determinado pela razão 260/280 

nm (razão igual a 2 indica alto grau de pureza). O cDNA foi sintetizado a partir de 1 µg do 

RNA total extraído utilizando transcriptase reversa. A expressão gênica foi quantificada por 

PCR em tempo real (KUBISTA et al., 2006), utilizando o aparelho ROTOR GENE 3000 da 

Corbett Research (Mortlake, NSW, Austrália) e SYBER Green (Invitrogen, Life 

Technologies) como marcador fluorescente, conforme os primers de interesse especificados 

no Quadro 4. A quantificação da expressão dos genes foi realizada usando o método da Ct 

comparativa (Ct = threshold cycle; número de ciclo no qual o produto da PCR atinge o limiar 

de detecção), tendo a expressão de 36B4 e β2M como padrão interno do tecido adiposo 

epididimal e fígado, respectivamente. 
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Quadro 4. Sequência de primers utilizados para avaliação da expressão gênica no homogenato dos 
fígados e tecido adiposo epididimal. 

Gene Temperatura de Melting (°C) Sequência do Primer 
F4/80 60 FW 5’ – CCT GAA CAT GCA ACC TGC CAC – 3’ 

               RV 5’ – GGG CAT GAG CAGBCTG TAG GAT C – 3’  
IL-1β  60  FW 5’ – GGC AGC TAC CTG TGT CTT TCC C – 3’ 

RV 5’ – ATA TGG GTC CGA CAG CAC GAG – 3’ 
TNF-α  58 FW 5’ – TCT TCT CAT TCC TGC TTG TGG C – 3’ 

              RV 5’ – CAC TTG GTG GTT TGC TAC GAC G – 3’ 
TLR-4 55 FW 5’ – TTCAGAACTTCAGTGGCTGG - 3’ 

RV 5’ – TGTTAGTCCAGAGAAACTTCCTG - 3’ 
Adiponectina 58 FW 5’ – TCT TAA TCC TGC CCA GTC ATG C - 3’ 

RV 5’ – TCC AAC ATC TCC TGT CTC ACC C - 3’ 
β2M 60 FW 5’ – AAT GTG AGG CGG GTG GAA CTG – 3’ 

               RV 5’ – CAT GGC TCG CTC GGT GAC C – 3’ 
36B4 63             FW 5’ – CCA CTT ACT GAA AAG GTC AAG GC – 3’ 

 RV 5’ – TGG TTG CTT TGG CGG GAT TA – 3’ 
 

5.2.10 Produção de moléculas de adesão, citocinas e adipocinas pelo tecido adiposo 
epididimal,  aorta torácica e gordura perivascular da aorta torácica 

 

Após o sacrifício dos animais, conforme descrito na seção 4.2.5, o tecido adiposo 

epididimal foi separado e a aorta isolada e mantida em PBS gelado para separação da gordura 

perivascular e tecido conjuntivo. Em seguida, os tecidos foram congelados em nitrogênio 

líquido. A gordura epididimal foi pulverizada e 100 mg aliquotados. As amostras foram 

homogeneizadas em PBS contendo inibidor de protease (Complete Mini, Roche Diagnostics 

GmbH, Mannheim, Alemanha); a aorta em 150 µL, a gordura perivascular em 300 µL e o 

tecido adiposo epididimal em 600 µL. Em seguida, as amostras foram centrifugadas à 1000 g 

e 4 °C por 10 minutos e o sobrenadante coletado. A determinação de proteínas foi realizada 

pelo método de Bradford (1976) e as citocinas (IL-1β, IL-6, TNF-α e IL-10), moléculas de 

adesão (ICAM-1 e VCAM-1) e as adipocinas leptina e adiponectina por Enzyme-linked 

Immunosorbent Assay (ELISA) seguindo as instruções do fabricante (BD Biosciences, 

Franklin Lakes, NJ USA). 

 

5.3 Análise estatística 

 

Os resultados estão apresentados como média ± erro padrão da média (EPM). A 

análise estatística da comparação entre os grupos PADRAO vs DB (Protocolo Experimental 

I), DB vs DB + OP e HFD vs HFD + OP (Protocolo Experimental II) foi realizada por Teste 

“T” de Student considerando significância de p < 0,05. Para a comparação entre as diferentes 

dietas utilizadas (DB, DB + LC, HFD e HFD + LC), utilizou-se two-way ANOVA seguido 

pelo pós-teste de Bonferroni considerando significância de p < 0,05.  
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6 RESULTADOS 
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6.1 Efeitos comparativos entre as dietas comercial, balanceada, balanceada e leite 
condensado, hiperlipídica, hiperlipídica e leite condensado sobre os indicadores de 
obesidade, resistência à insulina e inflamação 

 

6.1.1 Ganho de peso, ingestão alimentar, composição corporal, atividades das enzimas 
hepáticas no soro, concentração de colesterol total, LDL-colesterol, triglicerídeos, 
glicemia e insulinemia no soro, índice HOMA-IR e testes de tolerância à glicose e à 
insulina 

  

Na Figura 6A estão apresentadas as médias da massa corpórea durante as 12 semanas 

de tratamento com as dietas padrão, balanceada, balanceada e leite condensado, hiperlipídica 

e hiperlipídica e leite condensado, onde a linha pontilhada sobre a 4a semana indica o início 

da administração da dieta hiperlipídica e oferta de leite condensado. Até a quarta semana, 

todos os grupos, exceto o grupo PADRAO, receberam dieta balanceada. O maior ganho de 

peso dos grupos que receberam dieta hiperlipídica e dieta rica em carboidrato (leite 

condensado associado à dieta balanceada ou hiperlipídica) foi evidente a partir das sexta e 

sétima semanas de tratamento (Figura 5A).  

Os animais alimentados por 12 semanas com dieta padrão comercial apresentaram 

redução de 39% no ganho de peso  em relação aos que receberam dieta balanceada (Figura 

5B). Os grupos que receberam dietas hiperlipídica e balanceada com oferta de leite 

condensado apresentaram aumento de 2,9 e 2,3 vezes, respectivamente, no ganho de peso em 

relação aos animais que receberam apenas dieta balanceada (Figura 5B). O grupo com dieta 

hiperlipídica e leite condensado, apresentou aumento do ganho de peso em 50% com relação 

ao grupo BD + LC (Figura 5B).  
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Figura 5. Efeitos das dietas padrão, balanceada, balanceada com leite condensado ad libitum, 

hiperlipídica e hiperlipídica com leite condensado ad libitum sobre a evolução 
semanal da massa corporal de camundongos C57Bl/6J (A) e a diferença de massa 
corpórea (massa corporal final – massa corporal inicial) (B) em 12 semanas. Em (A) 
estão apresentadas as médias da massa corpórea (g) semanal dos animais submetidos à 
dieta e a linha pontilhada sobre a semana 4 indica o início da administração da dieta 
hiperlipídica e oferta de leite condensado. Em (B), estão apresentadas as diferenças entre 
as massas corpóreas da 12a e da 1a semanas.  Os resultados estão apresentados como 
média ± erro padrão da média. Padrão = dieta comercial para roedores (Nuvilab) (n=13); 
DB  = dieta balanceada (n=13); DB + LC = dieta balanceada e leite condensado ad libitum 
(n=13); HFD = dieta hiperlipídica (n=13); HFD + LC = dieta hiperlipídica e leite 
condensado ad libitum (n=12). * p<0.05 vs DB; φ p<0.05 vs DB + LC; # p<0.05 vs HFD.  

  

Os animais que receberam dieta padrão comercial consumiram 15% menos ração 

(g/por animal/por semana) em relação aos alimentados com dieta balanceada (Figura 6A). A 

oferta de leite condensado reduziu o consumo da dieta balanceada em 24% quando 

comparado ao grupo DB. O grupo que recebeu dieta hiperlipídica consumiu 39% menos ração 

que o DB. A associação de leite condensado com dieta hiperlipídica reduziu o consumo de 

ração em 32% em relação ao grupo DB + LC e em 16,5% comparado ao HFD (Figura 6A).  

O consumo de leite condensado foi 45% menor (g/por animal/por semana) no grupo 

que recebeu dieta hiperlipídica comparado aos que consumiram dieta balanceada (Figura 6B). 
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Figura 6. Efeitos das dietas padrão, balanceada, balanceada com leite condensado ad libitum, 
hiperlipídica e hiperlipídica com leite condensado ad libitum sobre a ingestão 
alimentar de camundongos C57Bl/6 tratados durante 12 semanas. Em A está 
apresentado o consumo semanal de ração, em gramas por animal, durante as 8 semanas de 
administração das dietas (balanceada e hiperlipídica) (A) e em B, o consumo semanal de 
leite condensado, em gramas por animal, ofertado ad libitum durante 8 semanas (B). O 
consumo das dietas e do leite condensado foi avaliado três vezes por semana e calculado 
pela diferença entre a oferta e a sobra de alimento em grama, dividido pelo número de 
animais na caixa. Os resultados estão apresentados como média ± erro padrão da média. 
Padrão = dieta comercial para roedores (Nuvilab) (n=8); DB = dieta balanceada (n=24); 
DB + LC = dieta balanceada e leite condensado ad libitum (n=24); HFD = dieta 
hiperlipídica (n=24); HFD + LC = dieta hiperlipídica e leite condensado ad libitum (n=24). 
* p<0.05 vs DB; φ p<0.05 vs DB + LC; # p<0.05 vs HFD.  

  

 O consumo calórico (Kcal por animal por semana) do grupo que recebeu leite 

condensado e dieta balanceada foi 26% maior que no grupo DB (Figura 7A). Os animais que 

receberam dieta hiperlipídica consumiram 15% menos calorias que aqueles alimentados com 

dieta balanceada (Figura 7A). O grupo HFD + LC consumiu 20% menos calorias que o DB + 

LC e 19% vezes mais calorias que o HFD (Figura 7A). 

Os animais alimentados com dieta hiperlipídica e oferta ou não de leite condensado 

apresentaram menor ingestão alimentar (Figura 6A), menor ou igual ingestão calórica (Figura 

7A) e maior ganho de peso (Figura 5B) em relação ao grupo que recebeu apenas dieta 

balanceada, indicando maior eficiência energética da dieta rica em gordura (Figura 7B). A 

eficiência energética (ganho de peso corpóreo em grama por Kcal de ração consumida) do 

grupo HFD foi 11 vezes maior em relação ao DB (Figura 7B). O grupo DB + LC apresentou 

eficiência energética 6 vezes maior que o DB enquanto que o HFD + LC foi 2 vezes maior 

que DB + LC sem diferença em relação ao HFD (Figura 7B). 
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Figura 7.  Efeitos das dietas padrão, balanceada, balanceada com leite condensado ad libitum, 

hiperlipídica e hiperlipídica com leite condensado ad libitum sobre o consumo 
calórico (A) e a eficiência energética das dietas (B) em camundongos C57Bl/6 
tratados durante 12 semanas. Em (A) está apresentado o consumo calórico, em calorias 
ingeridas por animal por semana, enquanto que em (B) a ingestão energética está 
apresentada em relação ao ganho de peso corpóreo por semana, em gramas por 
quilocaloria de ração consumida na semana, considerando os seguintes valores calóricos 
das dietas: padrão – 4.068 Kcal/Kg; balanceada – 3.803 Kcal/Kg; hiperlipídica – 5.340 
Kcal/Kg e do leite condensado (20 gramas contém 65 Kcal) durante as 8 semanas de 
dieta. Os resultados estão apresentados como média ± erro padrão da média. Padrão = 
dieta comercial para roedores (Nuvilab) (n=13); DB  = dieta balanceada (n=13); DB + LC 
= dieta balanceada e leite condensado ad libitum (n=13); HFD = dieta hiperlipídica 
(n=13); HFD + LC = dieta hiperlipídica e leite condensado ad libitum (n=12). * p<0.05 vs 
DB; φ p<0.05 vs DB + LC; # p<0.05 vs HFD.  

 

Observou-se que os animais alimentados com dieta padrão apresentam redução de 

56% no peso da gordura mesentérica, 61% na gordura epididimal, 16% na gordura 

retroperitoneal e de 32,5% no tecido adiposo marrom em relação ao grupo DB (Figuras 8A, 

8B, 8C e 8D, respectivamente). A oferta de leite condensado aumentou o peso dos depósitos 

de gordura dos animais que receberam dieta balanceada em 71% na gordura epididimal, 4,5 

vezes na gordura retroperitoneal e 2,2 vezes no tecido adiposo marrom em relação ao grupo 

DB (Figuras 8B, 8C e 8D, respectivamente).  

A dieta hiperlipídica causou aumento marcante no peso dos depósitos de gordura em: 

2,8 vezes na gordura mesentérica, 2,2 vezes na gordura epididimal, 5,4 vezes na gordura 

retroperitoneal e 66% no tecido adiposo marrom em relação ao grupo DB (Figuras 8A, 8B, 

8C e 8D, respectivamente). A oferta de leite condensado associada à dieta hiperlipídica 

aumentou a gordura mesentérica em 89%, a epididimal em 31,5% e a retroperitoneal em 70% 

em relação ao grupo DB + LC. Em relação ao grupo HFD, a oferta de leite condensado 

aumentou a gordura mesentérica, retroperitoneal e tecido adiposo marrom 51% 

aproximadamente (Figuras 8A, 8C e 8D, respectivamente).  
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Figura 8. Efeitos das dietas padrão, balanceada, balanceada com leite condensado ad libitum, 

hiperlipídica e hiperlipídica com leite condensado ad libitum sobre o peso dos 
depósitos de gordura de camundongos C57Bl/6 tratados durante 12 semanas. A Figura 
apresenta os pesos absolutos da gordura mesentérica (A), gordura epididimal (B), gordura 
retroperitoneal (C) e tecido adiposo marrom (D) em gramas. Os resultados estão 
apresentados como média ± erro padrão da média. Padrão = dieta comercial para roedores 
(Nuvilab) (n=13); DB  = dieta balanceada (n=13); DB + LC = dieta balanceada e leite 
condensado ad libitum (n=13); HFD = dieta hiperlipídica (n=13); HFD + LC = dieta 
hiperlipídica e leite condensado ad libitum (n=11). * p<0.05 vs DB; φ p<0.05 vs DB + LC; 
# p<0.05 vs HFD.  

 

 Os animais mantidos em dieta padrão comercial apresentaram maior (em 20%) peso 

relativo do coração (peso do órgão/peso corporal) comparado ao grupo DB (Figura 9B). Os 

pesos absoluto e relativo do fígado dos animais do grupo PADRAO foram 10% e 20%, 

respectivamente, mais elevados em relação aos animais alimentados com dieta balanceada 

(Figuras 9C e 9D, respectivamente). Os grupos DB + LC, HFD + LC e HFD apresentaram 

peso absoluto do coração entre 10% e 20% maior que os grupos DB e DB + LC mas o peso 

em relação à massa corpórea não foi significativamente diferente entre os tratamentos, 

indicando que as dietas hipercalóricas não induziram hipertrofia cardíaca (Figura 9A). 

 Os pesos absoluto e relativo do fígado dos animais que receberam leite condensado e 

dieta balanceada foram 56,5% e 25% vezes maior, respectivamente, comparados ao grupo DB 

(Figuras 9C e 9D, respectivamente). No grupo que recebeu dieta hiperlipídica, apenas o peso 
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absoluto do fígado foi 51% maior que no grupo DB (Figura 9C), entretanto, quando 

normalizado pelo peso corporal, não houve diferença significativa (Figura 9D). 

 

 

           

              
Figura 9.  Efeitos das dietas padrão, balanceada, balanceada com leite condensado ad libitum, 

hiperlipídica e hiperlipídica com leite condensado ad libitum sobre o peso do coração 
e fígado de camundongos C57Bl/6 tratados durante 12 semanas. A Figura apresenta o 
peso absoluto do coração (A), o peso do coração normalizado pela massa corpórea (B), o 
peso absoluto do fígado (C) e o peso do fígado normalizado pela massa corpórea (D) em 
gramas. Os resultados estão apresentados como média ± erro padrão da média. Padrão = 
dieta comercial para roedores (Nuvilab) (n=13); DB  = dieta balanceada (n=11); DB + LC 
= dieta balanceada e leite condensado ad libitum (n=12 - 13); HFD = dieta hiperlipídica 
(n=10 - 11); HFD + LC = dieta hiperlipídica e leite condensado ad libitum (n=11). * 
p<0.05 vs DB; φ p<0.05 vs DB + LC; # p<0.05 vs HFD. 

 

Os animais que receberam dieta balanceada e leite condensado apresentaram aumento 

de 2,3 vezes na atividade da enzima hepática aspartato aminotranferase (AST) no soro 

comparado ao grupo que recebeu apenas dieta balanceada (Figura 10A). Não houve diferença 

significativa entre os outros grupos quanto à atividade da AST (Figura 10A) e da alanina 

aminotransferase (ALT) (Figura 10B).  
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Figura 10.  Efeitos das dietas padrão, balanceada, balanceada com leite condensado ad libitum, 

hiperlipídica e hiperlipídica com leite condensado ad libitum sobre a atividade das 
enzimas hepáticas aspartato aminotransferase (AST) (A) e alanina amino 
transferase (ALT) (B) no soro de camundongos C57Bl/6 tratados durante 12 
semanas. O sangue foi coletado após 4 horas de restrição alimentar e processado para 
mensuração dos parâmetros séricos. Os resultados estão apresentados como média ± erro 
padrão da média. Padrão = dieta comercial para roedores (Nuvilab) (n=12); DB  = dieta 
balanceada (n=12 - 13); DB + LC = dieta balanceada e leite condensado ad libitum 
(n=11); HFD = dieta hiperlipídica (n=10); HFD + LC = dieta hiperlipídica e leite 
condensado ad libitum (n=11). * p<0.05 vs DB; φ p<0.05 vs DB + LC; # p<0.05 vs HFD. 

 

Ao final das 12 semanas, o sangue dos animais com restrição alimentar de 3 a 4 horas 

foi coletado apos o sacrifício dos animais, para determinação dos parâmetros séricos. Os 

animais alimentados com dieta padrão comercial apresentaram redução nas concentrações 

séricas de glicose (em 20%), colesterol total (em 40%) e LDL-colesterol (em 59%) em 

relação ao grupo DB (Figuras 11A, 11B e 11C, respectivamente). A oferta de leite 

condensado para os animais alimentados com dieta balanceada aumentou a concentração de 

colesterol total no soro em 35% comparado ao grupo DB (Figura 11B).  

Os animais que receberam dieta hiperlipídica apresentaram aumento de 46% na 

glicemia de jejum e nas concentrações séricas de colesterol total e 64% de LDL-colesterol em 

relação ao grupo DB (Figuras 11A, 11B e 11C, respectivamente). A dieta hiperlipídica com 

oferta de leite condensado elevou em 29% a concentração sérica de triacilgliceróis em relação 

ao grupo DB + LC e reduziu em 18% LDL-colesterol comparado ao grupo HFD (Figuras 11D 

e 11C, respectivamente). 

A análise por two-way ANOVA indicou interação entre a dieta e o consumo de leite 

condensado sobre a glicemia (p = 0,0182; Quadro 6), colesterol total (p = 0,0056; Quadro 6) e 

LDL-colesterol no soro (p<0,0001; Quadro 6). 
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Figura 11.  Efeitos das dietas padrão, balanceada, balanceada com leite condensado ad libitum, 

hiperlipídica e hiperlipídica com leite condensado ad libitum sobre (A) glicemia, (B) 
colesterol total, (C) lipoproteína de baixa densidade (LDL) e (D) triaciligliceróis no 
soro de camundongos C57Bl/6 tratados durante 12 semanas. O sangue foi coletado 
após 4 horas de restrição alimentar e processado para determinação dos parâmetros 
plasmáticos. Os resultados estão apresentados como média ± erro padrão da média. 
Padrão = dieta comercial para roedores (Nuvilab) (n=13); DB  = dieta balanceada (n=13); 
DB + LC = dieta balanceada e leite condensado ad libitum (n=13); HFD = dieta 
hiperlipídica (n=13); HFD + LC = dieta hiperlipídica e leite condensado ad libitum 
(n=12). * p<0.05 vs DB; φ p<0.05 vs DB + LC; # p<0.05 vs HFD.  
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6.1.2 Teste de tolerância à glicose (GTT) 

 

Ao final das 12 semanas de tratamento, os animais foram submetidos ao teste de 

tolerância à glicose (GTT). Os valores glicêmicos obtidos após sobrecarga de glicose foram 

utilizados para construir a curva de decaimento da concentração de glicose no soro (Figura 

12A) e calcular a área incremental sob a curva (Figura 12B). Os animais dos grupos BD + LC 

e HFD apresentaram aumento de 77% e 74%, respectivamente, na área incremental sob a 

curva da glicose sérica em relação aos animais alimentados com dieta balanceada, indicando 

maior intolerância à glicose (Figura 12B). Os animais que receberam dieta hiperlipídica e 

oferta de leite condensado apresentaram aumento de 30% na área sob a curva da glicose em 

relação aos grupos DB + LC e HFD (Figura 12B).  

 

      
Figura 12.  Efeitos das dietas padrão, balanceada, balanceada com leite condensado ad libitum, 

hiperlipídica e hiperlipídica com leite condensado ad libitum sobre a concentração 
sérica de glicose em animais C57Bl/6J (A) e a área incremental da glicose sérica (B) 
após tratamento de 12 semanas. O teste de tolerância à glicose foi realizado na última 
semana de tratamento após 6 horas de restrição alimentar e administração de 2 g/Kg p.c. 
de glicose, via intraperitoneal, e coleta de sangue via caudal para determinação da 
glicose sérica nos períodos de 0, 15, 30, 45, 60 e 90 minutos. Padrão = dieta comercial 
para roedores (Nuvilab) (n=13); DB  = dieta balanceada (n=12); DB + LC = dieta 
balanceada e leite condensado ad libitum (n=13); HFD = dieta hiperlipídica (n=13); 
HFD + LC = dieta hiperlipídica e leite condensado ad libitum (n=12). * p<0.05 vs DB; φ 
p<0.05 vs DB + LC; # p<0.05 vs HFD.  
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6.1.3 Teste de tolerância à insulina 

 

Com os valores glicêmicos obtidos no teste de tolerância à insulina foi construída a 

curva de decaimento das concentrações séricas de glicose (Figuras 13A) e calculou-se a 

constante de decaimento (kITT) (Figura 13B). Os animais que receberam a dieta padrão 

apresentaram taxa de decaimento de glicose 19% menor que o grupo que recebeu dieta 

balanceada (Figura 13B). O grupo HFD + LC demonstrou redução de 31% no kITT em 

relação ao grupo BD + LC e 40% comparado ao HFD (Figura 13B). Apesar de não ter sido 

observada diferença significativa no pós-teste de Bonferroni nos grupos DB + LC e HFD 

(Figura 13B), a análise por two-way ANOVA indica a existência de interação entre a dieta e a 

oferta de leite condensado (p = 0,0229; Quadro 6).  

 

 

          
 
Figura 13.  Efeitos das dietas padrão, balanceada, balanceada com leite condensado ad libitum, 

hiperlipídica e hiperlipídica com leite condensado ad libitum sobre os valores 
glicêmicos (A) e a taxa de decaimento da glicemia (B) em camundongos C57Bl/6J 
tratados durante 12 semanas. O teste de tolerância à insulina foi realizado na última 
semana de tratamento com a administração de 0,75 mU/por grama de massa corpórea de 
insulina após 6 horas de jejum, via intraperitoneal, e coleta de sangue via caudal para 
determinação da glicose, antes e após a injeção de insulina nos períodos de 10, 20, 30, 40, 
50 e 60 minutos. Os resultados estão apresentados como média ± erro padrão da média. 
Padrão = dieta comercial para roedores (Nuvilab) (n=13); DB  = dieta balanceada (n=13); 
DB + LC = dieta balanceada e leite condensado ad libitum (n=13); HFD = dieta 
hiperlipídica (n=13); HFD + LC = dieta hiperlipídica e leite condensado ad libitum 
(n=12). * p<0.05 vs DB; φ p<0.05 vs DB + LC; # p<0.05 vs HFD. 

 

A insulinemia de jejum dos animais alimentados com dieta padrão foi 30% maior que 

nos alimentados com dieta balanceada (Figura 14A). As dietas ricas em açúcar (DB + LC) ou 

gordura (HFD) elevaram a insulinemia em 3,5 vezes (two-way ANOVA; p< 0,0007; Quadro 

6). O consumo de leite condensado associado à dieta hiperlipídica por 8 semanas aumentou a 

insulinemia em 2,1 vezes em relação aos grupos HFD e DB + LC (Figura 14A).  
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 O índice HOMA-IR, que indica resistência à insulina por cálculo baseado na 

insulinemia e glicemia de jejum, foi 3,5 e 4 vezes mais elevado nos grupos DB + LC e HFD, 

respectivamente, em relação aos animais alimentados com dieta balanceada (two-way 

ANOVA; p< 0,0016; Quadro 6). Os animais do grupo HFD + LC apresentaram aumento de 

2,3 e 2,7 vezes em relação a HFD e DB + LC, respectivamente (Figura 14B). 

 

 

           
 
Figura 14.  Efeitos das dietas padrão, balanceada, balanceada com leite condensado ad libitum, 

hiperlipídica e hiperlipídica com leite condensado ad libitum sobre os valores de 
insulinemia (A) e o índice HOMA-IR (B) em camundongos C57Bl/6J tratados 
durante 12 semanas. A insulina foi determinada por ELISA no soro coletado por via 
caudal na última semana de tratamento após 6 horas de jejum (tempo de restrição 
alimentar determinado para os testes de tolerância à glicose e à insulina realizados na 
semana anterior ao sacrifício dos animais). O índice HOMA-IR (Homeostatic Model 
Assessment – Insulin Resistance) foi calculado pela fórmula: insulina (mU/L) x glicemia 
(mmol/L) /22,5 e indica resistência à insulina. Os resultados estão apresentados como 
média ± erro padrão da média. Padrão = dieta comercial para roedores (Nuvilab) (n=13); 
DB  = dieta balanceada (n=13); DB + LC = dieta balanceada e leite condensado ad 
libitum (n=13); HFD = dieta hiperlipídica (n=13); HFD + LC = dieta hiperlipídica e leite 
condensado ad libitum (n=12). * p<0.05 vs DB; φ p<0.05 vs DB + LC; # p<0.05 vs HFD. 
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6.1.4 Conteúdo de citocinas inflamatórias no tecido adiposo epididimal 

 

 No homogenato do tecido adiposo epididimal, determinou-se o conteúdo das citocinas 

inflamatórias IL-6, IL-10, TNF-α e IL1-β (Figuras 15A, 15B, 15C e 15D, respectivamente), 

moléculas de adesão intercelular (ICAM-1) e vascular (VCAM-1) (Figuras 15E e 15F, 

respectivamente), adiponectina (Figura 15G) e leptina (Figura 15H) pelo método de ELISA. 

 O tecido adiposo epididimal dos animais alimentados com dieta padrão comercial para 

roedores apresentou menor conteúdo de VCAM-1 (37%) e leptina (58%) comparado ao tecido 

dos animais alimentados com dieta balanceada (Figuras 15E e 15H, respectivamente).  

 Conforme o Quadro 6, o consumo de leite condensado associado à dieta balanceada 

levou ao aumento de IL-6 em 72% (two-way ANOVA; p = 0,0002), TNF-α em 93% (two-

way ANOVA; p = 0,0062), IL-1β em 43 % (two-way ANOVA; p = 0,0035), VCAM-1 em 

72,5% (two-way ANOVA; p = 0,001), ICAM-1 em 80% (two-way ANOVA; p = 0,0044) e 

leptina em 4,4 vezes (two-way ANOVA; p< 0,0001). No tecido adiposo epididimal dos 

animais alimentados com dieta rica em gordura, em relação à dieta balanceada, foi observado 

aumento de 37% nos conteúdos de IL-6 e IL-1β (two-way ANOVA; p = 0,0091 e p = 0,0054, 

respectivamente) e de 2,9 vezes de leptina (two-way ANOVA; p = 0,0002). 

Os animais que receberam dieta hiperlipídica e leite condensado apresentaram 

aumento de 49% no conteúdo de IL-6, 65% de IL-10, 2 vezes de IL-1β e 3,3 vezes de leptina 

em relação ao grupo DB + LC (Figuras 15A, 15B, 15D e 15H, respectivamente). Em relação 

ao grupo HFD, a oferta de leite condensado elevou o conteúdo de IL-6 (1,9 vezes), IL-10 (2,3 

vezes), TNF-α (2,6 vezes), IL-1β (2,1 vezes), VCAM-1 (2,3 vezes), ICAM-1 (2,1 vezes) e 

leptina (5,1 vezes) (Figuras 15A, 15B, 15C, 15D, 15E, 15F, 15H, respectivamente). Não 

houve diferença significativa no conteúdo de adiponectina do tecido adiposo epididimal entre 

os grupos estudados (Figura 15E).  

De acordo com o Quadro 6, a análise por two-way ANOVA indicou interação entre a 

dieta e o consumo de leite condensado nos conteúdos de IL-10 (p = 0,0028) e leptina (p = 

0,0054) no tecido adiposo epididimal. 
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Figura 15.  Efeitos das dietas padrão, balanceada, balanceada com leite condensado ad libitum, 

hiperlipídica e hiperlipídica com leite condensado ad libitum sobre os conteúdos de 
IL-6 (A), IL-10 (B), TNF-α  (C), IL-1β  (D), VCAM-1 (E), ICAM-1 (F), adiponectina 
(G) e leptina (H) no tecido adiposo epididimal de camundongos C57Bl/6J tratados 
durante 12 semanas. O macerado de tecido adiposo epididimal (100 mg) foi 
homogeneizado em tampão fosfato-salina contendo inibidor de protease e o sobrenadante 
foi utilizado para ensaio por ELISA. Os resultados estão apresentados como média ± erro 
padrão da média. Padrão = dieta comercial para roedores (Nuvilab) (n=6); DB  = dieta 
balanceada (n=5); DB + LC = dieta balanceada e leite condensado ad libitum (n=7); HFD 
= dieta hiperlipídica (n=4); HFD + LC = dieta hiperlipídica e leite condensado ad libitum 
(n=5). * p<0.05 vs DB; φ p<0.05 vs DB + LC; # p<0.05 vs HFD.  
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6.1.5 Expressão dos genes F4/80, IL-1β, TNF-α, TLR-4, adiponectina e leptina no tecido 
adiposo epididimal 

 

 A partir de 100 miligramas de tecido adiposo epididimal avaliou-se a expressão dos 

seguintes genes inflamatórios: F4/80, IL-1β, TNF-α, TLR-4, adiponectina e leptina (Figuras 

16A, 16B, 16C, 16D, 16E e 16F, respectivamente) pelo método de reação em cadeia da 

polimerase em tempo real (RT-PCR). 

 Os animais que receberam dieta balanceada e leite condensado apresentaram aumento 

de 2,3 vezes na expressão de F4/80 e de 3,3 vezes de leptina em relação ao grupo DB (Figuras 

16A e 16F, respectivamente). A proteína F4/80 indica aumento de infiltração de macrófagos e 

processo inflamatório, enquanto a leptina, hormônio produzido principalmente pelos 

adipócitos, aumenta com a obesidade e causa saciedade. O aumento no conteúdo de RNA 

mensageiro dessas duas proteínas, F4/80 e leptina, no tecido adiposo epididimal indica estado 

inflamatório induzido pelo consumo de açúcar (DB + LC). 

O grupo HFD apresentou redução de 46% na expressão de RNA mensageiro de 

adiponectina e aumento de 4,2 vezes na expressão de F4/80 e de 2,3 vezes de leptina, em 

relação ao grupo DB (Figuras 16E, 16A e 16F, respectivamente). Os animais do grupo HFD + 

LC apresentaram aumento de 2,3 vezes na expressão de F4/80 e redução de 38%  na 

expressão de leptina em relação ao DB + LC (Figuras 16A e 16F, respectivamente). Não se 

observou diferença significativa na expressão dos genes IL-1β, TNF-α, TLR-4 e adiponectina 

(Figuras 16B, 16C e 16D respectivamente). 
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Figura 16.  Efeitos das dietas padrão, balanceada, balanceada com leite condensado ad libitum, 

hiperlipídica e hiperlipídica com leite condensado ad libitum sobre a expressão de 
genes inflamatórios no tecido adiposo epididimal de camundongos C57Bl/6J 
tratados durante 12 semanas. O tecido adiposo epididimal dos animais foi triturado e 
100 mg do macerado foram utilizados para extração de RNA mensageiro. Os conteúdos 
de RNA mensageiro dos genes F4/80 (A; n=5-16), IL-1β  (B; n=4-7), TNF-α (C; n=4-7), 
TLR-4 (D; n=4-7), adiponectina (E; n=4-16) e leptina (F; n=4-16) foram determinados 
por RT-PCR. Os resultados estão apresentados como média ± erro padrão da média. 
Padrão = dieta comercial para roedores (Nuvilab); DB  = dieta balanceada; DB + LC = 
dieta balanceada e leite condensado ad libitum; HFD = dieta hiperlipídica; HFD + LC = 
dieta hiperlipídica e leite condensado ad libitum. * p<0.05 vs DB; φ p<0.05 vs DB + LC; 
# p<0.05 vs HFD. 
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6.1.6 Conteúdos de ICAM-1, VCAM-1, IL-1β, IL-6 e TNF-α na aorta torácica 

 

 Após 12 semanas de tratamento, os animais foram sacrificados e a aorta torácica 

dissecada da gordura perivascular e congelada em nitrogênio líquido. No homogenato da 

aorta, realizou-se a determinação das moléculas de adesão intercelular (ICAM-1) e vascular 

(VCAM-1) (Figuras 17A e 17B, respectivamente) e das citocinas inflamatórias IL1-β, IL-6 e 

TNF-α (Figuras 17C, 17D e 17E, respectivamente) por ELISA.  

 Não houve diferença significativa nos conteúdos de ICAM-1, VCAM-1 e IL-1β na 

aorta torácica dos grupos estudados (Figuras 17A, 17B e 17C, respectivamente). 

 Os animais que receberam leite condensado e dieta balanceada apresentaram redução 

nos conteúdos de IL-6 em 94% (Figura 17D) e de TNF-α em 53% (two-way ANOVA; p = 

0,0035; Quadro 6) na aorta torácica em relação ao grupo DB.  

 A aorta dos animais que receberam dieta hiperlipídica e leite condensado apresentou 

redução de 46% nos conteúdos de IL-6 (two-way ANOVA; p = 0,0035; Quadro 6; Figura 

17D) e de 74% de TNF-α (Figura 17E) em relação ao grupo HFD. O grupo HFD + LC 

também apresentou redução de 34% no conteúdo de IL-6 (two-way ANOVA; p = 0,0035; 

Quadro 6; Figura 17D) comparado ao DB + LC. 
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Figura 17.  Efeitos das dietas padrão, balanceada, balanceada com leite condensado ad libitum, 
hiperlipídica e hiperlipídica com leite condensado ad libitum sobre o conteúdo de 
ICAM-1 (A), VCAM-1 (B), IL-1β  (C), IL-6 (D) e TNF-α  (E) na aorta torácica de 
camundongos C57Bl/6J tratados durante 12 semanas. A aorta torácica foi 
homogeneizada em tampão fosfato-salina contendo inibidor de protease e o sobrenadante 
foi utilizado para ensaio por ELISA. Os resultados estão apresentados como média ± erro 
padrão da média. Padrão = dieta comercial para roedores (Nuvilab) (n=7); DB  = dieta 
balanceada (n=5); DB + LC = dieta balanceada e leite condensado ad libitum (n=7); HFD 
= dieta hiperlipídica (n=4); HFD + LC = dieta hiperlipídica e leite condensado ad libitum 
(n=6). * p<0.05 vs DB; # p<0.05 vs HFD. 
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6.1.7 Conteúdos de ICAM-1, VCAM-1, IL1-β, IL-6, TNF-α, IL-10, adiponectina e leptina na 
gordura perivascular da aorta torácica 

 

A gordura perivascular que recobre a aorta torácica foi retirada cuidadosamente e 

congelada em nitrogênio líquido. No homogenato da gordura perivascular, determinou-se a 

quantidade de moléculas de adesão intercelular (ICAM-1) e vascular (VCAM-1) (Figuras 

18A e 18B, respectivamente), citocinas inflamatórias IL-1β, IL-6, TNF-α e IL-10 (Figuras 

18C, 18D, 18E e 18F, respectivamente), adiponectina (Figura 18E) e leptina (Figura 18H) por 

ELISA.  

 Os animais alimentados com dieta padrão comercial para roedores apresentaram 

aumento no conteúdo de ICAM-1 (38,5%), IL-6 (23%) e leptina (40%) e redução de IL-10 

(12%) na gordura perivascular em relação ao grupo DB (Figuras 18A, 18D e 18H, 

respectivamente). O grupo DB + LC apresentou redução no conteúdo de VCAM-1 26,5% 

comparado ao DB (Figura 18B). 

 O grupo HFD apresentou redução de 11% no conteúdo de IL-6 (two-way ANOVA; p 

= 0,0276; Quadro 6), 8% de TNF-α (two-way ANOVA; p = 0,0149; Quadro 6) e 27% no 

conteúdo de IL-10 (Figuras 18D, 18E e 18F, respectivamente) em relação aos animais com 

dieta balanceada. O grupo HFD + LC apresentou menor conteúdo de IL-6 (29 %), TNF-α 

(25%) e IL-10 (34%) em relação ao DB + LC (Figuras 18D, 18E e 18F, respectivamente). O 

consumo de leite condensado pelo grupo HFD reduziu o conteúdo de VCAM-1 em 11% (two-

way ANOVA; p = 0,0017; Quadro 6) em relação ao HFD (Figura 18B). 

Não houve diferença significativa nos conteúdos de IL1-β e adiponectina na gordura 

perivascular da aorta torácica entre os grupos estudados (Figuras 18C e 18G, 

respectivamente). 
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Figura 18.  Efeitos das dietas padrão, balanceada, balanceada com leite condensado ad libitum, 

hiperlipídica e hiperlipídica com leite condensado ad libitum sobre os conteúdos de 
ICAM-1 (A), VCAM-1 (B), IL-1β  (C), IL-6 (D), TNF-α  (E), IL-10 (F), adiponectina 
(G) e leptina (H) na gordura perivascular da aorta torácica de camundongos 
C57Bl/6J tratados durante 12 semanas. A gordura perivascular da aorta foi 
homogeneizada em tampão fosfato-salina contendo inibidor de protease e o sobrenadante 
utilizado para ensaio por ELISA. Os resultados estão apresentados como média ± erro 
padrão da média. Padrão = dieta comercial para roedores (Nuvilab) (n=7); DB  = dieta 
balanceada (n=5); DB + LC = dieta balanceada e leite condensado ad libitum (n=7); HFD 
= dieta hiperlipídica (n=4); HFD + LC = dieta hiperlipídica e leite condensado ad libitum 
(n=6). * p<0.05 vs DB; φ p<0.05 vs DB + LC. 
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Quadro 5. Resumo das comparações entre padrão versus balanceada (DB), balanceada com leite 
condensado ad libitum (DB + LC) versus DB, hiperlipídica (HFD) versus DB, hiperlipídica com leite 
condensado ad libitum (HFD + LC) versus HFD e HFD + LC versus DB + LC, descritas no item 5.1 
de Resultados.	
  

 PADRAO vs 

DB 

DB + LC vs DB HFD vs DB HFD + LC vs 

HFD 

HFD + LC vs  

DB + LC 

Δ  Peso Corporal    ----  

Consumo Alimentar      

Consumo Calórico -----     

Eficiência Energética -----  ----- ----  

Gordura Mesentérica  -----    

Gordura Retroperitoneal      

Gordura Epididimal -----   -----  

Tecido Adiposo Marrom     ---- 

Fígado/Peso corporal   ----- ---- ---- 

Coração/Peso corporal  ----- ----- ---- ---- 

AST -----  ----- ---- ---- 

Glicemia Sérica  -----  ---- ---- 

Colesterol Total Sérico    ---- ---- 

LDL-colesterol Sérico  -----   ---- 

Triacilgliceróis Séricos ----- ----- ----- ----  

Intolerância à glicose (GTT) -----     

Intolerância à insulina (ITT)  ----- -----   

Insulinemia  ----- -----   

HOMA-IR ----- ----- -----   

IL-6 (Conteúdo Protéico – Tecido 
Adiposo Epididimal) 

----- ----- -----   

IL-10 (Conteúdo Protéico – Tecido 
Adiposo Epididimal) 

----- ----- -----   

TNF-α  (Conteúdo Protéico – Tecido 
Adiposo Epididimal) 

----- ----- -----  ----- 

IL-1β  (Conteúdo Protéico – Tecido 
Adiposo Epididimal) 

----- ----- -----   

ICAM-1 (Conteúdo Protéico – 
Tecido Adiposo Epididimal) 

----- ----- -----  ----- 

VCAM-1 (Conteúdo Protéico – 
Tecido Adiposo Epididimal) 

 ----- -----  ----- 

Leptina (Conteúdo Protéico – Tecido 
Adiposo Epididimal) 

 ----- -----   

F4/80 (Expressão Gênica – Tecido 
Adiposo Epididimal) 

-----   -----  

Leptina (Expressão Gênica – Tecido 
Adiposo Epididimal) 

-----   -----  

Adiponectina (Expressão Gênica – 
Tecido Adiposo Epididimal) 

----- -----  ----- ----- 

TNF-α  (Conteúdo Protéico – Aorta 
Torácica) 

----- ----- -----  ----- 

IL-6 (Conteúdo Protéico – Gordura 
Perivascular) 

 ----- ----- -----  

TNF-α  (Conteúdo Protéico – Gordura 
Perivascular) 

----- ----- ----- -----  

IL-10 (Conteúdo Protéico – Gordura 
Perivascular) 

 -----  -----  

ICAM-1 (Conteúdo Protéico – 
Gordura Perivascular) 

 ----- ----- ----- ----- 

Leptina (Conteúdo Protéico – 
Gordura Perivascular) 

 ----- ----- ----- ----- 

Abreviaturas: DB = dieta balanceada; DB + LC = dieta balanceada com oferta de leite condensado ad libitum; HFD  = dieta hiperlipídica; 
HFD + LC = dieta hiperlipídica com oferta de leite condensado ad libitum; IL = interleucina; TNF-α = fator de necrose tumoral α; ICAM-1 
= molécula de adesão intercelular 1. 
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Quadro 6. Interações entre os fatores dieta e leite condensado analisada pelo teste two-way ANOVA e 
descritas no Item 5.1 de Resultados. 

 Interação Fator Dieta Fator Leite Condensado 

Δ  Peso Corporal ----- F(1, 46) = 66,43; p<0,0001 F(1, 46) = 26,31; p<0,0001 

Consumo Alimentar F(1, 92) = 13,68; p = 0,0004 F(1, 92) = 27,12; p<0,0001 F(1, 92) = 80,51; p<0,0001 

Consumo Calórico F(1, 67) = 4,051; p = 0,0482 F(1, 67) = 72,53; p<0,0001 F(1, 67) = 63,39; p<0,0001 

Eficiência Energética ----- F(1, 59) = 31,31; p<0,0001 F(1, 59) = 4,094; p = 0,0476 

Gordura Mesentérica ----- F(1, 46) = 30,06; p<0,0001 F(1, 46) = 10,72; p = 0,002 

Gordura Retroperitoneal ----- F(1, 46) = 96,1; p<0,0001 F(1, 46) = 55,47; p<0,0001 

Gordura Epididimal F(1, 46) = 6,901; p = 0,0117 F(1, 46) = 52,93; p<0,0001 F(1, 46) = 12,31; p = 0,001 

Tecido Adiposo Marrom ----- F(1, 42) = 8,389; p = 0,006 F(1, 42) = 32,25; p<0,0001 

Fígado/Peso corporal F(1, 41) = 6,171; p = 0,0172 ----- ----- 

Coração/Peso corporal ----- F(1, 41) = 5,108; p = 0,0295 ----- 

AST ----- ----- F(1, 40) = 12,89; p = 0,0009 

Glicemia Sérica F(1, 47) = 5,988; p = 0,0182 F(1, 47) = 21,7; p<0,0001 ----- 

Colesterol Total Sérico F(1, 46) = 8,451; p = 0,0056 F(1, 46) = 32,33; p<0,0001 F(1, 46) = 13,41; p = 0,0006 

LDL-colesterol Sérico F(1, 46) = 7,813; p<0,0001 F(1, 46) = 22,41; p = 0,0075 ----- 

Triacilgliceróis Séricos ----- F(1, 46) = 5,383; p = 0,0248 ----- 

Intolerância à glicose (GTT) ----- F(1, 46) = 25,62; p<0,0001 F(1, 46) = 23,72; p<0,0001 

Intolerância à insulina (ITT) F(1, 47) = 5,536; p<0,0229 ----- F(1, 47) = 15,21; p<0,0003 

Insulinemia ----- F(1, 43) = 13,96; p<0,0005 F(1, 43) = 13,27; p<0,0007 

HOMA-IR ----- F(1, 42) = 14,84; p<0,0004 F(1, 42) = 11,35; p = 0,0016 

IL-6 (Conteúdo Protéico – Tecido 
Adiposo Epididimal) 

----- F(1, 17) = 8,662; p = 0,0091 F(1, 17) = 21,44; p = 0,0002 

IL-10 (Conteúdo Protéico – Tecido 
Adiposo Epididimal) 

F(1, 17) = 12,13; p = 0,0028 ----- F(1, 17) = 10,2; p = 0,0053 

TNF-α  (Conteúdo Protéico – Tecido 
Adiposo Epididimal) 

----- ----- F(1, 17) = 9,731; p = 0,0062 

IL-1β  (Conteúdo Protéico – Tecido 
Adiposo Epididimal) 

----- F(1, 17) = 10,15; p = 0,0054 F(1, 17) = 11,47; p = 0,0035 

ICAM-1 (Conteúdo Protéico – 
Tecido Adiposo Epididimal) 

----- ----- F(1, 18) = 10,61; p = 0,0044 

VCAM-1 (Conteúdo Protéico – 
Tecido Adiposo Epididimal) 

----- ----- F(1, 17) = 15,6; p = 0,001 

Leptina (Conteúdo Protéico – 
Tecido Adiposo Epididimal) 

F(1, 18) = 9,975; p = 0,0054 F(1, 18) = 21,07; p = 0,0002 F(1, 18) = 33,34; p<0,0001 

F4/80 (Expressão Gênica – Tecido 
Adiposo Epididimal) 

----- F(1, 38) = 21,67; p<0,0001 ----- 

Leptina (Expressão Gênica – Tecido 
Adiposo Epididimal) 

F(1, 23) = 18,99; p = 0,0001 ----- F(1, 23) = 12,95; p = 0,0009 

Adiponectina (Expressão Gênica – 
Tecido Adiposo Epididimal) 

----- F(1, 23) = 10,53; p = 0,0025 ----- 

TNF-α  (Conteúdo Protéico – Aorta 
Torácica) 

----- ----- F(1, 18) = 11,28; p = 0,0035 

IL-6 (Conteúdo Protéico – Gordura 
Perivascular) 

----- ----- F(1, 18) = 11,28; p = 0,0035 

TNF-α  (Conteúdo Protéico – 
Gordura Perivascular) 

----- ----- ----- 

IL-10 (Conteúdo Protéico – Gordura 
Perivascular) 

----- -----  

ICAM-1 (Conteúdo Protéico – 
Gordura Perivascular) 

----- ----- ----- 

Leptina (Conteúdo Protéico – 
Gordura Perivascular) 

----- ----- ----- 

Abreviaturas: AST = aspartato aminotranferase (enzima hepática); HOMA-IR = índice de resistência à insulina; IL = interleucina; TNF-α = 
fator de necrose tumoral α; ICAM-1 = molécula de adesão intercelular 1. 
 

 

 

 



73 
 

6.2 Efeitos da suplementação com óleo de peixe associada às dietas balanceada ou 
hiperlipídica  

 

6.2.1 Composição lipídica e razão de ácidos graxos n-6/n-3 no fígado e plasma de 
camundongos C57Bl/6J alimentados com dieta balanceada 

 

 A suplementação com óleo de peixe por 12 semanas não alterou o ganho de peso, peso 

dos depósitos de gordura (gorduras mesentérica e epididimal), insulinemia, índice HOMA-IR 

e os testes de tolerância à glicose e resistência à insulina dos animais alimentados com dieta 

balanceada (Tabela 3). Entretanto, a suplementação com óleo de peixe associada a dieta 

balanceada reduziu o LDL-colesterol em 40% e a glicemia em 8,5%, sem alterar os valores de 

colesterol total, triacilgliceróis e HDL-colesterol (Tabela 3).  

A porcentagem de gordura no fígado aumentou (em 65%) com a suplementação 

(Figura 19A), com diminuição de MUFAs em 17,2% e aumento de AG saturados em 13% e 

de PUFAs n-3 em 2,5 vezes (Figura 19B). 

A suplementação com óleo de peixe não alterou o conteúdo total de lipídeos no 

plasma dos animais alimentados com dieta balanceada (Figura 19C), mas modificou a 

quantidade dos ácidos graxos individualmente: reduziu os AG saturados em 12,5%, PUFAs n-

6 em 21,8%, AG trans em 14,6% e aumentou os PUFAs em 25% e AGPI n-3 em 3,14 vezes 

(Figura 19D).  

 A razão entre PUFAs n-6 e n-3 diminuiu em 64% no fígado e em 75% no soro de 

animais suplementados com óleo de peixe e alimentados com dieta balanceada (Figuras 19E e 

19F, respectivamente). 
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Tabela 3. Parâmetros metabólicos de camundongos C57Bl/6J alimentados com dieta 
balanceada (DB) ou hiperlipídica (HFD), suplementados ou não com óleo de peixe (OP).  

 DB DB + OP HFD HFD + OP 
Ganho de massa corpórea (g) 3,47 ± 0,37 3,42 ± 0,67 12,48 ± 0,9a 9,59 ± 0,58b,c 

Ingestão alimentar 
(g/animal/semana) 

25,2 ± 0,7 25,4 ± 0,7 16,5 ± 0,5a 15,5 ± 0,5c 

Consumo calórico 
(Kcal/animal/semana) 

93,9 ± 2,2 95,03 ± 2,4 88,8 ± 2,7 87,6 ± 5,4 

Eficiência alimentar 
(g de peso/Kcal de ração) 

0,009 ± 0,009 0,0063 ± 0,0134 0,0746 ± 0,01a 0,055 ± 0,017c 

Gordura epididimal (mg) 0,92 ± 0,11 0,88 ± 0,07 2,47 ± 0,14a 1,76 ± 0,11b,c 
Gordura mesentérica (mg) 0,34 ± 0,02 0,39 ± 0,04 0,86 ± 0,11a 0,51 ± 0,04b 

Gordura retroperitoneal (mg) 0,23 ± 0,02 0,24 ± 0,03 0,91 ± 0,11a 0,71 ± 0,08c 
Tecido adiposo marrom (mg) 0,11 ± 0,008 0,11 ± 0,008 0,16 ± 0,002a 0,12 ± 0,008b 

Estômago (mg) 0,23 ± 0,02 0,22 ± 0,02 0,24 ± 0,02 0,22 ± 0,02 
Triacilgliceróis (mg/dL) 80,2 ± 5,1 79,8 ± 7,3 67,4 ± 3,7 63,8 ± 2,5c 
Colesterol total (mg/dL) 153,1 ± 7,4 146,9 ± 12,8 194,1 ± 11,6a 135,5 ± 10,7b 
LDL-Colesterol (mg/dL) 122,3 ± 4,7 73,2 ± 8,5a 156,1 ± 9,8a 99,3 ± 4,3b 
HDL-Colesterol (md/dL) 14,94 ± 0,8 15,68 ± 1,3 15,22 ± 1,14 14,85 ± 0,7 

Glicemia (mg/dL) 183,3 ± 3,53 167,7 ± 6,5a 216,3 ± 5,4a 201,2 ± 3,6b,c 
Insulinemia (ng/mL) 0,54 ± 0,01 0,35 ± 0,06 0,93 ± 0,10a 0,81 ± 0,11c 

Índice HOMA-IR 5,18 ± 0,6 4,12 ± 1,03 13,12 ± 1,4a 8,7 ± 0,99b,c 
Suplementação oral com óleo de peixe rico em AGPI n-3 (2 g/kg de peso corporal, três vezes por semana) ou água, por 12 semanas. Os 
animais foram alimentados com dieta balanceada ou hiperlipídica a partir da quarta semana. Para o cálculo do consumo calórico 
(Kcal/semana/animal) foram consideradas as calorias presentes na quantidade de óleo de peixe utilizada na suplementação da semana, 
conforme informações fornecidas pelo fabricante: 1,804 Kcal/200 mL. Triacilgliceróis, colesterol total, HDL-colesterol, glicemia e 
insulinemia foram determinados no soro dos animais coletado após 3-4 horas de jejum, no dia do sacrifício dos animais. O LDL-colesterol 
foi calculado pela equação de Friedewald (1972). O índice HOMA-IR (Homeostatic Model Assessment – Insulin Resistance) foi calculado 
pela fórmula: insulina (mU/L) x glicemia (mmol/L) /22,5 e indica a resistência à insulina. Os resultados estão apresentados como Média ± 
EPM (n = 15 – 20). Os dados foram analisados por teste “t” de Student comparando DB vs. HFD, DB vs. DB + OP, HFD vs. HFD + OP e 
DB + OP vs. HFD + OP (a) p < 0.05 comparado com DB; (b) p < 0.05 comparado com HFD; (c) p < 0.05 comparado com DB + OP.  
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Quadro 7. Composição de ácidos graxos no fígado dos animais alimentados com dietas balanceada ou 
hiperlipídica, suplementados ou não com óleo de peixe, avaliada por cromatografia gasosa e 
apresentada em g/100g de tecido. 

Fórmula Nome DB DB + OP HFD HFD + OP 

14 : 0 Mirístico 0,027 ± 0,009 0,044 ± 0,015 0,049 ± 0,015 0,040 ± 0,009 

16 : 0 Palmítico 1,030 ± 0,289 1,918 ± 0,457 2,591 ± 0,722 2,086 ± 0,457 

16 : 1 (n-7) Hexadecenóico 0,262 ± 0,122 0,397 ± 0,202 0,171 ± 0,074 0,103 ± 0,043 

17 : 0 Margárico ⎯ 0,023 ± 0,012 0,033 ± 0,006 0,023 ± 0,012 

18 : 0 Esteárico 0,339 ± 0,042 0,663 ± 0,056 1,069 ± 0,064 1,076 ± 0,117 

18 : 1 (n-9) Oléico 1,654 ± 0,572 2,257 ± 0,733 3,256 ± 1,157 2,048 ± 0,652 

18 : 1 (n-11) Vacênico 0,241 ± 0,072 0,298 ± 0,086 0,154 ± 0,082 0,123 ± 0,031 

18 : 2 (n-6) Linoléico 0,324 ± 0,157 0,691 ± 0,162 2,435 ± 0,589 1,881 ± 0,402 

20 : 0 Eicosanóico 0,008 ± 0,002 0,016 ± 0,005 0,043 ± 0,012 0,029 ± 0,013 

18 : 3 (n-6) γ-Linolênico 0,001 ± 0,102 ⎯ 0,056 ± 0,018 0,031 ± 0,016 

20 : 1 (n-9) Eicosenóico 0,036 ± 0,017 0,048 ± 0,013 0,074 ± 0,026 0,040 ± 0,020 

18 : 3 (n-3) α-Linolênico 0,024 ± 0,014 0,025 ± 0,010 0,064 ± 0,021 0,044 ± 0,016 

20 : 2 (n-6) Eicosadienóico 0,014 ± 0,003 0,022 ± 0,019 0,048 ± 0,014 0,038 ± 0,009 

22 : 0 Docosanóico 0,027 ± 0,007 0,029 ± 0,015 0,047 ± 0,010 0,043 ± 0,024 

20 : 3 (n-6) Eicosatrienóico 0,053 ± 0,016 0,078 ± 0,017 0,097 ± 0,025 0,073 ± 0,023 

20 : 4 (n-6) Araquidônico 0,445 ± 0,108 0,532 ± 0,089 1,136 ± 0,098 0,927 ± 0,148 

20 : 5 (n-3) Eicosapentaenóico 0,012 ± 0,002 0,133 ± 0,078 0,020 ± 0,014 0,060 ± 0,046 

24 : 1 (n-9) Nervônico ⎯ ⎯ 0,046 ± 0,029 0,023 ± 0,007 

22 : 5 (n-6) Docosapentaenóico 0,055 ± 0,027 0,009 ± 0,008 0,055 ± 0,027 0,009 ± 0,008 

22 : 5 (n-3) Docosapentaenóico 0,047 ± 0,016 0,071 ± 0,049 0,047 ± 0,016 0,059 ± 0,024 

22 : 6 (n-3) Docosa-hexaenóico 0,126 ± 0,016 0,637 ± 0,119 0,480 ± 0,061 0,637 ± 0,099 

Totais 

Saturados 1,431 ± 0,281 2,670 ± 0,453 3,839 ± 0,792 3,336 ± 0,525 

Monoinsaturados 2,193 ± 0,767 2,999 ± 0,988 3,712 ± 1,306 2,349 ± 0,743 

Polinsaturados 1,075 ± 0,098 2,193 ± 0,290 4,443 ± 0,711 3,760 ± 0,561 

ω-3 0,168 ± 0,021 0,869 ± 0,232 0,616 ± 0,067 0,800 ± 0,158 

% gordura  5,166 ±  1,148 8,531 ±  1,703 12,698 ±  2,912 9,999 ±  1,867 

* Os ácidos graxos e seus respectivos valores em negrito são os mais abundantes ou que apresentaram maior 
alteração pelo tratamento. Os resultados estão apresentados como média ± erro padrão da média. DB  = dieta 
balanceada (n = 7); DB + OP = dieta balanceada e suplementação com óleo de peixe (n = 7); HFD  = dieta 
hiperlipídica (n = 8); HFD + OP = dieta hiperlipídica e suplementação com óleo de peixe (n = 8).	
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Quadro 8. Composição de ácidos graxos no soro dos animais alimentados com dietas balanceada ou 
hiperlipídica, suplementados ou não com óleo de peixe, avaliados por cromatografia gasosa e 
apresentada em g/100 mL de soro. 

Fórmula Nome DB DB + OP HFD HFD + OP 

12 : 0 Laurico 0,005 ± 0,003 0,003 ± 0,003 0,003 ± 0,003 0,004 ± 0,004 

14 : 0 Mirístico 0,006 ± 0,003 0,006 ± 0,002 0,05 ± 0,002 0,003 ± 0,003 

16 : 0 Palmítico 0,099 ± 0,038 0,097 ± 0,019 0,104 ± 0,006 0,092 ± 0,007 
16 : 1 (n-7) Hexadecenóico 0,013 ± 0,003 0,018 ± 0,004 0,005 ± 0,001 0,005 ± 0,001 

17 : 0 Margárico 0,002 ± 0,002 0,001 ± 0,001 0,001 ± 0,001 0,001 ± 0,001 

18 : 0 Esteárico 0,071 ± 0,036 0,051 ± 0,023 0,081 ± 0,010 0,068 ± 0,011 

18 : 1 (n-9) Oléico 0,075 ± 0,023 0,095 ± 0,030 0,064 ± 0,021 0,057 ± 0,015 

18 : 1 (n-11) Vacênico 0,012 ± 0,010 0,010 ± 0,011 0,005 ± 0,003 0,004 ± 0,002 

18 : 2 (n-6) Linoléico 0,078 ± 0,035 0,075 ± 0,021 0,131 ± 0,043 0,144 ± 0,031 

20 : 0 Eicosanóico ⎯ ⎯ 0,001 ± 0,002 0,001 ± 0,001 

18 : 3 (n-6) γ-Linolênico ⎯ ⎯ 0,001 ± 0,001 0,001 ± 0,001 

18 : 3 (n-3) α-Linolênico 0,001 ± 0,002 0,003 ± 0,001 0,002 ± 0,002 0,002 ± 0,001 

22 : 0 Docosanóico 0,001 ± 0,001 ⎯ 0,001 ± 0,002 0,001 ± 0,002 

20 : 3 (n-6) Eicosatrienóico 0,005 ± 0,001 0,003 ± 0,001 0,005 ± 0,002 0,006 ± 0,001 

20 : 4 (n-6) Araquidônico 0,045 ± 0,009 0,020 ± 0,005 0,093 ± 0,034 0,083 ± 0,013 

20 : 5 (n-3) Eicosapentaenóico 0,001 ± 0,001 0,011 ± 0,005 0,003 ± 0,002 0,003 ± 0,001 

24 : 1 (n-9) Nervônico 0,002 ± 0,000 0,002 ± 0,001 0,001 ± 0,001 0,002 ± 0,001 

22 : 5 (n-6) Docosapentaenóico 0,001 ± 0,002 0,001 ± 0,002 0,001 ± 0,001 ⎯ 

22 : 5 (n-3) Docosapentaenóico 0,001 ± 0,002 0,005 ± 0,004 0,001 ± 0,001 0,001 ± 0,001 

22 : 6 (n-3) Docosa-hexaenóico 0,009 ± 0,002 0,018 ± 0,004 0,019 ± 0,005 0,025 ± 0,005 

Totais 

Saturados 0,185 ± 0,082 0,157 ± 0,044 0,199 ± 0,019 0,172 ± 0,027 

Monoinsaturados 0,102 ± 0,029 0,124 ± 0,039 0,075 ± 0,023 0,068 ± 0,017 

Polinsaturados 0,143 ± 0,041 0,139 ± 0,034 0,255 ± 0,075 0,265 ± 0,039 

ω-3 0,013 ± 0,004 0,038 ± 0,010 0,025 ± 0,005 0,031 ± 0,006 

% gordura  0,462 ±  0,124 0,450 ±  0,109 0,558 ±  0,101 0,531 ±  0,049 

* Os ácidos graxos e seus respectivos valores em negrito são os mais abundantes ou que apresentaram maior 
alteração pelo tratamento. Os resultados estão apresentados como média ± erro padrão da média. DB  = dieta 
balanceada (n = 5); DB + OP = dieta balanceada e suplementação com óleo de peixe (n = 5); HFD  = dieta 
hiperlipídica (n = 5); HFD + OP = dieta hiperlipídica e suplementação com óleo de peixe (n = 5). 
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Figura 19.  Efeitos da suplementação com óleo de peixe sobre a composição de ácidos graxos no 

fígado e soro dos animais C57Bl/6J alimentados com dieta balanceada. Os lipídios 
totais foram extraídos de amostras de tecido hepático (aproximadamente 50 mg) (A e B) e 
soro (aproximadamente 100 µL) (D e E). Os AG foram metilados e a composição desses 
determinada por cromatografia gasosa como descrito em Materiais e Métodos. Os 
gráficos C e F foram obtidos da razão entre as porcentagens de PUFAs n-6 e n-3 no 
fígado e no soro, respectivamente. Os resultados estão apresentados como média ± erro 
padrão da média (n = 7 para avaliação do fígado e n = 5 para avaliação do plasma). O 
teste “t” de Student foi utilizado para análise estatística. DB  = dieta balanceada; DB + 
OP = dieta balanceada e suplementação com óleo de peixe. * p<0.05 vs DB. MUFAs = 
ácidos graxos monoinsaturados; PUFAs = ácidos graxos poliinsaturados. 
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6.2.2 Conteúdo dos marcadores inflamatórios no fígado, aorta torácica e tecido adiposo 
perivascular de animais C57Bl/6J alimentados com dieta balanceada  

 

Os animais suplementados com óleo de peixe e alimentados com dieta balanceada 

apresentaram redução na expressão de RNA mensageiro dos genes F4/80 (28%), TNF-α 

(44%) e TLR-4 (35,5%) no fígado comparado ao grupo DB (Figuras 20A, 20B e 20C, 

respectivamente).  

A aorta torácica dos animais suplementados com óleo de peixe também apresentou 

redução nos conteúdos de VCAM-1 (em 17%), IL-6 (em 31%) e IL-10 (em 39%) em relação 

ao grupo DB (Figuras 20D, 20E e 20F, respectivamente). O tecido adiposo perivascular da 

aorta torácica do grupo DB + OP apresentou diminuição dos conteúdos de adiponectina (em 

21%) e de resistina (em 48%) comparado aos animais que receberam apenas dieta balanceada 

(Figuras 20G e 20H, respectivamente). 
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Figura 20. Efeitos da suplementação com óleo de peixe sobre as proteínas inflamatórias no 

fígado, aorta torácica, gordura perivascular e tecido adiposo epididimal de animais 
C57Bl/6J alimentados com dieta balanceada. O fígado dos animais foi triturado e 
aproximadamente 20 mg utilizados para extração de RNA mensageiro. Os conteúdos de 
RNA mensageiro dos genes F4/80 (A), TNF-α (B) e TLR-4 (C) no fígado e adiponectina 
(I) no tecido adiposo epididimal foram determinados por RT-PCR. A aorta torácica e a 
gordura perivascular da aorta foram homogeneizadas em tampão fosfato-salina contendo 
inibidor de protease e o sobrenadante utilizado para ensaio colorimétrico de ELISA. 
VCAM-1 (D), IL-6 (E) e IL-10 (F) foram avaliadas na aorta torácica e adiponectina (G) e 
resistina (H) na gordura perivascular da aorta. Os resultados estão apresentados como 
média ± erro padrão da média (n = 5-10). O teste “t” de Student foi utilizado para análise 
estatística. DB = dieta balanceada; DB + OP = dieta balanceada e suplementação com 
óleo de peixe. * p<0.05 vs DB.  
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6.2.3 Massa corpórea, sensibilidade à insulina, composição de ácidos graxos e a razão de 
ácidos graxos n-6/n-3 no fígado e plasma de animais C57Bl/6J alimentados com dieta 
hiperlipídica   

 

  A suplementação com óleo de peixe por 12 semanas reduziu o ganho de peso nos 

animais alimentados por 8 semanas com dieta hiperlipídica em 23%, a gordura mesentérica 

em 41% e a gordura epididimal em 29% (Tabela 3).  

 Os valores de colesterol total e LDL-colesterol no plasma dos animais alimentados 

com dieta hiperlipídica foram reduzidos pela suplementação com óleo de peixe em 30% e 

36%, respectivamente (Tabela 3). A suplementação com óleo de peixe também reduziu a 

glicemia em 7%, sem alterar a insulina plasmática, resultando em diminuição significativa do 

índice HOMA-IR em 38% (Tabela 3). 

 A suplementação com óleo de peixe associada à dieta hiperlipídica reduziu a 

porcentagem de gordura total no fígado em 21% (Figura 21A) com alteração nos conteúdos 

individuais de ácidos graxos: redução de MUFAs em 20%, aumento de AG saturados em 

10,5% e PUFAs n-3 em 63% (Figura 21B) comparado com o grupo HFD. 

O conteúdo de lipídeos totais no soro dos animais alimentados com dieta hiperlipídica 

não foi alterado pela suplementação com óleo de peixe (Figura 21C) mas a quantidade de AG 

individuais foram modificadas: houve diminuição de AG saturados em 12,5%, de AGPI n-6 

em 21,8%, de AG trans em 14,6% e aumento de MUFAs em 4% e de PUFAs n-3 em 3,1 

vezes (Figura 21D).  

A razão entre PUFAs n-6 e n-3 no fígado e no soro dos animais suplementados com 

óleo de peixe e alimentados com dieta hiperlipídica foi reduzida em 42% e 18%, 

respectivamente (Figuras 21E e 21F, respectivamente) em relação ao grupo HFD. 
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Figura 21.  Efeitos da suplementação com óleo de peixe sobre a composição de ácidos graxos no 

fígado e soro de animais C57Bl/6J alimentados com dieta hiperlipídica. Os lipídios 
totais foram extraídos de amostras de tecido hepático (aproximadamente 50 mg) (A e B) e 
soro (aproximadamente 100 µL) (C e D). Os AG foram metilados e a composição desses 
determinada por cromatografia gasosa como descrito em Materiais e Métodos. Os 
gráficos E e F foram obtidos da razão entre a porcentagem de PUFAs n-6 e n-3 no fígado 
e soro, respectivamente. Os resultados estão apresentados como média ± erro padrão da 
média. O teste “t” de Student foi utilizado para análise estatística. HFD  = dieta 
hiperlipídica (n = 8 para avaliação do fígado e n = 5 para avaliação do plasma); HFD + 
OP = dieta hiperlipídica e suplementação com óleo de peixe (n = 10 para avaliação do 
fígado e n = 5 para avaliação do plasma). * p<0.05 vs HFD. MUFAs = ácidos graxos 
monoinsaturados; PUFAs = ácidos graxos poliinsaturados. 
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6.2.4 Marcadores inflamatórios no fígado, aorta torácica e tecido adiposo perivascular, e 
adiponectina no tecido adiposo epididimal de animais C57Bl/6J alimentados com dieta 
hiperlipídica  

 

 A suplementação com óleo de peixe associada à dieta hiperlipídica não alterou a 

expressão de RNA mensageiro de genes inflamatórios no fígado (Figuras 22A, 22B e 22C) e 

o conteúdo de proteínas inflamatórias na aorta torácica (Figuras 22D, 22E e 22F) e no tecido 

adiposo perivascular (Figuras 22G e 22H). Entretanto, doze semanas de suplementação com 

óleo de peixe aumentou a expressão do gene da adiponectina em 46% no tecido adiposo 

epididimal dos animais alimentados com dieta hiperlipídica em relação aqueles que não 

receberam suplementação (Figura 22I). 
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Figura 22. Efeitos da suplementação com óleo de peixe sobre as proteínas inflamatórias no 

fígado, aorta torácica, gordura perivascular e tecido adiposo epididimal de animais 
C57Bl/6J alimentados com dieta hiperlipídica. O fígado dos animais foi triturado e 
aproximadamente 20 mg utilizados para a extração de RNA mensageiro. Os conteúdos de 
RNA mensageiro dos genes F4/80 (A), TNF-α  (B) e TLR-4 (C) no figado e adiponectina 
(I) no tecido adiposo epididimal foram determinados por RT-PCR. A aorta torácica e a 
gordura perivascular da aorta foram homogeneizadas em tampão fosfato-salina contendo 
inibidor de protease e o sobrenadante foi utilizado para ensaio colorimétrico de ELISA. 
VCAM-1 (D), IL-6 (E) e IL-10 (F) foram avaliadas na aorta torácica e adiponectina (G) e 
resistina (H) na gordura perivascular da aorta. Os resultados estão apresentados como 
média ± erro padrão da média (n = 5-10). O teste “t” de Student foi utilizado para análise 
estatística. HFD  = dieta hiperlipídica; HFD + OP = dieta hiperlipídica e suplementação 
com óleo de peixe. * p<0.05 vs HFD.	
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6.2.5 Massa corpórea, sensibilidade à insulina, composição de ácidos graxos e a razão de 
ácidos graxos n-6/n-3 no fígado e plasma de animais C57Bl/6J alimentados com dietas 
balanceada ou hiperlipídica  

 

 A suplementação com óleo de peixe não aumentou o conteúdo total de lipídeos no 

fígado e no soro de animais alimentados com dietas balanceada ou hiperlipídica (Figuras 23A 

e 23D), mas alterou a quantidade individual dos ácidos graxos. No tecido hepático, a 

suplementação com óleo de peixe associada a dieta hiperlipídica levou ao aumento dos AG 

saturados (em 6,7%) e redução dos AG monoinsaturados (em 33%) e PUFAs n-3 (em 22%), 

em relação ao grupo DB + OP (Figura 23B). No soro, a suplementação com óleo de peixe 

reduziu os AG saturados (em 11%), MUFAs (em 55%) e PUFAs n-3 (em 31%) e aumentou 

os PUFAs n-6 (em 2 vezes) no grupo HFD + OP comparado ao DB + OP (Figura 23E). 

 A razão entre os PUFAs n-6 e n-3, indicativo de proteção cardiovascular quando 

reduzida, aumentou em 2,8 vezes quando a suplementação com óleo de peixe foi associada à 

dieta hiperlipídica em relação à dieta balanceada (Figuras 23C e 23F). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



85 
 

 
 
 

	
  	
  	
  	
   	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
   	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  
	
  

	
  	
   	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
   	
  
 

                      
 
 
Figura 23.  Efeitos da suplementação com óleo de peixe sobre a composição de ácidos graxos no 

fígado e soro de animais C57Bl/6J alimentados com dieta balanceada ou 
hiperlipídica. Os lipídios totais foram extraídos de amostras de tecido hepático 
(aproximadamente 50 mg) (A e B) e soro (aproximadamente 100 µL) (C e D). Os AG 
foram metilados e a composição desses determinada por cromatografia gasosa como 
descrito em Materiais e Métodos. Os gráficos E e F foram obtidos da razão entre a 
porcentagem de PUFAs n-6 e n-3 no fígado e soro, respectivamente. Os resultados estão 
apresentados como média ± erro padrão da média. O teste “t” de Student foi utilizado 
para análise estatística. DB + OP = dieta balanceada e suplementação com óleo de peixe 
(n = 7 para avaliação do fígado e n = 5 para avaliação do plasma); HFD + OP = dieta 
hiperlipídica e suplementação com óleo de peixe (n = 10 para avaliação do fígado e n = 5 
para avaliação do plasma). * p<0.05 vs DB + OP. MUFAs = ácidos graxos 
monoinsaturados; PUFAs = ácidos graxos poliinsaturados. 
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6.2.6 Marcadores inflamatórios no fígado e tecido adiposo perivascular, conteúdos de  
VCAM-1, IL-6 e IL-10 na aorta torácica e expressão de RNA mensageiro de 
adiponectina no tecido adiposo epididimal de animais C57Bl/6J alimentados com dieta 
hiperlipídica  

 
 A suplementação com óleo de peixe associada à dieta hiperlipídica não alterou o 

conteúdo de RNA mensageiro de F4/80, TNF-α e TLR-4 no fígado (Figuras 24A, 24B e 24C, 

respectivamente) e o conteúdo protéico de adiponectina e resistina na gordura perivascular 

(Figuras 24G e 24H, respectivamente) em relação ao grupo DB + OP. Em relação aos animais 

que receberam dieta balanceada durante a suplementação com óleo de peixe, o grupo HFD + 

OP apresentou redução no conteúdo protéico de VCAM-1 (em 19%), IL-6 (em 55%) e IL-10 

(em 50%) na aorta torácica (Figuras 24D, 24E e 24F, respectivamente) e aumento de 3,3 

vezes na expressão do RNA mensageiro de adiponectina no tecido adiposo epididimal (Figura 

24I). 
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Figura 24. Efeitos da suplementação com óleo de peixe sobre as proteínas inflamatórias no 

fígado, aorta torácica, gordura perivascular e tecido adiposo epididimal de animais 
C57Bl/6J alimentados com dietas balanceada ou hiperlipídica. O fígado dos animais 
foi triturado e aproximadamente 20 mg utilizados para a extração de RNA mensageiro. 
Os conteúdos de RNA mensageiro dos genes F4/80 (A), TNF-α  (B) e TLR-4 (C) no 
figado e adiponectina (I) no tecido adiposo epididimal foram determinados por RT-PCR. 
A aorta torácica e a gordura perivascular da aorta foram homogeneizadas em tampão 
fosfato-salina contendo inibidor de protease e o sobrenadante foi utilizado para ensaio 
colorimétrico de ELISA. VCAM-1 (D), IL-6 (E) e IL-10 (F) foram avaliadas na aorta 
torácica e adiponectina (G) e resistina (H) na gordura perivascular da aorta. Os resultados 
estão apresentados como média ± erro padrão da média (n = 5-10). O teste “t” de Student 
foi utilizado para análise estatística. DB + OP  = dieta balanceada e suplementação com 
óleo de peixe; HFD + OP = dieta hiperlipídica e suplementação com óleo de peixe. * 
p<0.05 vs DB + OP.	
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Quadro 9. Resumo as relações entre dieta balanceada e suplementação com óleo de 
peixe (DB + OP) versus dieta balanceada (DB), hiperlipídica e suplementação com 
óleo de peixe (HFD + OP) versus hiperlipídica (HFD) e HFD + OP versus DB + OP, 
descritas no item 5.2 de Resultados.	
  

 

 

DB + OP vs DB HFD + OP vs 

HFD 

HFD + OP vs 

DB + OP 

Δ  Peso Corporal -----   

Ingestão Alimentar ----- -----  

Consumo Calórico ----- ----- ----- 

Eficiência Alimentar ----- -----  

Gordura Mesentérica -----  ----- 

Gordura Epididimal -----   

Gordura Retroperitoneal ----- -----  

Tecido Adiposo Marrom -----  ----- 

Triacilgliceróis ----- -----  

Colesterol Total -----  ----- 

LDL-colesterol   ----- 

HDL-colesterol ----- ----- ----- 

Glicemia    

Insulinemia ----- -----  

HOMA-IR -----   

% Gordura no Fígado   ----- 

AG Saturados - Fígado    

MUFAs - Fígado    

PUFAs n-6 - Fígado ----- ----- ----- 

PUFAs n-3 - Fígado    

% Gordura no Plasma ----- ----- ----- 

AG Saturados - Plasma    

MUFAs - Plasma    

PUFAs n-6 - Plasma    

PUFAs n-3 - Plasma    

n-6/n-3  - Fígado    

n-6/n-3  - Plasma    

F4/80 (Expressão gênica hepática)  ----- ----- 

TNF-α  (Expressão gênica hepática)  ----- ----- 

TLR-4 (Expressão gênica hepática)  ----- ----- 

VCAM-1 (Conteúdo protéico – aorta torácica)  -----  

IL-6 (Conteúdo protéico – aorta torácica)  -----  

IL-10 (Conteúdo protéico – aorta torácica)  -----  

Adiponectina (Conteúdo protéico – gordura perivascular)  ----- ----- 

Resistina (Conteúdo protéico – gordura perivascular)  ----- ----- 

Adiponectina (Expressão gênica no tecido adiposo 
epididimal) 

-----   

Abreviaturas: DB = dieta balanceada; DB + OP = dieta balanceada e suplementação com óleo de peixe; HFD  = 
dieta hiperlipídica; HFD + OP = dieta hiperlipídica e suplementação com óleo de peixe; HOMA-IR = índice de 
resistência à insulina; AG = ácidos graxos; MUFAs = ácidos graxos monoinsaturados; PUFAs = ácidos graxos 
poliinsaturados; IL = interleucina; TNF-α = fator de necrose tumoral α; VCAM-1 = molécula de adesão vascular 1.	
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6.3  Participação do receptor TLR-4 nos efeitos da suplementação com óleo de peixe em 
animais C57Bl/6J alimentados com dietas balanceada ou hiperlipídica 

	
  
6.3.1 Massa corpórea e depósitos de gordura em animais knockouts para a proteína TLR-4 

suplementados com óleo de peixe e alimentados com dietas balanceada ou hiperlipídica 
em relação aos camundongos C57Bl/6J 

 

 Na Tabela 2 estão descritas as principais características dos animais TLR-4-/- 

suplementados ou não com óleo de peixe e alimentados com dietas balanceada ou 

hiperlipídica. Os resultados com diferenças significativas entre os grupos TLR-4-/- DB, TLR-

4-/- DB + OP, TLR-4-/- HFD e TLR-4-/- HFD + OP estão apresentados na Tabela 2, mas o 

objetivo foi comparar os efeitos dos tratamentos nos animais knockouts em relação aos 

animais C57Bl/6J que está demonstrado nas Figuras 25 à 27. 

Os animais knockouts para a proteína TLR-4 suplementados ou não com óleo de peixe 

e alimentados com dieta balanceada apresentaram aumento de 1,5 e 1,8 vezes, 

respectivamente, na massa corpórea (massa corpórea final – massa corpórea inicial) em 

relação aos animais C57Bl/6J com receptor íntegro (Figura 25A). Os pesos dos depósitos de 

gordura retroperitoneal e mesentérica não foram estatisticamente diferentes (Figura 25A). 

 A deleção do receptor TLR-4 atenuou a obesidade induzida pela dieta hiperlipídica, 

reduzindo o peso do depósito de gordura mesentérica em 31% (Figura 25B). Entretanto, a 

suplementação com óleo de peixe aumentou o peso do depósito de gordura mesentérica nos 

animais knockouts em relação aos animais com receptor íntegro (Figura 25B) em 36%, 

resultado contrário ao observado nos animais C57Bl/6J descritos na Tabela 3. 
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Tabela 4. Parâmetros metabólicos de camundongos knockouts para a proteína TLR-4 
alimentados com dieta balanceada (DB) ou hiperlipídica (HFD), suplementados ou não com 
óleo de peixe (OP). balanceada (DB) ou hiperlipídica (HFD), suplementados ou não com óleo 
de peixe (OP).  

 TLR-4-/- DB TLR-4-/-  
DB + OP 

TLR-4-/- HFD TLR-4-/-  
HFD + OP 

Ganho de massa corpórea (g) 5,2 ± 0,6 6,04 ± 0,5 11,6 ± 0,65a 11,06 ± 0,8c 
Média de ingestão alimentar (g) 27,4 ± 0,6 26,4 ± 0,5 15,6 ± 0,3a 15,8 ± 0,3c 

Consumo calórico 
(Kcal/semana/animal) 

104,2 ± 2,1 99,1 ± 1,7 83,1 ± 1,8a 87,9 ± 5,1c 

Eficiência alimentar  
(g de peso/Kcal de ração) 

0,004 ± 0,003 0,002 ± 0,002 0,02 ± 0,004a -0,001 ± 0,002c 

Gordura epididimal (mg) 0,93 ± 0,1 0,91 ± 0,08 1,89 ± 0,16a 1,74 ± 0,15c 
Gordura mesentérica (mg) 0,43 ± 0,04 0,49 ± 0,05 0,59 ± 0,05a 0,69 ± 0,06c 

Gordura Retroperitoneal (mg) 0,35 ± 0,04 0,33 ± 0,03 0,73 ± 0,06a 0,66 ± 0,07c 
Tecido adiposo marrom (mg) 0,1 ± 0,007 0,11 ± 0,01 0,11 ± 0,009 0,09 ± 0,01 

Estômago (mg) 0,17 ± 0,01 0,24 ± 0,02 0,17 ± 0,01 0,18 ± 0,02 
Triacilgliceróis (mg/dL) 81,9 ± 4,7 93,9 ± 6,3 65,6 ± 3,4 58,9 ± 3,2c 
Colesterol total (mg/dL) 146,6 ± 10,2 134,2 ± 8,9 151,5 ± 8,2 130,8 ± 4,5 
LDL-Colesterol (mg/dL) 48,5 ± 6,6 54,96 ± 8,3a 64,6 ± 4,3 57,5 ± 6,6 

Glicemia (mg/dL) 178,3 ± 6,1 171,7 ± 7,1 209,5 ± 9,3a 196,2 ± 9,4c 
Insulinemia (ng/mL) 0,73 ± 0,03 0,98 ± 0,07a 1,01 ± 0,08a 0,99 ± 0,11 

Índice HOMA-IR 9,96 ± 0,82 13,46 ± 0,94a 15,5 ± 2,6 14,3 ± 2,4 
Suplementação oral com óleo de peixe rico em AGPI n-3 (2 g/kg de peso corporal, três vezes por semana) ou água, por 12 semanas. Os 
animais foram alimentados com dieta balanceada ou hiperlipídica a partir da quarta semana. Para o cálculo do consumo calórico (Kcal/ 
animal/semana) foram consideradas as calorias presentes na quantidade de óleo de peixe utilizada na suplementação da semana, 
considerando as informações fornecidas pelo fabricante: 1,804 Kcal/200 mL. As dosagens de triacilgliceróis, colesterol total, HDL-
colesterol, glicemia e insulinemia foram determinadas no soro dos animais coletado após 3-4 horas de jejum, no dia do sacrifício dos 
animais.. O LDL-colesterol foi calculado pela equação de Friedewald (1972). O índice HOMA-IR (Homeostatic Model Assessment – Insulin 
Resistance) foi calculado pela fórmula: insulina (mU/L) x glicemia (mmol/L) /22,5 e avalia a resistência à insulina. Os resultados estão 
apresentados como Média ± EPM (n = 7 – 10). Os dados foram analisados por teste “t” de Student comparando TLR-4-/- DB vs. TLR-4-/- 
HFD, TLR-4-/- DB vs. TLR-4-/- DB + OP, TLR-4-/- HFD vs. TLR-4-/- HFD + OP e TLR-4-/- DB + OP vs. TLR-4-/- HFD + OP (a) p < 0.05 
comparado com TLR-4-/- DB; (b) p < 0.05 comparado com TLR-4-/- HFD; (c) p < 0.05 comparado com TLR-4-/- DB + OP.	
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Figura 25. Efeitos da suplementação com óleo de peixe sobre o ganho de 

massa corpórea e peso final dos depósitos de tecido adiposo 
retroperitoneal e mesentérico de animais knockouts para a 
proteína TLR-4 em relação aos animais C57Bl/6J 
alimentados com dietas balanceada ou hiperlipídica. Os 
gráficos apresentam as diferenças entre as médias dos animais 
knockouts para a proteína TLR-4 suplementados ou não com óleo 
de peixe e alimentados com dietas balanceada (A) ou 
hiperlipídica (B) e as médias dos animais C57Bl/6J sob o mesmo 
tratamento no ganho de massa corpórea em gramas (massa 
corpórea final – massa corpórea inicial) e peso da gordura 
retroperitoneal (g) e mesentérica (g). Os resultados estão 
apresentados como a diferença das médias entre C57Bl/6J e 
TLR4-/- sob o mesmo tratamento ± desvio padrão (n = 6 - 10). DB  
= dieta balanceada; DB + OP = dieta balanceada e suplementação 
com óleo de peixe; HFD  = dieta hiperlipídica; HFD + OP = dieta 
hiperlipídica e suplementação com óleo de peixe. * p<0.05 vs 
C57Bl/6J submetido ao mesmo tratamento (dieta e 
suplementação). 
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6.3.2 Efeito da suplementação com óleo de peixe na composição de ácidos graxos do fígado 
de animais knockouts para a proteína TLR-4 alimentados com dietas balanceada ou 
hiperlipídica em relação aos camundongos C57Bl/6J 

 

 A ausência do receptor TLR-4 nos animais alimentados com dieta balanceada levou ao 

aumento em 2,2 vezes na porcentagem de lipídeos totais no fígado e a quantidade dos ácidos 

graxos isolados também foi alterada: com aumento de AG saturados (em 5%) e diminuição de 

AG monoinsaturados (em 3,5%) em relação aos animais C57Bl/6J com receptor íntegro 

(Figura 26A). A suplementação com óleo de peixe associada à dieta balanceada causou 

redução na quantidade de AG monoinsaturados (em 8,2%) e PUFAs n-3 (em 20%) no fígado 

dos animais TLR4-/- comparado aos C57Bl/6J sob o mesmo tratamento (Figura 26A). 

 Os animais knockouts para a proteína TLR-4 alimentados com dieta hiperlipídica 

apresentaram redução de 10% na quantidade de AG monoinsaturados no fígado em relação 

aos C57Bl/6J sob a mesma dieta (Figura 26B). A suplementação com óleo de peixe associada 

à dieta hiperlipídica causou aumento de 25% na porcentagem total de gordura hepática nos 

animais TLR-4-/- em relação aos C57Bl/6J, com alteração no conteúdo dos ácidos graxos 

isolados: redução de 10% nos AG saturados e aumento nos AG monoinsaturados (em 16%) e 

PUFAs n-6 (em 81%) (Figura 26B). 
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Figura 26.  Efeitos da suplementação com óleo de peixe sobre o conteúdo 

de gordura total hepática e a composição de ácidos graxos 
no fígado de animais knockouts para a proteína TLR-4 em 
relação aos animais C57Bl/6J alimentados com dietas 
balanceada ou hiperlipídica. Os gráficos apresentam as 
diferenças entre as médias dos animais knockouts para a 
proteína TLR-4 suplementados ou não com óleo de peixe e 
alimentados com dietas balanceada (A) ou hiperlipídica (B) e as 
médias dos animais C57Bl/6J sob o mesmo tratamento no 
conteúdo de gordura total e composição de ácidos graxos do 
fígado determinada por cromatografia gasosa. Os resultados 
estão apresentados como as diferenças das médias entre 
C57Bl/6J e TLR4-/- sob o mesmo tratamento ± desvio padrão (n 
= 6 - 10). DB  = dieta balanceada; DB + OP = dieta balanceada 
e suplementação com óleo de peixe; HFD  = dieta hiperlipídica; 
HFD + OP = dieta hiperlipídica e suplementação com óleo de 
peixe. * p<0.05 vs C57Bl/6J submetido ao mesmo tratamento 
(dieta e suplementação). 	
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Quadro 10. Composição de ácidos graxos do fígado de animais knockouts para a proteína TLR-4 
alimentados com dietas balanceada ou hiperlipídica, suplementados ou não com óleo de peixe, 
avaliada por cromatografia gasosa e apresentada em g/100g de tecido. 

Fórmula Nome TLR-4-/- DB TLR-4-/- DB + OP TLR-4-/- HFD TLR-4-/- HFD + OP 

14 : 0 Mirístico 0,065 ± 0,011 0,050 ± 0,021 0,029 ± 0,004 0,035 ± 0,012 

16 : 0 Palmítico 2,435 ± 0,363 2,356 ± 0,603 2,254 ± 0,304 2,632 ± 0,630 

16 : 1 (n-7) Hexadecenóico 0,659 ± 0,161 0,517 ± 0,338 0,147 ± 0,034 0,187 ± 0,073 

17 : 0 Margárico ⎯ 0,028 ± 0,005 2,254 ± 0,304 0,028 ± 0,005 

18 : 0 Esteárico 0,764 ± 0,084 0,747 ± 0,260 0,965 ± 0,069 0,974 ± 0,080 

18 : 1 (n-9) Oléico 3,405 ± 0,636 2,539 ± 0,989 2,460 ± 0,485 3,020 ± 0,910 

18 : 1 (n-11) Vacênico 0,530 ± 0,105 0,295 ± 0,123 0,143 ± 0,021 0,109 ± 0,085 

18 : 2 (n-6) Linoléico 0,902 ± 0,143 1,052 ± 0,537 2,072 ± 0,279 2,534 ± 0,613 

20 : 0 Eicosanóico 0,032 ± 0,006 0,035 ± 0,025 0,032 ± 0,006 0,035 ± 0,011 

18 : 3 (n-6) γ-Linolênico 0,048 ± 0,009 0,046 ± 0,015 0,048 ± 0,009 0,046 ± 0,015 

20 : 1 (n-9) Eicosenóico 0,047 ± 0,008 0,054 ± 0,018 0,047 ± 0,008 0,056 ± 0,018 

18 : 3 (n-3) α-Linolênico 0,038 ± 0,013 0,042 ± 0,026 0,049 ± 0,009 0,066 ± 0,022 

20 : 2 (n-6) Eicosadienóico 0,038 ± 0,014 0,037 ± 0,029 0,038 ± 0,005 0,041 ± 0,009 

22 : 0 Docosanóico 0,050 ± 0,014 0,076 ± 0,030 0,053 ± 0,013 0,049 ± 0,004 

20 : 3 (n-6) Eicosatrienóico 0,108 ± 0,017 0,085 ± 0,024 0,078 ± 0,015 0,085 ± 0,024 

20 : 4 (n-6) Araquidônico 0,935 ± 0,123 0,589 ± 0,293 1,116 ± 0,092 0,967 ± 0,139 

20 : 5 (n-3) Eicosapentaenóico 0,030 ± 0,016 0,132 ± 0,108 0,012 ± 0,014 0,094 ± 0,028 

24 : 1 (n-9) Nervônico ⎯ ⎯ 0,040 ± 0,004 0,019 ± 0,011 

22 : 5 (n-6) Docosapentaenóico 0,067 ± 0,017 ⎯ 0,038 ± 0,007 ⎯ 

22 : 5 (n-3) Docosapentaenóico ⎯ 0,089 ± 0,028 0,039 ± 0,007 0,089 ± 0,028 

22 : 6 (n-3) Docosa-hexaenóico 0,256 ± 0,032 0,066 ± 0,041 0,464 ± 0,022 0,775 ± 0,090 

Totais 

Saturados 3,333 ± 0,416 3,237 ± 0,793 3,365 ± 0,365 3,756 ± 0,719 

Monoinsaturados 4,702 ± 0,787 3,237 ± 0,793 2,846 ± 0,554 3,407 ± 1,043 

Polinsaturados 2,399 ± 0,274 2,654 ± 0,926 3,954 ± 0,369 4,698 ± 0,698 

ω-3 0,346 ± 0,044 0,817 ± 0,332 0,564 ± 0,034 1,024 ± 0,150 

% gordura  11,467 ±  1,481 10,037 ±  2,680 10,775 ±  1,303 12,512 ±  2,475 

 
* Os ácidos graxos e seus respectivos valores em negrito são os mais abundantes ou que apresentaram maior 
alteração pelo tratamento. Os resultados estão apresentados como média ± erro padrão da média. TLR-4-/- DB  = 
dieta balanceada (n = 7); TLR-4-/- DB + OP = dieta balanceada e suplementação com óleo de peixe (n = 7); TLR-
4-/- HFD  = dieta hiperlipídica (n = 6); TLR-4-/- HFD + OP = dieta hiperlipídica e suplementação com óleo de 
peixe (n = 10). 
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6.3.3 Expressão de genes inflamatórios no fígado e conteúdos de proteínas inflamatórias na 
aorta torácica de animais knockouts para a proteína TLR-4 suplementados com óleo de 
peixe e alimentados com dietas balanceada ou hiperlipídica em relação aos 
camundongos C57Bl/6J 

 

	
   Os animais TLR-4-/- alimentados com dieta balanceada apresentaram redução de 40% 

no conteúdo de RNA mensageiro de F4/80 no fígado, e quando suplementados óleo de peixe 

apresentaram diminuição de 41% na expressão do gene IL-6, ambos em relação aos animais 

C57Bl/6J sob mesmo tratamento mas com integridade do receptor (Figura 27A). A aorta 

torácica dos animais TLR-4-/- alimentados com dieta balanceada apresentou redução nos 

conteúdos das proteínas inflamatórias avaliadas: VCAM-1 (em 26%), TNF-α (em 38%), IL-6 

(em 28,5%) e IL-10 (em 41%), em relação aos animais C57Bl/6J (Figura 27B). A 

suplementação com óleo de peixe diminuiu o conteúdo das proteínas IL-10 (em 42%), IL-1β 

(em 51%), IL-6 (em 35%), TNF-α (em 50%), ICAM-1 (em 25%) e VCAM-1 (em 28%), na 

aorta torácica dos animais TLR-4-/- alimentados com dieta balanceada (Figura 27B). 

 A deleção do receptor TLR-4 não alterou a expressão de genes inflamatórios no fígado 

dos animais alimentados com dieta hiperlipídica, suplementados ou não com óleo de peixe, 

em relação aos que possuíam integridade do receptor (Figura 27C). A dieta hiperlipídica 

aumentou os conteúdos de TNF-α, IL-1β e IL-10 na aorta torácica dos animais TLR-4-/- 

comparados aos C57Bl/6J (Figura 27D).  
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Figura 27. Efeitos da suplementação com óleo de peixe na expressão de RNA mensageiro do 

fígado e conteúdo de proteínas inflamatórias na aorta torácica de animais knockouts 
para a proteína TLR-4 em relação aos C57Bl/6J alimentados com dietas balanceada 
ou hiperlipídica. Os gráficos apresentam as diferenças entre as médias dos animais 
knockouts para a proteína TLR-4 suplementados ou não com óleo de peixe e alimentados 
com dietas balanceada (A) ou hiperlipídica (B) e as médias dos animais C57Bl/6J sob o 
mesmo tratamento na expressão de RNA mensageiro dos genes TNF-α, IL-6, IL-1β e F4-
80 avaliados por RT-PCR no fígado e conteúdos protéicos de IL-10, IL-1β, IL-6, TNF-α, 
ICAM-1 e VCAM-1 avaliados por ELISA no homogenato da aorta torácica. O fígado dos 
animais foi triturado e 20 mg utilizado para a extração de RNA mensageiro. A aorta 
torácica foi homogeneizada em tampão fosfato-salina contendo inibidor de protease e o 
sobrenadante utilizado para ensaio colorimétrico de ELISA. Os resultados estão 
apresentados como a diferença das médias entre C57Bl/6J e TLR4-/- sob o mesmo 
tratamento ± desvio padrão (n = 6 - 10). DB  = dieta balanceada; DB + OP = dieta 
balanceada e suplementação com óleo de peixe; HFD  = dieta hiperlipídica; HFD + OP = 
dieta hiperlipídica e suplementação com óleo de peixe. * p<0.05 vs C57Bl/6J submetido 
ao mesmo tratamento (dieta e suplementação).	
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Quadro 11. Resumo das relações entre dieta balanceada nos animais TLR-4-/- (DB) versus DB nos 
C57Bl/6J, balanceada e suplementação com óleo de peixe (DB + OP) nos animais TLR-4-/- versus 
DB + OP nos C57Bl/6J, hiperlipídica (HFD) nos animais TLR-4-/- versus HFD nos C57Bl/6J e 
hiperlipídica e suplementação com óleo de peixe (HFD + OP) nos animais TLR-4-/- versus HFD nos 
C57Bl/6J, descritas no item 5.3 de Resultados.  

 

 

DB (TLR-4-/-) vs 

DB (C57Bl/6J) 

DB + OP (TLR-4-/-) 

vs DB + OP 

(C57Bl/6J) 

HFD (TLR-4-/-) 

vs HFD 

(C57Bl/6J) 

HFD + OP (TLR-4-/-) 

vs HFD + OP 

(C57Bl/6J) 

Δ  Peso Corporal   ----- ----- 

Gordura Mesentérica  ----- ----- ----- 

Gordura Retroperitoneal ----- ----- ----- ----- 

% Gordura no Fígado  ----- -----  

AG Saturados - Fígado  ----- -----  

MUFAs - Fígado     

PUFAs n-6 - Fígado ----- ----- -----  

PUFAs n-3 - Fígado -----   ----- ----- 

TNF-α  (Expressão gênica hepática) ----- ----- ----- ----- 

IL-6 (Expressão gênica hepática) -----  ----- ----- 

IL-1β  (Expressão gênica hepática) ----- ----- ----- ----- 

F4/80 (Expressão gênica hepática)  ----- ----- ----- 

IL-10 (Conteúdo protéico – aorta torácica)   ----- ----- 

IL-1β  (Conteúdo protéico – aorta torácica) -----  ----- ----- 

IL-6 (Conteúdo protéico – aorta torácica)   ----- ----- 

TNF-α  (Conteúdo protéico – aorta torácica)   -----  

VCAM-1 (Conteúdo protéico – aorta torácica)     

ICAM-1 (Conteúdo protéico – aorta torácica)     

Abreviaturas: DB = dieta balanceada; DB + OP = dieta balanceada e suplementação com óleo de peixe; HFD = dieta hiperlipídica; HFD + 
OP = dieta hiperlipídica e suplementação com óleo de peixe; TNF-α = fator de necrose tumoral α; IL = interleucina; VCAM-1 = molécula de 
adesão vascular 1; ICAM-1 = molécula de adesão intercelular 1.	
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Dietas hipercalóricas promovem ganho de peso excessivo e as complicações 

metabólicas associadas (MANN, 2006; NGUYEN; EL-SERAG, 2010). Nesse estudo, a dieta 

hiperlipídica (59% de gordura) administrada por oito semanas em camundongos C57Bl/6J 

causou aumento na massa corpórea, nos depósitos de gordura mesentérica, retroperitoneal e 

epididimal, no tecido adiposo marrom (TAM), na glicemia de jejum, na concentração sérica 

de colesterol total e LDL-colesterol e intolerância à glicose. Sampey et al. (2011) 

demonstraram que a disponibilidade de alimentos industrializados hipercalóricos para ratos 

Wistar leva a um quadro de síndrome metabólica mais severo que o efeito da exposição à 

dieta hiperlipídica. No presente estudo, a oferta de leite condensado por oito semanas para os 

camundongos C57Bl/6J alimentados com dieta balanceada aumentou a massa corpórea, o 

peso dos depósitos de gordura mesentérica, retroperitoneal e epididimal, TAM, a 

concentração sérica de colesterol total e intolerância à glicose. A associação de um alimento 

muito palatável à dieta de roedores proporciona um modelo relevante para o estudo dos 

efeitos da dieta ocidental, caracterizada por conteúdo reduzido de fibras, ingestão elevada de 

açúcar, carboidratos refinados e gordura (SUTER, 2005). Foi demonstrado nesse estudo que a 

oferta de leite condensado aos animais alimentados  com dieta hiperlipídica leva ao aumento 

dos depósitos de gordura mesentérica, retroperitoneal, TAM, insulinemia, índice HOMA-IR e 

resistência à insulina, comparado aos animais que receberam apenas a dieta rica em gordura. 

Em relação aos animais que receberam dieta balanceada e leite condensado, a oferta de 

gordura e açúcar causou aumento no ganho de peso corpóreo, nos depósitos de gordura 

mesentérica, retroperitoneal e epididimal, triacilgliceróis séricos, insulinemia, índice HOMA-

IR e intolerância à insulina. A associação de dieta hiperlipídica e leite condensado reduziu a 

ingestão alimentar, mas houve maior eficiência energética.  

Muitos estudos de obesidade induzida por dieta utilizam como controle comparativo a 

dieta comercial para roedores ou uma dieta balanceada de composição similar à hiperlipídica 

com troca de gordura por carboidrato como o amido de milho (BENOIT et al., 2013). Nesse 

estudo foi demonstrado que a dieta padrão comercial para roedores, comparada a dieta 

balanceada, levou a um menor ganho de massa corpórea, menor peso dos depósitos de 

gordura mesentérica, epididimal, retroperitoneal, o TAM, menor glicemia de jejum e da 

concentração sérica de colesterol total e LDL-colesterol, aumento na insulinemia e menor 

taxa de decaimento da glicose em relação aos animais alimentados com dieta balanceada. As 

diferenças observadas entre os dois grupos que poderiam ser utilizados como controles podem 

ser devido ao fato de que a dieta padrão comercial tem como fonte de carboidratos os 

derivados de aveia, trigo, cevada e milho enquanto que a dieta balanceada é preparada com 
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ingredientes processados como amido de milho, sacarose e maltodextrina, os quais aumentam 

o índice glicêmico da ração. Os grãos integrais na dieta comercial contém fitoestrogênios e 

fibras, que possivelmente protegem os animais de desenvolverem resistência à insulina e 

obesidade (BATHENA; VELASQUEZ, 2002; ISKEN et al., 2010). A comparação entre as 

dietas PADRAO e DB foi realizada nesse estudo para investigar a relevância da composição 

nutricional e a fonte dos macronutrientes nos efeitos da dieta hiperlipídica (BENOIT et a., 

2013). A dieta balanceada (DB) foi definida como controle desse estudo por ter na 

composição os mesmos ingredientes da dieta hiperlipídica (Tabela 1). Os animais alimentados 

com dieta padrão apresentaram menor resposta inflamatória no tecido adiposo epididimal, 

mas aumento na gordura perivascular da aorta torácica em relação ao grupo DB. Dietas ricas 

em fibras podem alterar a composição intestinal de microrganismos e promover crescimento 

de bactérias no intestino grosso que reduzem a inflamação local e no organismo como um 

todo (VILADOMIU et al., 2013). Embora a gordura perivascular esteja envolvida na 

inflamação dos vasos e no processo aterosclerótico (BROWN et al., 2014), o aumento de 

proteínas inflamatórias nos animais alimentados com dieta padrão, em relação à dieta 

balanceada, não define um quadro de inflamação crônica no organismo e não pode ser 

interpretado como disfunção endotelial sem que a função dos vasos sanguíneos seja 

investigada (FAVERO et al., 2014). 

Existem vários modelos experimentais para indução de obesidade em roedores. Esses 

modelos incluem alterações genéticas em roedores como ratos Zucker fa/fa, camundongos 

ob/ob e db/db, indução cirúrgica ou farmacológica de lesões hipotalâmicas, tratamentos 

dietéticos, entre outros. Entre esses, a indução de obesidade por dieta constitui um modelo 

importante por relacionar hábitos dietéticos (como densidade energética e distribuição de 

macronutrientes) com ganho de massa corpórea e acúmulo de gordura, como observado em 

humanos (BARRINGTON et al., 2014; JUANOLA-FALGARONA et al., 2014). Entretanto, 

os hábitos alimentares são diferentes entre humanos e roedores. Ao contrário dos humanos, 

ratos e camundongos apresentam resistência ao desenvolvimento de obesidade regulando a 

ingestão energética e mantendo a massa corpórea estável (LEVIN et al., 1987; LEVIN; 

DUNN-MEYNELL, 2000). Foi observado no presente estudo que animais alimentados com 

dieta hiperlipídica apresentam menor consumo alimentar e energético, mas a eficiência 

energética no ganho de peso corpóreo é significativamente maior. Em humanos e roedores foi 

demonstrada relação positiva entre o consumo de alimentos com alta densidade energética e o 

consequente aumento na massa corporal (DUIVENVOORDE et al., 2011; FOGELHOLM et 

al., 2012; SCHUSDZIARRA et al., 2011). Essa relação demonstra que o conteúdo de gordura 
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da dieta é um fator importante no balanço energético uma vez que esta apresenta duas vezes 

mais energia por unidade de peso que proteína ou carboidrato (MCCRORY; BURKE; 

ROBERTS, 2012).  

O consumo de leite condensado, associado à dieta balanceada ou hiperlipídica, levou à 

redução na ingestão alimentar, mas aumentou o consumo energético e a eficiência energética 

ao final do tratamento. O leite condensado é um alimento muito palatável, rico em gordura 

(13,5%) e principalmente açúcar (55%), que aumenta o consumo alimentar por ativação do 

sistema de recompensa representado por opióides endógenos, dopamina e serotonina, e pelo 

fenômeno de “resistência”, uma deficiência na cascata de sinalização na resposta de saciedade 

(ERLANSON-ALBERTSSON, 2005).  

A obesidade ocorre quando a ingestão energética ultrapassa o gasto energético e o 

excesso passa a ser estocado como gordura corporal, principalmente nos depósitos viscerais 

como: epididimal, retroperitoneal e mesentérico (HARIRI; THIBAULT, 2010). A obesidade 

envolve aumento no número de adipócitos (hiperplasia) e no seu tamanho (hipertrofia) 

(AVRAM; AVRAM; JAMES, 2005; DE FERRANTI; MOZAFFARIAN, 2008). O excesso 

de adiposidade aumenta o risco de DMT2, artrite, apnéia do sono, hipertensão, dislipidemia, 

doenças cardiovasculares, câncer e morte prematura (TCHERNOF; DESPRÉS, 2013). Foi 

demonstrado no presente estudo que o consumo excessivo de gordura (na dieta hiperlipídica) 

e de carboidrato simples (na dieta balanceada com leite condensado) leva ao aumento da 

gordura visceral (epididimal e retroperitoneal) e do TAM. A combinação de gordura e açúcar 

na dieta hiperlipídica com leite condensado aumentou ainda mais a gordura visceral 

(mesentérica e retroperitoneal) e o TAM. Alimentos ricos em açúcar aumentam o ganho de 

peso por apresentar baixo conteúdo de fibras, densidade energética elevada (POPPITT; 

PRENTICE, 1996) e palatabilidade pelo sabor adocicado (RABEN; MACDONALD; 

ASTRUP, 1997). O leite condensado utilizado no presente estudo foi oferecido conforme 

disponibilizado comercialmente, apresentando consistência pastosa-líquida. A energia 

consumida na forma líquida induz menor saciedade quando comparada ao mesmo alimento na 

forma sólida pelo trânsito rápido através do estômago e intestino que reduz a estimulação dos 

sinais de saciedade e diminui a cognição perceptiva do conteúdo energético (DIMEGLIO; 

MATTES, 2000). A principal função do TAM é dissipar energia na forma de calor 

(termogênese) e com isso contribui no gasto energético de roedores e humanos 

(TOWNSEND; TSENG, 2014). Foi observado em humanos expostos à temperaturas baixas, 

que o TAM contribui com 15% do gasto energético (STOCK, 1989) e apresenta atividade 

inversamente proporcional ao índice de massa corporal (IMC) (NUUTILA, 2013; ORAVA et 
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al., 2013). O principal estímulo para aumento da termogênese no TAM vêm do sistema 

nervoso simpático, em resposta a mudanças de temperatura (MCALLEN et al., 2010) ou 

consumo excessivo de alimentos (ROTHWELL; STOCK, 1979).  Hageman et al. (2010) 

demonstraram em camundongos machos DBA/2J que a dieta hiperlipídica (45% de gordura 

como fonte de energia) por 12 semanas induz obesidade e aumento no peso do tecido adiposo 

marrom. Com o consumo excessivo de alimentos, o TAM apresenta aumento na atividade 

termogênica como mecanismo compensatório de gasto energético (FELDMAN et al., 2009).  

O aumento na gordura visceral está associado ao risco mais elevado de comorbidades 

como DMT2, doenças cardiovasculares, hipertensão, dislipidemia, RI, inflamação e alguns 

tipos de câncer (TCHERNOF; DESPRÉS, 2013). O excesso de adiposidade visceral é um 

marcador de disfunção do tecido adiposo subcutâneo com consequente deposição ectópica de 

gordura, como o acúmulo de lipídeos no coração, fígado, músculo esquelético e pâncreas 

(TCHERNOF; DESPRÉS, 2013). Anatomicamente, a gordura visceral esta presente no 

mesentério e omento e tem acesso direto da veia porta ao fígado (IBRAHIM, 2010). Os 

adipócitos do tecido adiposo visceral são metabolicamente mais ativos comparados aos da 

gordura subcutânea, mais sensíveis à lipólise e causam aumento de ácidos graxos livres 

circulantes, levando o fígado à superprodução de lipoproteínas de baixa densidade (LDL-

colesterol) (ADIELS et al., 2008).  O consumo livre de açúcar associado a dieta balanceada 

causou aumento no peso do fígado (em gramas) e da atividade da enzima hepática AST no 

soro em relação aos demais tratamentos. O aumento no peso dos órgãos, quando não 

proporcional à elevação do peso corporal, como foi observado no peso do fígado dos animais 

do grupo DB + LC associado a alteração na atividade da AST, pode indicar acúmulo de 

gordura e esteatose hepática não-alcóolica (NAFLD, do inglês non-alcoholic fatty liver 

disease). A ingestão excessiva de carboidrato simples, como sacarose e frutose, é a principal 

causa de ocorrência da NAFLD (YASUTAKE et al., 2014) por ativar o fator de transcrição 

SREBP-1c (sterol regulatory elemento-binding protein-1c) que eleva a expressão de enzimas 

associadas à síntese de ácidos graxos (YAMAZAKI et al., 2007). 

A dislipidemia é frequentemente observada em indivíduos obesos e/ou diabéticos 

(FRANSSEN et al., 2011). Nesse estudo, apesar das três dietas hipercalóricas (DB + LC, 

HFD e HFD + LC) se mostrarem efetivas na indução de obesidade, o consumo excessivo de 

gordura levou ao aumento da glicemia e das concentrações séricas de colesterol total e LDL-

colesterol, enquanto que o consumo de leite condensado com dieta balanceada elevou apenas 

o colesterol total no soro dos animais. A concentração elevada de colesterol total e LDL-

colesterol no sangue está associada ao aumento no risco de doenças cardiovasculares 
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(GRAHAM et al., 2012; ST-PIERRE et al., 2005). Em comparação à HFD e DB + LC, o 

consumo de leite condensado associado à dieta rica em gordura elevou os triacilgliceróis e o 

LDL-colesterol séricos. Kell et al. (2014) demonstraram em crianças de 7 a 12 anos que o 

aumento no consumo de açúcar, além do naturalmente presente nos alimentos, está associado 

ao aumento dos triacilgliceróis no sangue. O aumento no tamanho dos adipócitos é um fator 

importante para determinar o grau de contribuição do tecido adiposo para a dislipidemia. Com 

a hipertrofia dos adipócitos ocorre aumento na lipólise (ENGFELDT; ARNER, 1988) e das 

concentrações de ácidos graxos livres circulantes, síntese de triacilgliceróis e resistência à 

insulina no fígado, exacerbando a dislipidemia (JUNG; CHOI, 2014).  

Além da dislipidemia, a obesidade visceral associa-se a outro distúrbio metabólico 

importante, a resistência à insulina (JUNG; CHOI, 2014). Esta é a condição na qual a 

quantidade normal de insulina não consegue manter a homeostase glicêmica por redução na 

captação de glicose pelo músculo esquelético e inibição da gliconeogênese no fígado 

(FEDOR; KELLEY, 2009; SCHENK; SABERI; OLEFSKY, 2008). A dieta hiperlipídica 

diminui a sensibilidade à insulina no fígado, músculo esquelético, músculo cardíaco e tecido 

adiposo de roedores (PARK et al., 2005; SILVEIRA et al., 2008; TURNER et al., 2007). No 

presente estudo, foi observado que o consumo excessivo de gordura no grupo HFD e de 

açúcar na dieta DB + LC causa intolerância à glicose nos animais. O efeito foi exacerbado nos 

animais que consumiram gordura e açúcar (HFD + LC), com aumento da intolerância à 

glicose e à insulina, aumento da concentração basal de insulina e do índice HOMA-IR. A 

resistência à insulina nos animais do grupo HFD + LC pode ter sido agravada pelo aumento 

da gordura visceral em relação aos animais submetidos às outras duas dietas obesogênicas 

(DB + LC e HFD). A associação entre os fatores ambientais, obesidade e hiperglicemia indica 

que a progressão para o DMT2 ocorre ao longo de um período "contínuo", não 

necessariamente linear, que envolve mecanismos celulares diferentes, incluindo alterações na 

sinalização da insulina, no transporte de glicose, disfunção das células beta pancreáticas, bem 

como variação na expressão dos genes envolvidos no estresse oxidativo e inflamação 

(PANENI; COSTANTINO; COSENTINO, 2014).  

A inflamação crônica de grau baixo e a ativação do sistema imune estão envolvidas na 

patogênese da resistência à insulina relacionada à obesidade e DMT2 (ESSER et al., 2014). O 

tecido adiposo branco, fígado, músculo esquelético e pâncreas apresentam inflamação 

associada ao quadro de obesidade. Quando ocorre aumento nos depósitos de tecido adiposo, 

adipocinas são secretadas e contribuem para o processo inflamatório (LEE; LEE; CHOUE, 

2013). O consumo de leite condensado com dietas balanceada ou hiperlipídica levou ao 
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aumento na expressão do RNA mensageiro dos genes F4/80 e leptina no tecido adiposo 

epididimal em relação ao grupo DB. Pelo teste estatístico two-way ANOVA observou-se que 

o leite condensado foi efetivo no aumento do conteúdo protéico de IL-6, TNF-α, IL-1β, 

VCAM-1, ICAM-1 e leptina e a dieta em IL-6, IL-1β e leptina no tecido adiposo epididimal. 

O consumo de gordura e açúcar no grupo HFD + LC aumentou a expressão gênica de F4/80, 

reduziu de leptina e aumentou o conteúdo protéico de IL-6, IL-10 e IL-1β no tecido adiposo 

epididimal quando comparado ao grupo DB + LC. Em relação ao animais alimentados com 

dieta hiperlipídica, o grupo HFD + LC apresentou aumento nos conteúdos de IL-6, IL-10, 

TNF-α, IL-1β, VCAM-1, ICAM-1 e leptina.  

 O aumento no depósito de tecido adiposo epididimal leva a maior infiltração de 

macrófagos e é considerado a principal causa de inflamação nesse tecido, sendo a expressão 

gênica de F4/80 um marcador desse processo (FUENTES et al., 2013; SORISKY; MOLGAT; 

GAGNON, 2013). Foi observado no presente estudo que as três dietas obesogênicas (DB + 

LC, HFD e HFD + LC) levaram ao aumento na expressão gênica de F4/80 no tecido adiposo 

epididimal. Nossos dados corroboram com aqueles de Vieira et al. (2009) que também 

observaram aumento na expressão do RNA mensageiro de F4/80 no tecido adiposo 

epididimal de camundongos machos Balb/cByJ alimentados com dieta hiperlipídica (45% de 

gordura como fonte energética) por 12 semanas. Observou-se que o aumento na infiltração de 

macrófagos foi acompanhado por maior conteúdo das citocinas pró-inflamatórias TNF-α, IL-

1β e IL-6 no tecido adiposo epididimal dos animais submetidos às dietas obesogênicas 

estudadas. Em 1993, Hotamisligil et al. demonstraram que o tecido adiposo de camundonogs 

obesos secretam TNF-α, uma citocina pró-inflamatória tipicamente produzida por células do 

sistema imune. Mostraram também que o TNF-α derivado do tecido adiposo atua diretamente 

na resistência à insulina causada pela obesidade (HOTAMISLIGIL; SHARGILL; 

SPIEGELMAN, 1993). Essa foi a primeira associação observada entre obesidade e 

inflamação que evoluiu para o conceito de inflamação metabólica, uma relação entre a 

obesidade e suas comorbidades (HOTAMISLIGIL, 2006). Kaneko et al. (2011) 

demonstraram que camundongos transgênicos com deleção da enzima Tace que ativa TNF-α 

apresentam redução na infiltração de macrófagos e na expressão de TNF-α no tecido adiposo 

epididimal, entre outras alterações que melhoram a homeostase energética. 

Após o TNF-α, foi demonstrado que o tecido adiposo produz uma série de citocinas e 

quimiocinas como IL-6, que podem regular positva ou negativamente o metabolismo 

sistêmico de glicose e lipídeos (CAO, 2014). Há correlação entre o aumento de IL-6 no soro 
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de pacientes com resistência à insulina e obesidade (BASTARD et al., 2002; SPRANGER et 

al., 2013). A IL-1β é produzida principalmente por monócitos e macrófagos e se apresenta 

aumentada na circulação (SPRANGER et al., 2013) e na ilhota pancreática de humanos e 

roedores obesos com DMT2, induzindo perda de células β pancreáticas e hiperglicemia 

(DONATH et al., 1999; EHSES et al., 2009; SAUTER et al., 2008). Pitombo et al. (2006) 

observaram em camundongos Swiss alimentados por 8 semanas com dieta hiperlipídica (24 

g% de gordura saturada) que a remoção cirúrgica do tecido adiposo epididimal leva à redução 

nas concentrações séricas de IL-6, IL-1β e TNF-α e melhora a sensibilidade periférica à 

insulina. 

Além de IL-6, IL-1β e TNF-α, o tecido adiposo produz outras proteínas inflamatórias, 

como leptina e adiponectina, que estão alteradas na obesidade. A leptina é um produto do 

gene obeso (ob; também conhecido como Lep) e regula o comportamento alimentar atuando 

no sistema nervoso central (HOUSEKNECHT et al., 1998). Camundongos sem produção de 

leptina (camundongos ob/ob) apresentam hiperfagia (aumento anormal do consumo 

alimentar), obesidade e resistência à insulina e a administração de leptina à esses animais 

reverte esse quadro (FRIEDMAN; HALAAS, 1998). A dieta hiperlipídica e a obesidade 

levam ao aumento na concentração de leptina no plasma, caracterizando um quadro de 

hiperleptinemia (LEON-CABRERA et al., 2013; LIN et al., 2000; MAFFEI et al., 1995). 

Houve aumento na expressão gênica e no conteúdo protéico de leptina no tecido adiposo 

epididimal dos animais dos grupos DB + LC e HFD.  Entretanto, os animais alimentados com 

gordura e acúcar, do grupo HFD + LC, apresentaram aumento no conteúdo protéico de leptina 

e redução na expressão gênica em relação ao grupo DB + LC, indicando estado de 

intolerância à leptina ainda mais severo (KNIGHT et al., 2010).  

A dieta hiperlipídica também causou redução na expressão do RNA mensageiro do 

gene da adiponectina no tecido adiposo epididimal. A adiponectina é secretada 

exclusivamente pelo tecido adiposo na corrente sanguínea e seus valores plasmáticos são 

inversamente proporcionais ao percentual de gordura corporal em indivíduos adultos 

(SANTANIEMI et al, 2013). A adiponectina atua na sensibilização à insulina, ações anti-

inflamatórias e anti-apoptóticas em diferentes tipos celulares, mas se encontra diminuída nos 

quadros de obesidade, resistência à insulina, DMT2, asma entre outras (BLUHER, 2014). 

Okada-Iwabu et al. (2013) reportaram a produção de um composto oral ativo, agonista 

sintético do receptor de adiponectina, que denominaram AdipoRon (OKADA-IWABU et al., 

2013). Essa molécula se liga aos receptores de adiponectina e reduz a resistência à insulina e 
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intolerância à glicose em camundongos (OKADA-IWABU et al., 2013). O AdipoRon 

também atenua a DMT2 e prolonga a vida de camundongos db/db submetidos à dieta 

hiperlipídica (OKADA-IWABU et al., 2013). 

 O consumo excessivo de nutrientes como glicose e ácidos graxos induzem disfunção 

microvascular em roedores (BOOTH et al., 2002; ELLIS et al., 2008). A microcirculação é o 

local onde ocorre infiltração de leucócitos nos tecidos inflamados, incluindo o tecido adiposo. 

A interação de leucócitos circulantes com o endotélio vascular é uma etapa primordial na 

resposta inflamatória (URSO; HOPPS; CAIMI, 2010) e ocorre em três passos, sendo cada um 

mediado por uma classe específica de moléculas de adesão expressas na membrana da célula 

endothelial: 1) o rolamento de leucócitos regulado por P-selectina e E-selectina; 2) a 

aderência dos leucócitos às moléculas de adesão ICAM-1 e VCAM-1; e 3) o extravazamento 

leucocitário regulado por ICAM-1 e PECAM-1. Nesse estudo, o consumo de açúcar, 

combinado com as dietas balanceada ou hiperlipídica, levou ao aumento no conteúdo protéico 

das moléculas de adesão intercelular e vascular (ICAM-1 e VCAM-1, respectivamente) no 

tecido adiposo epididimal. O grupo HFD + LC apresentou aumento nos conteúdos protéicos 

de ICAM-1 e VCAM-1 no tecido adiposo epididimal em relação aos animais alimentados 

apenas com dieta hiperlipídica. Talukdar et al. (2012) demonstraram que o acúmulo de 

neutrófilos no tecido adiposo ocorre 48 horas após administração de uma dieta hiperlipídica 

com aumento máximo em 3 dias após alimentação. 

Há vários mecanismos pelos quais a obesidade afeta a vasculatura e aumenta o risco 

de morte por doenças cardiovasculares (ZHANG; CUI; ZHANG, 2010). As adipocinas, 

citocinas liberadas pelo tecido adiposo, influenciam o desenvolvimento das paredes dos vasos 

sanguíneos por mudanças metabólicas tais como: hiperlipidemia, hiperglicemia e resistência à 

insulina, fatores que contribuem no aumento da adiposidade da vasculatura e disfunção do 

vaso (IKEOKA; MADER; PIEBER, 2010). Há aumento da gordura perivascular na obesidade 

em humanos (GREENSTEIN et al., 2009; LEHMAN et al., 2010) e em vários modelos de 

obesidade animal (KETONEN et al., 2010; MA et al., 2010; MARCHESI et al., 2009). Em 

humanos, o aumento da gordura perivascular correlaciona-se com o acúmulo de gordura 

visceral e com a ocorrência de hipertensão, resistência à insulina e diabetes (LEHMAN et al., 

2010; RITTIG et al., 2008). 

A gordura perivascular é composta de tecido adiposo branco e marrom. Este último é 

rico em mitocôndrias, expressando a proteína desacopladora-1 (UCP-1). O tecido adiposo 

perivascular também apresenta inflamação induzida pela obesidade assim como é observado 

nos outros tecidos adiposos, com desbalanço na secreção de adipocinas e indução de estresse 
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oxidativo, hipóxia e resistência à insulina (DE VOORDE et al., 2014; GOMEZ-

HERNANDEZ et al., 2013). Ma et al. (2010) demonstraram que o aumento do tecido adiposo 

perivascular contribui com a disfunção endotelial de camundongos C57Bl/6J alimentados 

com dieta hiperlipídica por 6 meses. A remoção da gordura perivascular restaura a função 

endotelial dos animais (MA et al., 2010). No presente estudo, houve redução do conteúdo 

protéico de IL-10 na gordura perivascular da aorta torácica dos animais alimentados com 

dieta hiperlipídica. A interleucina-10 é uma citocina anti-inflamatória que se encontra 

reduzida no plasma de roedores submetidos à dieta hiperlipídica e humanos obesos 

(BALLARD et al., 2013; STRANDBERG et al., 2009). Gao et al. (2013) demonstraram que 

camundongos machos alimentados com dieta hiperlipídica por 31 dias que receberam duas 

injeções de plasmídeos contendo IL-10 (no primeiro e último dias) apresentaram redução no 

ganho de peso e aumento da sensibilidade à insulina e tolerância à glicose. 

Não houve alteração significativa no conteúdo de proteínas inflamatórias da aorta 

torácica, com exceção dos grupos BD + LC e HFD + LC que apresentaram redução de TNF-

α. Essa resposta pode ser tardia ou até contra-regulatória. Kim et al. (2008) demonstraram que 

a obesidade induzida por dieta hiperlipídica em animais C57Bl/6J promove inflamação e 

resistência à insulina nos vasos sanguíneos antes dessas respostas serem detectadas no 

músculo esquelético, fígado ou tecido adiposo. A aterosclerose é uma doença da parede 

arterial apresentando processo inflamatório crônico (ROCHA; LIBBY, 2009). O fator de 

transcrição nuclear-κB (NFκB) integra vários processos envolvidos na formação de placas 

ateroscleróticas. O NFκB controla a expressão de genes que direcionam o início e a 

progressão da aterosclerose, incluindo TNF-α, IL-1β, IL-6 e as moléculas de adesão ICAM-1 

e VCAM-1 (BAKER; HAYDEN; GHOSH, 2011).  

Em resumo, o ganho de massa corpórea e o peso final do tecido adiposo epididimal do 

grupo HFD + LC não foram diferentes quando comparados ao grupo HFD, mas a intolerância 

à glicose e a resistência à insulina, a insulinemia de jejum, o índice HOMA-IR e o conteúdo 

de proteínas pro-inflamatórias na gordura epididimal foram significativamente diferentes. A 

combinação de gordura e açúcar potencializou a obesidade, resistência à insulina e inflamação 

nos animais C57Bl/6J.  

Assim, como pode ser observado na Figura 28, a obesidade, resistência à insulina e 

inflamação induzidas por dietas hipercalóricas durante 8 semanas não são necessariamente 

interligadas. As dietas hiperlipídica e balanceada com leite condensado causaram obesidade e 

alteraram alguns dos parâmetros inflamatórios avaliados, sem induzir resistência à insulina. A 

gordura da dieta pode não ser a causa primária da obesidade e suas comorbidades decorrentes. 
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A associação de gordura e açúcar potencializou a obesidade, induziu resistência periférica à 

insulina e inflamação no tecido adiposo e na gordura perivascular da aorta torácica. A 

composição de ácidos graxos da dieta é um fator importante na avaliação dos seus efeitos 

sobre os parâmetros de obesidade, resistência à insulina e inflamação, uma vez que os ácidos 

graxos saturados e os ácidos graxos poliinsaturados n-3 podem apresentar efeitos opostos, 

como pró- e anti-inflamatórios, respectivamente.  

 

 
Figura 28.  Efeitos das dietas obesogênicas: balanceada com leite condensado ad libitum, 

hiperlipídica e hiperlipídica com leite condensado ad libitum sobre os parâmetros 
que caracterizam obesidade, resistência à insulina e inflamação.  

 

Dietas ricas em ácidos graxos saturados são associadas com maior risco de obesidade, 

resistência à insulina e aterosclerose, enquanto que dietas com alto conteúdo de ácidos graxos 

poliinsaturados da família n-3, encontrado principalmente no óleo de peixe, protegem contra 

as doenças metabólicas (ABETE et al., 2011; GONZALEZ-PERIZ et al., 2009). 

Foi observado no presente estudo que os efeitos da suplementação com óleo de peixe 

sobre os parâmetros que caracterizam a obesidade, resistência à insulina e inflamação variam 

de acordo com a quantidade de gordura da dieta. A suplementação com óleo de peixe por 12 

semanas não alterou o ganho de massa corpórea e o peso dos depósitos de gordura dos 

animais C57Bl/6J alimentados com dieta balanceada. Entretanto, diminuiu significativamente 

a concentração sérica de LDL-colesterol e a glicemia, aumentou a porcentagem de gordura 

hepática, reduziu a razão PUFA n-6/n-3 no fígado e no plasma, diminuiu a expressão de RNA 
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mensageiro de F4/80, TNF-α e TLR-4 no fígado, reduziu os conteúdos protéicos de VCAM-

1, IL-6 e IL-10 na aorta torácica e de adiponectina e resistina no tecido adiposo perivascular. 

A suplementação com óleo de peixe reduziu os efeitos da dieta hiperlipídica observados sobre 

o ganho de massa corpórea, peso dos depósitos de gordura mesentérica e epdidimal, colesterol 

total, LDL-colesterol, glicemia e índice HOMA-IR. A suplementação com óleo de peixe 

aumentou o conteúdo de adiponectina no tecido adiposo epididimal dos animais alimentados 

com dieta hiperlipídica, mas não alterou os parâmetros inflamatórios no fígado, aorta torácica 

e tecido adiposo perivascular.  

Nossos dados corroboram com os estudos de outros autores em que a incorporação do 

ácido graxo poliinsaturado ω-3 em dietas ricas em gordura reduziu o acúmulo de gordura 

corporal nos animais (BELZUNG; RACLOT; GROSCOLAS, 1993; HAINAULT et al., 1993; 

RUZICKOVA et al., 2004; TAKAHASHI; IDE, 2008). Baillie et al. (1999) demonstraram 

redução de 25% no acúmulo de gordura epididimal em ratos, de 4 semanas de idade, tratados 

por 6 semanas com dieta hiperlipídica (40 % da energia) enriquecida com óleo de peixe, 

comparada com óleo de milho, sem observar diferença na ingestão calórica. Belzung et al. 

(1993) também demonstraram diminuição dos depósitos adiposos retroperitoneal e epididimal 

em ratos Wistar machos com 7 semanas de idade alimentados com dieta hiperlipídica (20% da 

energia) contendo diferentes quantidades de PUFA n-3 (0-33% EPA + DHA) por 4 semanas. 

Nesse mesmo estudo, os autores demonstraram que a redução no depósito de gordura 

retroperitoneal é dose-dependente; doses mais elevadas de PUFA n-3 resulta em menor 

acúmulo de gordura (BELZUNG; RACLOT; GROSCOLAS, 1993). 

Os mecanismos pelos quais PUFAs n-3 reduzem a gordura corporal não estão 

totalmente esclarecidos. Algumas evidências em humanos (PARRA et al., 2008) e animais 

(PÉREZ-MATUTE et al., 2007; TAKAHASHI; IDE, 2008) são sugestivas de que os ácidos 

graxos poliinsaturados n-3 podem contribuir com a melhora na composição corporal pela 

supressão do apetite (PÉREZ-MATUTE et al., 2007). Entretanto, em outros estudos, foi 

mostrado que os efeitos dos PUFAs n-3 no peso e gordura corporal são mediados por 

alterações na expressão de genes envolvidos na regulação do metabolismo de lipídios  em 

diferentes tecidos. A ingestão de PUFAs n-3 aumenta a expressão de genes envolvidos na 

oxidação de lipídios no fígado, intestino, músculos cardíaco e esquelético e diminui a 

expressão de genes envolvidos na lipogênese do tecido adiposo, favorecendo a oxidação dos 

lipídios e reduzindo seu armazenamento (BUCKLEY; HOWE, 2009).  

Nesse estudo, a suplementação com óleo de peixe por 12 semanas reduziu os valores 

de LDL-colesterol no plasma dos animais submetidos a ambas as dietas e colesterol total no 
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grupo que recebeu dieta hiperlipídica. Esses resultados corroboram com o estudo de 

Yamazaki et al. (2011) que observaram diminuição do colesterol total em ratos Wistar 

machos, induzidos a obesidade por glutamato monossódico no período neonatal e que aos 3 

meses de idade foram suplementados com óleo de peixe (1 g de óleo por Kg de massa 

corpórea por dia) por 4 semanas. 

A hipercolesterolemia aumenta a expressão de moléculas de adesão envolvidas na 

aterogênese (STEINBERG, 2002; YAMAZAKI et al., 2011). Assim, a redução dos valores de 

colesterol total sérico encontrada nesse estudo e outros (BAYS et al., 2009; ZHANG; CUI; 

ZHANG, 2010) é um fator importante para explicar parte dos efeitos anti-aterogênicos dos 

PUFAs n-3 em doenças cardiovasculares. 

Ao contrário dos ácidos graxos saturados, os PUFAs n-3 suprimem o desenvolvimento 

da resistência à insulina e diabetes em humanos e roedores (NAVAS-CARRETERO et al., 

2009; SENER et al., 2009). Perez-Matute et al. (2007) demonstraram que ratos machos 

alimentados com dietas controle ou hiperlipídica, recebendo EPA por gavagem, apresentam 

redução na insulina plasmática de jejum e na resistência à insulina em ambos os grupos. Foi 

observada no presente estudo redução na glicemia de jejum dos animais suplementados com 

óleo de peixe submetidos a dieta balanceada ou hiperlipídica. A suplementação com óleo de 

peixe reduziu significativamente o índice HOMA-IR dos animais que receberam dieta 

hiperlipídica, indicando maior sensibilidade à insulina.  

A suplementação com óleo de peixe causou redução na razão PUFAs n-6 : n-3 no 

fígado e plasma dos animais submetidos a ambas as dietas. A proporção considerada ótima de 

PUFAs n-6 : n-3 na dieta seria entre 1-4 : 1 (PATTERSON et al., 2012). Entretanto, com as 

mudanças de hábitos  nutricionais nos países industrializados, essa razão aumentou para 10 : 1 

a 20 : 1 (OLIVIER et al., 2011). Em paralelo, aumentou também a incidência de patologias 

envolvendo processos inflamatórios como doenças cardiovasculares, obesidade, DMT2, 

artrite reumatóide e câncer. Assim, os efeitos anti-obesogênicos ou anti-inflamatórios da 

suplementação com óleo de peixe podem ser explicados nesse estudo pela alteração efetiva na 

razão PUFA n-6 : n-3 no fígado e no plasma dos animais. 

A primeira descrição de que uma dieta hiperlipídica (“high-fat diet”) induz obesidade 

por intervenção nutricional foi feita em 1959 (MASEK; FABRY, 1959). Em estudos 

subsequentes foi observado que dietas ricas em lipídios promovem hiperglicemia, resistência 

à insulina e inflamação. Entretanto, várias dietas com composições de ácidos graxos muito 

diferentes são consideradas como “high-fat diet”. Isso leva inevitavelmente a variabilidades 

consideráveis nos resultados descritos. Foi utilizada nesse estudo uma dieta rica em gordura 
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contendo proporções similares de ácidos graxos saturados (ácido palmítico e esteárico) e 

monoinsaturados (ácido oléico) e em menor quantidade ácido graxo poliinsaturado da família 

n-6 (ácido linoléico). Os resultados observados no presente estudo podem ser devido a 

proporção quantitativa entre os ácidos graxos presentes na dieta, que causou obesidade e 

resistência à insulina mas não induziu inflamação hepática, no tecido adiposo epididimal, na 

aorta torácica e gordura perivascular. 

O acúmulo de ácidos graxos saturados de cadeia longa em células endoteliais leva à 

disfunção vascular (SCHAFFER, 2003; UNGER, 2002). Harvey et al. (2010) demonstraram 

que os ácidos palmítico e esteárico induzem respostas pró-inflamatórias e iniciam a apoptose 

de células endoteliais de aorta de humanos (HAEC).  Os mesmos autores também verificaram 

que o ácido oléico reduz os efeitos inflamatórios induzidos por ácidos graxos saturados em 

células endoteliais de aorta de humanos (HAEC), diminuindo a incorporação do ácido 

esteárico e a ativação de NF-κB . 

O ácido oléico protege contra os efeitos lipotóxicos induzidos pelo ácido palmítico em 

células do ovário de hamster chineses (LISTENBERGER et al., 2003). Gao et al. (2009) 

verificaram que o efeito protetor do ácido oléico na resistência à insulina induzida pelo ácido 

palmítico em miotubos L6 é dependente de fosfoinositídeo 3-quinase (GAO; GRIFFITHS; 

BAILEY, 2009). Em células cancerígenas de mamas (MDA-MB-231), o ácido oléico 

diminuiu a capacidade dos ácidos graxos saturados de induzirem apoptose (HARDY et al., 

2003). Sendo assim, os resultados encontrados no presente estudo podem ser decorrentes da 

proporção entre os ácidos graxos monoinsaturados e saturados da dieta hiperlipídica utilizada. 

Não foi observada inflamação na aorta torácica e na gordura perivascular dos animais 

C57Bl/6J submetidos a dieta hiperlipídica e suplementados com óleo de peixe.  

Em resumo, conforme apresentado na Figura 29, a suplementação com óleo de peixe 

apresentou efeitos anti-inflamatórios quando associada à dieta balanceada e anti-obesogênico 

com melhora na sensibilidade à insulina na presença da dieta hiperlipídica. Assim como 

demonstrado anteriormente,os efeitos do óleo de peixe sobre a obesidade, resistência à 

insulina e inflamação não ocorreram de modo interligado. A suplementação com óleo de 

peixe alterou a composição de ácidos graxos no plasma e fígado dos animais submetidos à 

ambas as dietas. A inibição do receptor TLR-4 pelos ácidos graxos poliinsaturados n-3 pode 

ter resultado nos efeitos anti-obesogênicos observados (LIU et al., 2013). 
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Figura 29. Efeitos da suplementação com óleo de peixe associado às dietas balanceada ou 

hiperlipídica sobre os parâmetros que caracterizam obesidade, resistência à insulina e 
inflamação.  

 

Os receptores do tipo toll-like reconhecem ligantes endógenos e promovem 

inflamação crônica não-infecciosa (NAGAI; WATANABE; TAKATSU, 2013). Ácidos 

graxos livres podem se ligar ao receptor TLR-4 ativando vias de sinalização que promovem 

produção e liberação de citocinas inflamatórias (VOLPE; NOGUEIRA-MACHADO, 2013). 

A ação dos ácidos graxos no receptor TLR-4 é um potencial alvo terapêutico no controle da 

inflamação e por isso foi investigado nesse estudo na vigência de dieta hiperlipídica e 

suplementação com óleo de peixe.  

A dieta hiperlipídica administrada por 8 semanas induziu aumento no ganho de massa 

corpórea, no peso dos depósitos de gordura retroperitoneal, epididimal e mesentérico, 

glicemia e insulinemia, nos animais TLR-4-/- em relação aos knockouts alimentados com dieta 

balanceada. A suplementação com óleo de peixe associada à dieta balanceada levou ao 

aumento do LDL-colesterol sérico, insulinemia e resistência à insulina nos animais knockouts 

comparado aos não suplementados. A suplementação com óleo de peixe em animais TLR-4-/- 

não reduziu o ganho de massa corpórea induzido pela dieta hiperlipídica, como ocorreu nos 

animais C57Bl/6J apresentados anteriormente.  

A participação do receptor TLR-4 nas complicações metabólicas não está esclarecida e 

vários modelos de deficiência desse receptor foram estudados. Dois modelos de camundongos 
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naturalmente resistentes ao LPS foram identificados: a deficiência espontânea da função do 

receptor (C3H/HeJ) e a deleção do gene TLR4 (C57Bl/10ScN e C57Bl/6J) (DAVIS et al., 

2008; POLTORAK et al., 1998). Outro modelo foi gerado usando a recombinação de 

cromossomos homólogos (HOSHINO et al., 1999). A composição corporal difere entre os 

modelos quando os animais são submetidos à dieta hipercalórica, sem alteração (POGGI et 

al., 2007) ou com redução do peso corporal (DAVIS et al., 2008; SUGANAMI et al., 2007; 

TSUKUMO et al., 2007) em camundongos C3H/HeJ e C57BL/10ScN, e sem alteração ou 

com aumento do peso corporal em camundongos TLR4-/- (C57Bl/6J) (SHI et al., 2006). Ainda 

não está esclarecido se a divergência entre os resultados é devido aos diferentes modelos de 

mutações no receptor TLR-4, linhagem de camundongos ou ainda por outros fatores como 

dieta ou idade (KIM; SEARS, 2010). No presente estudo, observou-se que os camundongos 

knockouts para o receptor TLR-4 alimentados com dieta balanceada e suplementados com 

óleo de peixe apresentam aumento no ganho de massa corporal, nos depósitos de gordura 

visceral, redução no conteúdo de AG monoinsaturados e PUFAs n-3 no fígado, em relação 

aos animais C57Bl/6J que apresentam integridade do receptor.  

Em estudos anteriores (DAVIS et al., 2008; POGGI et al., 2007; TSUKUMO et al., 

2007) foi demonstrado que camundongos sem o receptor TLR-4 funcional são protegidos da 

obesidade e resistência à insulina induzida pela dieta hiperlipídica. Outros autores observaram 

que a deleção do receptor TLR-4 promove obesidade (SUGANAMI et al., 2007), resistência a  

insulina (VIJAY-KUMAR et al., 2011), hiperlipidemia (VIJAY-KUMAR et al., 2010) e um 

fenótipo diabético em camundongos. A dieta rica em lipídios pode alterar a microflora do 

ceco, a primeira parte do intestino grosso, o qual recebe o conteúdo proveniente do intestino 

delgado e tem como função a reabsorção de água e alguns nutrientes. A alteração da 

microflora do ceco pode modificar a barreira intestinal e a translocação de produtos 

microbianos, levando à ativação de vias independentes do receptor TLR-4 associadas com 

inflamação, resistência à insulina, dislipidemia, hiperinsulinemia e hiperleptinemia. Essas 

condições associadas podem ser exacerbadas na ausência do receptor TLR-4 funcional 

(VIJAY-KUMAR et al., 2011) e faz-se necessário estudo mais detalhado para explicar esses 

mecanismos.   

Foi demonstrado nesse estudo que a deleção do receptor TLR4 atenua a obesidade 

induzida pela dieta hiperlipídica mas a suplementação com óleo de peixe reverte esse efeito. 

O aumento do peso corporal nos animais knockouts para o receptor TLR-4, suplementados 

com óleo de peixe e alimentados com dieta hiperlipídica, sugere correlação do efeito protetor 

dos PUFAs n-3 na obesidade e a integridade desse receptor. A suplementação com óleo de 
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peixe nos animais knockouts alimentados com dieta hiperlipídica aumentou a porcentagem de 

gordura hepática, conteúdo hepático de AG monoinsaturados e PUFAs n-6 e redução de AG 

saturados. Esse é o primeiro estudo a demonstrar que na ausência do receptor TLR-4 os 

efeitos anti-obesogênicos do óleo de peixe associados à dieta hiperlipídica são atenuados. 

Em estudos in vitro foi demonstrado que ácidos graxos saturados ativam a sinalização 

do receptor TLR-4 (ISHIKADO et al., 2009; LEE et al., 2003; STOVER et al., 2004). Os 

mecanismos moleculares pelos quais os ácidos graxos alteram a sinalização dependente do 

receptor TLR-4 ainda não foram elucidados. A cadeia de lipídio A presente na estrutura do 

LPS se liga diretamente a estrutura do complexo MD2-TLR4 (PARK et al., 2009). O mesmo 

deve ocorrer com os ácidos graxos saturados livres. Outra possibilidade é de que os ácidos 

graxos saturados podem ser convertidos em ligantes do TLR-4, como por exemplo ceramida 

que tem estrutura similar ao lipídio A (JOSEPH et al., 1994) e pode desencadear respostas 

celulares dependentes de TLR-4 (BARBER; PERERA; VOGEL, 1995), além de agir como 

intermediário nas respostas dependentes de TLR-4 desencadeadas pelo LPS e outros 

estímulos (CUSCHIERI et al., 2007; FISCHER et al., 2007; JOSEPH et al., 1994). Haversen 

et al. (2009) demonstraram que o ácido palmítico (C16:0) é convertido em ceramida antes de 

apresentar efeitos pró-inflamatórios. O aumento na secreção e expressão de RNA mensageiro 

de citocinas induzido pelo ácido palmítico em células THP-1 é atenuado pela inibição da 

síntese de novo de ceramida e esse efeito é mimetizado pelo tratamento com ceramida in vitro 

(HAVERSEN et al., 2009). Em contraste aos ácidos graxos saturados, os PUFA n-3 podem 

ser metabolizados em resolvinas, que são moléculas antiinflamatórias (SERHAN et al., 2002) 

ou atenuar indiretamente as respostas induzidas por LPS ativando receptores dependentes de 

PPARs (LI et al., 2005). 

Ácidos graxos saturados e poliinsaturados podem também atuar na sinalização do 

receptor TLR por modificação na composição lipídica e protéica dos microdomínios de 

membrana, denominados lipid rafts, para os quais o receptor TLR-4 é translocado quando 

ativado (TRIANTAFILOU et al., 2002). Os ácidos graxos saturados se intercalam na estrutura 

glicolipoprotéica rica em colesterol dos lipid rafts da membrana e a maioria das proteínas é 

palmitoilada e/ou miristoilada (MELKONIAN et al., 1999) ativando a molécula adaptadora 

relacionada-TRIF (TRAM), um co-adaptador pra TRIF na via do TLR-4 (RESH, 2004; 

ROWE et al., 2006). Em contrapartida, PUFAs n-3 desorganizam a estrutura e a composição 

lipídica da membrana plasmática (CALDER, 2013; CHAPKIN et al., 2008; LI et al., 2006), 

alterando a sinalização protéica dos lipid rafts (STULNIG et al., 2001; ZEYDA et al., 2002) e 
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reduzindo a presença do receptor TLR-4 na superfície celular (DE SMEDT-PEYRUSSE et 

al., 2008). 

A ativação de TLR4 pode diminuir a ação da insulina diretamente, por meio de 

ativação de quinases pró-inflamatórias e aumento na produção de espécies reativas de 

oxigênio (ERO) e, indiretamente, por ativação da cascata de sinalização de citocinas e 

liberação sistêmica de  fatores pró-inflamatórios (KIM; SEARS, 2010). Duas vias de 

sinalização são iniciadas pela ativação do receptor TLR-4. Uma delas, modulada por MyD88 

e TIRAP, ativa IKK, p38, JNK, CREB, AP2 e NFkB e leva à indução da expressão de genes 

pró-inflamatórios. A outra via, modulada por TRAM e TRIF, requer internalização do 

receptor TLR-4, ativa IKK, NF-kB e IRF3 e leva à indução de genes como interferon-γ 

(LUCAS; MAES, 2013). A ativação transcricional induzida por essas vias leva à expressão de 

centenas de genes, dependendo do tipo celular, que propaga os mecanismos de defesa da 

imunidade inata.  

 Observou-se no presente estudo que animais sem o receptor TLR-4 mantidos em dieta 

balanceada, com ou sem suplementação de óleo de peixe, apresentam redução na expressão 

gênica hepática de F4/80, IL-1β e IL-6 em relação aos animais C57Bl/6J também alimentados 

com dieta balanceada. A expressão de RNA mensageiro de TNF-α no fígado dos animais 

TLR-/- recebendo dieta balanceada foi aumentada em relação aos C57Bl/6J. Na aorta torácica, 

a deleção do receptor TLR-4 levou à redução do conteúdo protéico de IL-10, IL1-β, IL-6, 

TNF-α, ICAM-1 e VCAM-1 nos animais alimentados com dieta balanceada, suplementados 

ou não com óleo de peixe. De forma similar, Chen et al. (2013) demonstraram que, em porcos 

submetidos a lesão hepática dependente de macrófago por injeção de E. coli LPS, a 

suplementação com óleo de peixe na dieta atenua a inflamação reduzindo a expressão de 

citocinas hepáticas pró-inflamatórias, inibindo a via de sinalização do receptor TLR-4 (CHEN 

et al., 2013).  

O efeito da dieta hiperlipídica na obesidade, apesar de ter sido atenuado nos animais 

knockouts TLR-4-/-, aumentou o conteúdo protéico de TNF-α e IL-10 na aorta torácica. A 

suplementação com óleo de peixe nos animais com deleção do receptor exacerbou a 

obesidade, aumentou a expressão gênica de TNF-α, IL-6 e F4/80 no fígado e o conteúdo 

protéico de IL-1β na aorta torácica. Nossos dados corroboram com os de Davis et al. (2008). 

Esses autores monstraram que a deleção do gene TLR-4 em camundongos C57Bl/10ScN não 

atenua a inflamação no tecido adiposo, indicada pela expressão do RNA mensageiro de TNF-

α e IL-6, induzida por dieta hiperlipídica durante 16 semanas. Da mesma forma, Ding et al. 
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(2012) mostraram que a deficiência do receptor TLR-4 diminui a aterosclerose sem alterar a 

inflamação induzida pela obesidade e resistência à insulina em camundongos knockouts para 

o receptor de LDL. Liu et al. (2013) demonstraram que ratos machos Sprague-Dawley 

tratados por 16 semanas em uma dieta com razão 1:1 entre PUFA n-3/ n-6 apresentam 

redução de TNF-α, IL-6 e de proteína C reativa na circulação com redução de proteína e RNA 

mensageiro de TLR-4.  

Conforme apresentado na Figura 30, a suplementação com óleo de peixe aumentou o 

ganho de massa corpórea nos animais knockouts alimentado com dieta balanceada em relação 

aos C57Bl/6J, mas reduziu a inflamação no fígado e aorta torácica. A dieta hiperlipídica, com 

ou sem a suplementação, diminuiu a inflamação na aorta torácica dos animais knockouts em 

relação aos C57Bl6/J sob o mesmo tratamento. Assim, os efeitos anti-obesogênicos da 

suplementação com óleo de peixe são dependentes da integridade do receptor TLR-4.  

 

 
Figura 30.  Efeitos da suplementação com óleo de peixe associado às dietas balanceada ou 

hiperlipídica sobre os parâmetros que caracterizam obesidade, resistência à insulina e 
inflamação em camundongos knockouts para a proteína TLR-4 em relação aos animais 
C57Bl/6J com integridade do receptor. 
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- O consumo excessivo de gordura ou açúcar ou ambos por 8 semanas causa obesidade 

em camundongos C57Bl/6J. A associação desses macronutrientes na dieta 

potencializa a obesidade e induz resistência à insulina e inflamação no tecido adiposo 

e gordura perivascular da aorta torácica; 

- a suplementação com óleo de peixe por 12 semanas altera a composição de ácidos 

graxos saturados, monoinsaturados, poliinsaturados n-6 e n-3 no fígado e no plasma 

dos animais C57Bl/6J reduzindo a inflamação associada à dieta balanceada e a 

obesidade e resistência à insulina na vigência de dieta hiperlipídica; 

- os efeitos anti-obesogênicos e anti-diabéticos da suplementação com óleo de peixe 

na dieta hiperlipídica dependem da integridade do TLR-4, uma vez que esses são 

abolidos nos animais knockouts para esse receptor. 
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Tabela A1a - Valores individuais referentes à Figura 5A da seção Resultados: Efeitos das dietas 
padrão, balanceada (DB), balanceada com leite condensado ad libitum (DB+LC), hiperlipídica (HFD) 
e hiperlipídica com leite condensado ad libitum (HFD+LC) sobre a evolução semanal da massa 
corporal (em gramas) de camundongos C57Bl/6J em 12 semanas. 
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Tabela A1b - Valores individuais referentes à Figura 5B da seção Resultados: Efeitos das dietas 
padrão, balanceada (DB), balanceada com leite condensado ad libitum (DB+LC), hiperlipídica (HFD) 
e hiperlipídica com leite condensado ad libitum (HFD+LC) sobre a diferença de massa corpórea 
(massa corporal final – massa corporal inicial; em gramas) em camundongos C57Bl/6J tratados 
durante 12 semanas.  

 
 
Tabela A2 - Valores individuais referentes à Figura 6 da seção Resultados: Efeitos das dietas padrão, 
balanceada (DB), balanceada com leite condensado ad libitum (DB+LC), hiperlipídica (HFD) e 
hiperlipídica com leite condensado ad libitum (HFD+LC) sobre a ingestão alimentar (em gramas por 
animal por semana) e o consumo de leite condensado (em gramas por animal por semana) de 
camundongos C57Bl/6 tratados durante 12 semanas. 
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Tabela A3 - Valores individuais referentes à Figura 7 da seção Resultados: Efeitos das dietas padrão, 
balanceada (DB), balanceada com leite condensado ad libitum (DB+LC), hiperlipídica (HFD) e 
hiperlipídica com leite condensado ad libitum (HFD+LC) sobre o consumo calórico (Kcal por animal 
por semana) e a eficiência energética das dietas (grama de peso por Kcal de ração) em camundongos 
C57Bl/6 tratados durante 12 semanas. 
 

      
 

 
Tabela A4 - Valores individuais referentes à Figura 8 da seção Resultados: Efeitos das dietas padrão, 
balanceada (DB), balanceada com leite condensado ad libitum (DB+LC), hiperlipídica (HFD) e 
hiperlipídica com leite condensado ad libitum (HFD+LC) sobre o peso dos depósitos de gordura: 
mesentérica, epididimal, retroperitoneal e tecido adiposo marrom (TAM) de camundongos C57Bl/6 
tratados durante 12 semanas. 
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Tabela A5 - Valores individuais referentes à Figura 9 da seção Resultados: Efeitos das dietas 
padrão, balanceada (DB), balanceada com leite condensado ad libitum (DB+LC), hiperlipídica 
(HFD) e hiperlipídica com leite condensado ad libitum (HFD+LC) sobre o peso do coração (em 
gramas), peso do coração em relação à massa corpórea (ambos em gramas), peso do fígado (em 
gramas) e o peso do fígado em relação à massa corpórea (ambos em gramas) de camundongos 
C57Bl/6 tratados durante 12 semanas. 

 

     
 

     
 
Tabela A6 - Valores individuais referentes à Figura 10 da seção Resultados: Efeitos das dietas 
padrão, balanceada (DB), balanceada com leite condensado ad libitum (DB+LC), hiperlipídica 
(HFD) e hiperlipídica com leite condensado ad libitum (HFD+LC) sobre a atividade das enzimas 
hepáticas aspartato aminotransferase (AST) (A) e alanina amino transferase (ALT) (B) no soro de 
camundongos C57Bl/6 tratados durante 12 semanas. 
 

    
 

 
 



150 
 

Tabela A7 - Valores individuais referentes à Figura 11 da seção Resultados: Efeitos das dietas 
padrão, balanceada (DB), balanceada com leite condensado ad libitum (DB+LC), hiperlipídica 
(HFD) e hiperlipídica com leite condensado ad libitum (HFD+LC) sobre glicemia, colesterol total, 
lipoproteína de baixa densidade (LDL) e triaciligliceróis no soro de camundongos C57Bl/6 tratados 
durante 12 semanas. 
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Tabela A8a - Valores individuais referentes à Figura 12A da seção Resultados: Efeitos das dietas padrão, 
balanceada (DB), balanceada com leite condensado ad libitum (DB+LC), hiperlipídica (HFD) e hiperlipídica com 
leite condensado ad libitum (HFD+LC) sobre a concentração sérica de glicose após 6 horas de restrição alimentar e 
administração de 2 g/Kg p.c. de glicose, via intraperitoneal, e coleta de sangue via caudal, em animais C57Bl/6J 
(A) após tratamento de 12 semanas. 
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Tabela A8b - Valores individuais referentes à Figura 12B da seção Resultados: Efeitos das dietas 
padrão, balanceada (DB), balanceada com leite condensado ad libitum (DB+LC), hiperlipídica (HFD) 
e hiperlipídica com leite condensado ad libitum (HFD+LC) sobre a área incremental da glicose sérica 
em animais C57Bl/6J (A) após tratamento de 12 semanas. 
 

 
 

Tabela A9a - Valores individuais referentes à Figura 13A da seção Resultados: Efeitos das dietas padrão, 
balanceada (DB), balanceada com leite condensado ad libitum (DB+LC), hiperlipídica (HFD) e hiperlipídica 
com leite condensado ad libitum (HFD+LC) sobre os valores glicêmicos após a administração de 0,75 mU/por 
grama de massa corpórea de insulina após 6 horas de jejum, via intraperitoneal, e coleta de sangue via caudal, de 
camundongos C57Bl/6J tratados durante 12 semanas. 
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Tabela A9b - Valores individuais referentes à Figura 13B da seção Resultados: Efeitos das dietas 
padrão, balanceada (DB), balanceada com leite condensado ad libitum (DB+LC), hiperlipídica (HFD) 
e hiperlipídica com leite condensado ad libitum (HFD+LC) sobre a taxa de decaimento da glicemia 
após a administração de 0,75 mU/por grama de massa corpórea de insulina após 6 horas de jejum, via 
intraperitoneal, e coleta de sangue via caudal, em camundongos C57Bl/6J tratados durante 12 
semanas. 
 

 
 

Tabela A10 - Valores individuais referentes à Figura 14 da seção Resultados: Efeitos das dietas 
padrão, balanceada (DB), balanceada com leite condensado ad libitum (DB+LC), hiperlipídica 
(HFD) e hiperlipídica com leite condensado ad libitum (HFD+LC) sobre os valores de insulinemia 
(ng/mL) e o índice HOMA-IR em camundongos C57Bl/6J tratados durante 12 semanas. 
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Tabela A10 - Valores individuais referentes à Figura 15 da seção Resultados: Efeitos das dietas 
padrão, balanceada (DB), balanceada com leite condensado ad libitum (DB+LC), hiperlipídica 
(HFD) e hiperlipídica com leite condensado ad libitum (HFD+LC) sobre os conteúdos de IL-6, 
IL-10, TNF-α, IL-1β, VCAM-1, ICAM-1, adiponectina e leptina no tecido adiposo epididimal de 
camundongos C57Bl/6J tratados durante 12 semanas. 
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Tabela A11 - Valores individuais referentes à Figura 16 da seção Resultados: Efeitos das dietas 
padrão, balanceada (DB), balanceada com leite condensado ad libitum (DB+LC), hiperlipídica (HFD) 
e hiperlipídica com leite condensado ad libitum (HFD + LC) sobre a expressão de genes inflamatórios: 
F4/80, IL-1β, TNF-α, TLR-4, adiponectina e leptina no tecido adiposo epididimal de camundongos 
C57Bl/6J tratados durante 12 semanas. 
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Tabela A12 - Valores individuais referentes à Figura 17 da seção Resultados: Efeitos das dietas 
padrão, balanceada (DB), balanceada com leite condensado ad libitum (DB+LC), hiperlipídica (HFD) 
e hiperlipídica com leite condensado ad libitum (HFD+LC) sobre o conteúdo de ICAM-1, VCAM-1, 
IL-1β, IL-6 e TNF-α na aorta torácica de camundongos C57Bl/6J tratados durante 12 semanas. 
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Tabela A13 - Valores individuais referentes à Figura 18 da seção Resultados: Efeitos das dietas 
padrão, balanceada (DB), balanceada com leite condensado ad libitum (DB+LC), hiperlipídica (HFD) 
e hiperlipídica com leite condensado ad libitum (HFD+LC) sobre os conteúdos de ICAM-1, VCAM-1, 
IL-1β, IL-6, TNF-α, IL-10, adiponectina e leptina na gordura perivascular da aorta torácica de 
camundongos C57Bl/6J tratados durante 12 semanas. 
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Tabela A14a - Valores individuais referentes à Tabela 3 da seção Resultados: Parâmetros metabólicos 
de camundongos C57Bl/6J alimentados com dieta balanceada (DB) ou hiperlipídica (HFD), 
suplementados ou não com óleo de peixe (OP): ganho de massa corpórea, consumo alimentar , 
consumo calórico e eficiência alimentar. 
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Tabela A14b - Valores individuais referentes à Tabela 3 da seção Resultados: Parâmetros metabólicos 
de camundongos C57Bl/6J alimentados com dieta balanceada (DB) ou hiperlipídica (HFD), 
suplementados ou não com óleo de peixe (OP): gordura epididimal, mesentérica, retroperitoneal e 
tecido adiposo marrom (TAM). 
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Tabela A14c - Valores individuais referentes à Tabela 3 da seção Resultados: Parâmetros metabólicos 
de camundongos C57Bl/6J alimentados com dieta balanceada (DB) ou hiperlipídica (HFD), 
suplementados ou não com óleo de peixe (OP): triacilglicerois, colesterol total, LDL-colesterol e 
HDL-colesterol séricos. 
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Tabela A14d - Valores individuais referentes à Tabela 3 da seção Resultados: Parâmetros metabólicos 
de camundongos C57Bl/6J alimentados com dieta balanceada (DB) ou hiperlipídica (HFD), 
suplementados ou não com óleo de peixe (OP): glicemia, insulinemia e índice HOMA-IR. 
 

     
 

 
 
Tabela A15a - Valores individuais referentes à Figura 19 da seção Resultados: Efeitos da 
suplementação com óleo de peixe sobre a % de gordura, razão entre PUFAs n-6 e n-3 e % de ácidos 
graxos individuais pela % de ácidos graxos totais no fígado dos animais C57Bl/6J alimentados com 
dieta balanceada. 
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Tabela A15b - Valores individuais referentes à Figura 19 da seção Resultados: Efeitos da 
suplementação com óleo de peixe sobre a % de gordura, razão entre PUFAs n-6 e n-3 e % de ácidos 
graxos individuais pela % de ácidos graxos totais no soro dos animais C57Bl/6J alimentados com dieta 
balanceada. 
 

     
 

 
 
Tabela A16 - Valores individuais referentes à Figura 20 da seção Resultados: Efeitos da 
suplementação com óleo de peixe sobre as proteínas inflamatórias no fígado (F4/80, TNF-α e TLR-4), 
aorta torácica (VCAM-1, IL-6 e IL-10), gordura perivascular (adiponectina e resistina) e tecido 
adiposo epididimal (adiponectina) de animais C57Bl/6J alimentados com dieta balanceada. 
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Tabela A17a - Valores individuais referentes à Figura 21 da seção Resultados: Efeitos da 
suplementação com óleo de peixe sobre a % de gordura, razão entre PUFAs n-6 e n-3 e % de ácidos 
graxos individuais pela % de ácidos graxos totais no fígado dos animais C57Bl/6J alimentados com 
dieta hiperlipídica. 
 

    
 

 
 
Tabela A17b - Valores individuais referentes à Figura 21 da seção Resultados: Efeitos da 
suplementação com óleo de peixe sobre a % de gordura, razão entre PUFAs n-6 e n-3 e % de ácidos 
graxos individuais pela % de ácidos graxos totais no soro dos animais C57Bl/6J alimentados com dieta 
hiperlipídica. 
 

   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



164 
 

Tabela A18 - Valores individuais referentes à Figura 22 da seção Resultados: Efeitos da 
suplementação com óleo de peixe sobre as proteínas inflamatórias no fígado (F4/80, TNF-α e TLR-4), 
aorta torácica (VCAM-1, IL-6 e IL-10), gordura perivascular (adiponectina e resistina) e tecido 
adiposo epididimal (adiponectina) de animais C57Bl/6J alimentados com dieta hiperlipídica. 
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Tabela A19a - Valores individuais referentes à Figura 23 da seção Resultados: Efeitos da 
suplementação com óleo de peixe sobre a % de gordura, razão entre PUFAs n-6 e n-3 e % de ácidos 
graxos individuais pela % de ácidos graxos totais no fígado dos animais C57Bl/6J alimentados com 
dieta balanceada ou hiperlipídica. 
 

   
 

 
 
Tabela A19b - Valores individuais referentes à Figura 23 da seção Resultados: Efeitos da 
suplementação com óleo de peixe sobre a % de gordura, razão entre PUFAs n-6 e n-3 e % de ácidos 
graxos individuais pela % de ácidos graxos totais no soro dos animais C57Bl/6J alimentados com dieta 
balanceada ou hiperlipídica. 
 

   
 

 
 
Tabela A20 - Valores individuais referentes à Figura 24 da seção Resultados: Efeitos da 
suplementação com óleo de peixe sobre as proteínas inflamatórias no fígado (F4/80, TNF-α e TLR-4), 
aorta torácica (VCAM-1, IL-6 e IL-10), gordura perivascular (adiponectina e resistina) e tecido 
adiposo epididimal (adiponectina) de animais C57Bl/6J alimentados com dieta hiperlipídica. 
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Tabela A21a - Valores individuais referentes à Tabela 4 da seção Resultados: Parâmetros metabólicos 
de camundongos knockouts para a proteína TLR-4 alimentados com dieta balanceada (DB) ou 
hiperlipídica (HFD), suplementados ou não com óleo de peixe (OP). balanceada (DB) ou hiperlipídica 
(HFD), suplementados ou não com óleo de peixe (OP): ganho de massa corpórea, consumo alimentar, 
consumo calórico e eficiência alimentar. 
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Tabela A21b - Valores individuais referentes à Tabela 4 da seção Resultados: Parâmetros metabólicos 
de camundongos knockouts para a proteína TLR-4 alimentados com dieta balanceada (DB) ou 
hiperlipídica (HFD), suplementados ou não com óleo de peixe (OP). balanceada (DB) ou hiperlipídica 
(HFD), suplementados ou não com óleo de peixe (OP): gordura epididimal, mesentérica, 
retroperitoneal, tecido adiposo marrom (TAM) e estômago (todos em gramas). 
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Tabela A21c - Valores individuais referentes à Tabela 4 da seção Resultados: Parâmetros 
metabólicos de camundongos knockouts para a proteína TLR-4 alimentados com dieta balanceada 
(DB) ou hiperlipídica (HFD), suplementados ou não com óleo de peixe (OP). balanceada (DB) ou 
hiperlipídica (HFD), suplementados ou não com óleo de peixe (OP): triacilgliceróis, colesterol total, 
LDL-colesterol, glicemia, insulinemia e índice HOMA-IR. 
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Tabela A22 - Valores individuais referentes à Figura 25 da seção Resultados: Efeitos da suplementação 
com óleo de peixe sobre o ganho de massa corpórea e peso final dos depósitos de tecido adiposo 
retroperitoneal e mesentérico de animais knockouts para a proteína TLR-4 em relação aos animais 
C57Bl/6J alimentados com dietas balanceada ou hiperlipídica. 
 

 
 

 
 
Tabela A23 - Valores individuais referentes à Figura 26 da seção Resultados: Efeitos da suplementação 
com óleo de peixe sobre o conteúdo de gordura total hepática e a composição de ácidos graxos no fígado de 
animais knockouts para a proteína TLR-4 em relação aos animais C57Bl/6J alimentados com dietas 
balanceada ou hiperlipídica. 
 

 
 

 
 
Tabela A24 - Valores individuais referentes à Figura 27 da seção Resultados: Efeitos da suplementação 
com óleo de peixe na expressão de RNA mensageiro do fígado e conteúdo de proteínas inflamatórias na 
aorta torácica de animais knockouts para a proteína TLR-4 em relação aos C57Bl/6J alimentados com 
dietas balanceada ou hiperlipídica. 
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High consumption of polyunsaturated fatty acids, such as sunflower oil has been associated to beneficial effects in plasma lipid
profile, but its role on inflammation and insulin resistance is not fully elucidated yet. We evaluated the effect of sunflower oil
supplementation on inflammatory state and insulin resistance condition in HFD-induced obese mice. C57BL/6 male mice (8
weeks) were divided in four groups: (a) control diet (CD), (b) HFD, (c) CD supplemented with n-6 (CD + n-6), and (d) HFD
supplemented with n-6 (HFD + n-6). CD + n-6 and HFD + n-6 were supplemented with sunflower oil by oral gavage at 2 g/Kg
of body weight, three times per week. CD and HFD were supplemented with water instead at the same dose. HFD induced whole
and muscle-specific insulin resistance associated with increased inflammatory markers in insulin-sensitive tissues and macrophage
cells. Sunflower oil supplementation was not efficient in preventing or reducing these parameters. In addition, the supplementation
increased pro-inflammatory cytokine production by macrophages and tissues. Lipid profile, on the other hand, was improved with
the sunflower oil supplementation in animals fed HFD. In conclusion, sunflower oil supplementation improves lipid profile, but it
does not prevent or attenuate insulin resistance and inflammation induced by HFD in C57BL/6 mice.

1. Introduction

Occidental diet is characterized by high caloric intake, mainly
saturated fatty acids and glucose consumption, contributing
to the development of obesity and insulin resistance. In
the past 15 years, obesity has been associated to chronic
inflammation in several tissues and cells, such as liver,
adipose tissue, skeletal muscle, and immune cells.

In fact, chronic and subclinical “low-grade” inflamma-
tory state is a hallmark of obesity, and this condition has
been proposed to play a central role in the development
of insulin resistance, type 2 diabetes mellitus, and steatosis
[1]. During the past decades, the prevalence of obesity has

enormously increased worldwide [2]. A possible interaction
factor between metabolic disorders and inflammation is the
disruption in lipid metabolism caused by high levels of
saturated fatty acids from high-fat and caloric diet [3, 4].

C57BL/6 mice develop obesity, insulin resistance (IR),
diabetes mellitus, advanced fatty liver, and fatty pancreatic
diseases when submitted to a high-fat diet (HFD), mainly
enriched with saturated fatty acids [5]. The composition
of fatty acids on diet can be an important modulator
of lipid metabolism and inflammation. Some studies have
showed that an increase in circulating levels of mono- or
polyunsaturated fatty acids improves insulin sensitivity and
ameliorates hepatic steatosis [6, 7]. Sunflower oil is rich in
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mono- (MUFA) and polyunsaturated fatty acids (PUFA),
mainly linoleic acid, a member of the n-6 family.

Diet enriched with sunflower oil decreases plasma
triacylglycerol and has beneficial effects on plasma lipid
profile [8]. Moreover, acute administration of sunflower
oil in rats potentially prevents the gastric damages gen-
erated by indomethacin administration through increased
anti-inflammatory response [9]. However, mice fed with
sunflower oil-enriched diet present increased IL-6 (a pro-
inflammatory cytokine) levels in white adipose tissue[8].
Thus, further studies are required to adequately determine
the pro- or anti-inflammatory effects of n-6 fatty acids.

Adipose tissue, skeletal muscle, liver, and immune cells
have been identified as critical targets for the disruption
in metabolic and inflammatory signaling in obesity. The
imbalance between metabolic alterations and inflammatory
signaling pathways leads to insulin resistance, hepatic steato-
sis, and related diseases [4, 10].

In this study, we evaluated the effect of sunflower oil
supplementation on inflammation and insulin sensitivity in
mice fed a balanced diet and a HFD (rich in saturated fatty
acids). The protecting or potentiating effect of sunflower oil
supplementation on insulin resistance and inflammation was
investigated. Whole body (Insulin Tolerance Test—ITT and
Glucose Tolerance Test—GTT) and skeletal muscle (glucose
uptake and metabolism) insulin sensitivity was examined.
Inflammatory markers were investigated in liver, adipose
tissue, skeletal muscle, and peritoneal macrophages. The
strategy used was to investigate the effect of sunflower oil
supplementation in mice fed a balanced diet and a HFD.
Under this last condition, a clear inflammatory state is
established and so a possible anti-inflammatory effect could
be pronounced.

2. Materials and Methods

2.1. Animals. All animal studies were performed according
to protocols approved by the Animal Care and Use Commit-
tee from the Institute of Biomedical Sciences, University of
São Paulo. C57BL/6 male mice (8 weeks-old) were used for
the study. Animals were housed in a room with light-dark
cycle of 12-12 h and temperature of 23 ± 2◦C. Animals were
divided in four groups: (a) control diet (CD), (b) high-fat
diet (HFD), (c) control diet supplemented with n-6 (CD +
n-6), and (d) high-fat diet supplemented with n-6 (HFD +
n-6). During the first 4 weeks preceding the induction of
obesity by HFD, all the four experimental groups were fed ad
libitum with a control diet (76% carbohydrates, 9% fat, 15%
proteins). CD + n-6 and HFD + n-6 were supplemented with
sunflower oil (n-6 PUFA source) by oral gavage at 2 g per
Kg of body weight, three times per week, during 12 weeks.
This dosage of oil was chosen based on previous studies using
different oils from our group and others [11–13]. CD and
HFD received water at the same dose.

2.2. HFD-Induced Obesity and Insulin Resistance. After the
first 4 weeks, animals from the HFD and HFD + n-6 groups
received high-fat diet (26% carbohydrates, 59% fat, 15%

proteins) during the next 8 weeks. CD and CD + n-6 groups
remained on the control diet. Supplementation with n-6
(sunflower oil, 2 g/Kg b.w.) was kept until the end of the 12
weeks.

2.3. Glucose and Insulin Tolerance Tests. Tolerances to glucose
(GTT) and to insulin (ITT) were evaluated after 6 h fasting.
For GTT, mice were intraperitoneally injected (i.p.) with
glucose (2 g/Kg body weight). Blood glucose measurements
were performed at 0, 15, 30, 45, 60, and 90 min after
glucose injection. Glucose concentration versus time was
plotted and the area under the curve (AUC) was calculated
for each animal. For ITT, animals were i.p. injected with
insulin (Humulin R, Lilly, 0.75 UI/kg b.w.) and glucose
measurements were performed at 0, 10, 20, 30, 40, 50, and
60 min after injection. Glucose concentration versus time
was plotted and the glucose lowering rate was calculated.

In both tests, blood samples were collected from the tail
vein. For GTT, serum glucose was measured by colorimet-
ric assay commercially available (PAP Liquiform Glucose,
Labtest) and for ITT, glucose was measured by using
glucometer (One Touch Ultra, Johnson & Johnson).

2.4. Serum Parameters Analysis. After 6 hours fasting, ani-
mals were anesthetized and blood was collected by punc-
turing the orbital plexus. Serum glucose, triacylglycerol,
total cholesterol, LDL-cholesterol, and HDL-cholesterol were
determined by colorimetric assays (Labtest Diagnostics,
Lagoa Santa, MG, Brazil).

2.5. Responsiveness to Insulin in Isolated Soleus Muscle.
Animals were euthanized by cervical dislocation and soleus
muscles rapidly and carefully isolated, weighed (8–10 mg),
attached to stainless steel clips to maintain resting tension,
and preincubated for 30 min, at 37◦C, in Krebs-Ringer bicar-
bonate buffer (KRBB) containing 5.6 mM glucose and 1%
bovine serum albumin (BSA), pH 7.4, pregassed for 30 min
with 95% O2/5% CO2, with agitation at 100 oscillations per
min. After this period, muscles were transferred to other vials
containing the same buffer, but added of 0.3 µCi/mL D-[U-
14C]-glucose and 0.2 µCi/mL 2-deoxy-D-[2,6-3H]-glucose.
Phenylethylamine (0.2 mL), diluted 1 : 1 v/v in methanol, was
added into a separate compartment for 14CO2 adsorption.
Incubation was then performed for 1 h under similar condi-
tions, in the absence or presence of 7 nM insulin. Gasification
with 95% O2/5% CO2 was maintained during the pre-
incubation and the first 15 min of the incubation period and
then stopped.

After the incubation period, muscles were briefly washed
in cold KRBB at 4◦C, dried on filter paper and frozen
in liquid N2. Samples were processed for measurements
of uptake of 2-deoxy-D-[2,6-3H]-glucose, D-[14C]-glucose
incorporation, [14C]-glycogen synthesis, and decarboxyla-
tion of D-[14C]-glucose, according to methods described by
Challiss et al. [14], Espinal et al. [15] and Leighton et al.
[16], respectively, and routinely have been used by our group
[11, 17–22].



174 
 

Journal of Biomedicine and Biotechnology 3

Table 1: Obesity characteristics from mice fed with control diet (CD) or high-fat diet (HFD), supplemented or not with sunflower oil (rich
in n-6 fatty acids).

CD HFD CD + n6 HFD + n6

Body weight gain (g) 2.90 ± 0.42 11.30± 0.91∗ 3.99 ± 0.65 10.33 ± 0.50#

Food ingestion (g/day/animal) 3.61 ± 0.091 2.44± 0.164∗ 4.53 ± 0.158∗ 2.45 ± 0.033#

Food efficiency (body weight gain (g)/food ingestion (g)) 0.014 ± 0.06 0.083± 0.022∗ 0.016 ± 0.008 0.075 ± 0.011#

Epididymal adipose tissue (mg) 737.9 ± 89.4 1777.0± 234.3∗ 555.1 ± 45.5 1450.0 ± 176.8#

Oral supplementation with sunflower oil rich in n-6 (2 g/Kg body weight, three times a week, oral gavage) or water, started four weeks before feeding or not
with HFD, maintained until the end of experimental protocol. Animals were feed with HFD or CD for additional eight weeks. Mean ± SEM (n = 8–10). Data
were analyzed by two-way ANOVA and Bonferroni post-test. ∗P < 0.05 versus CD; #P < 0.05 versus CD + n6.

2.6. Analysis of Inflammatory Parameters

2.6.1. Tissue Cytokine and Adipokine Content Measurements.
Mice were euthanized on CO2 chamber and visceral adipose
tissue (epididymal, retroperitoneal, and mesenteric), liver,
gastrocnemius muscle, and peritoneal macrophages rapidly
collected. About 100 mg of liver, gastrocnemius muscle and
retroperitoneal adipose tissue were used for the determi-
nation of TNF-α, IL-6, and IL-10 content. Tissues were
homogenized in RIPA buffer (0.625% Nonidet P-40, 0.625%
sodium deoxycholate, 6.25 mM sodium phosphate, and
1 mM ethylenediamine tetra acetic acid at pH 7.4), contain-
ing 10 g/mL of a protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA). Homogenates were centrifuged at
12,000 g for 10 min at 4◦C, supernatant was collected, and
protein concentration determined using Bradford assay (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA). Bovine serum albumin was used
as a protein reference. Likewise, about 150 mg of epididymal
adipose tissue were cultured in DMEM sterile medium
(Gibco), containing 10% FBS, 2 mM glutamine and antibi-
otics for 24 h, at 37◦C, 5% CO2 humidified air environment.
Thereafter, medium culture was collected and used for the
determination of leptin, adiponectin, and resistin contents.
For all determinations, we used colorimetric immunoassays
ELISA (DuoSet kits, R&D System).

2.6.2. Peritoneal Macrophage Isolation and Culture. Cytokine
and nitric oxide (NO) production was evaluated in
macrophages obtained by washing the peritoneal cavity with
6 mL RPMI culture medium (Gibco), containing 10% FBS
and 4 mM glutamine. Macrophage-rich cultures (more than
90% of the cells were F4/80+) were obtained by incubating
peritoneal cells in 24-well polystyrene culture plates for
2 h at 37◦C in a 5% CO2, humidified air environment.
Nonadherent cells were removed by washing with RPMI.
Adherent cells were then incubated with 2.5 µg/mL of LPS
(E. coli, serotype 0111:B4, Sigma Chemical Company, USA)
for 24 h [23]. Medium was collected for determination of IL-
6, IL-10, and TNF-α by ELISA, and nitrite content by Griess
method [24].

2.7. Statistical Analysis. Data are presented as mean ± SEM.
All groups were compared by two-way ANOVA following
Bonferroni posttests. P < 0.05 was considered to be
significant.

3. Results

3.1. Exposure to HFD Induces Obesity Associated with Glucose
and Insulin Intolerance. Animals fed with HFD for eight
weeks showed increased (by 3.8 fold) body weight gain
when compared to those fed with CD. Despite reduced food
ingestion, the food efficiency of HFD was 6 fold higher than
CD. Moreover, epididymal adipose tissues were increased by
HFD. Sunflower oil did not change body weight gain, food
efficiency, or adipose tissue increased (Table 1).

HFD increased fasted glucose in 18% (Table 2). An
increase of 63% in area under the curve in glucose tolerance
test (GTT) was also observed in animals treated with HDF,
demonstrating glucose intolerance, which was associated
with insulin intolerance, as observed by the reduction in
glucose clearance during insulin tolerance test (ITT). Sup-
plementation with sunflower oil maintained fasted glucose
levels similar to CD. However, the supplementation did not
prevent the glucose and insulin intolerance induced by HFD.
Furthermore, sunflower oil supplementation induced insulin
intolerance itself (CD + n-6 group), reducing the clearance
of glucose similar to HFD without supplementation. Total
cholesterol and LDL cholesterol levels were increased by HFD
and sunflower oil supplementation in association with HFD
showed protective effect in the prevention of the increased
LDL cholesterol and cholesterol total levels found in HFD.

3.2. HFD Impaired Glucose Uptake and Metabolism in Soleus
Muscle. Soleus muscles from animals fed with HFD did
not respond to insulin stimulus in relation to glucose
uptake and metabolism (Figure 1), characterizing muscle
insulin resistance state. This effect was not prevented or
reduced by sunflower oil supplementation. Interestingly, the
supplementation itself (CD + n-6 group) increased basal
glucose uptake and glucose oxidation, but it failed to respond
to the insulin stimulus when compared to the control group
(CD group).

3.3. HFD and Sunflower Oil Supplementation Induced
Inflammation. Peritoneal macrophages stimulated with LPS
showed increased production of nitrite, TNFα, IL6, and
IL10 when compared with unstimulated cells (Figure 2).
Macrophages from animals with obesity induced by HFD
for 8 weeks showed a inflammatory profile, with increased
production of nitrite, TNF-α, and IL-6, associated with
decreased content of IL-10 when stimulated with LPS.
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Table 2: Metabolic parameters from mice fed with control diet (CD) or high-fat diet (HFD), supplemented, or not with sunflower oil (rich
in n-6 fatty acids).

CD HFD CD + n6 HFD + n6

Fasted glucose (mg/dL) 186.1 ± 5.66 221.0± 8.38∗ 173.8 ± 4.75 196.8 ± 10.66
GTT test (AUC) 7987 ± 779.3 13090± 643.9∗ 7568 ± 1359 14790 ± 1731#

ITT test (% glucose/min) 2.97 ± 0.19 2.13± 0.21∗ 1.94± 0.30∗ 1.98 ± 0.22
Total cholesterol (mg/dL) 148.2 ± 6.72 192.7± 11.96∗ 164.3 ± 14.00 166.3 ± 12.33
LDL cholesterol (mg/dL) 127.4 ± 5.15 165.1± 14.49∗ 128.2 ± 13.77 136.7 ± 13.22
HDL cholesterol (mg/dL) 14.73 ± 0.83 15.52 ± 1.86 19.33 ± 2.21 15.00 ± 1.15
Triglycerides (mg/dL) 68.61 ± 5.56 63.00 ± 4.40 84.70 ± 8.53 72.78 ± 8.71

Oral supplementation with n-6 (2 g/Kg body weight, three times a week, gavage) or water have started four weeks before HFD and continued until the end of
experimental period. Animals were fed HFD or CD for eight weeks. GTT: glucose tolerance test; ITT: insulin tolerance test. Mean ± SEM (n = 6–15). ANOVA
two-way with Bonferroni post tests. ∗P < 0.05 when compared with CD; #P < 0.05 when compared with CD + n6.

Table 3: Adipokine production in adipose tissue from mice fed with control diet (CD) or high-fat diet (HFD), supplemented, or not with
sunflower oil (rich in n-6 fatty acids).

CD HFD CD + n6 HFD + n6

Epididymal adipose tissuea

Leptin 42.51 ± 8.75 81.38± 9.90∗ 62.42 ± 8.80 88.03 ± 10.96
Adiponectin 659.9 ± 39.94 697.6 ± 43.85 730.3 ± 76.68 649.8 ± 45.38
Resistin 625.1 ± 100.8 528.6 ± 71.65 913.0 ± 181.0 327.0 ± 42.15#

Oral supplementation with n-6 (2 g/Kg body weight, three times a week, gavage) or water started four weeks before HFD and continued until the end
of experiment. Animals were feed with HFD or CD for eight weeks. Approximately 150 mg of tissue were incubated in DMEM medium for 24 h and the
supernatant were used for measures. Mean ± SEM (n = 7–11). ANOVA two-way with Bonferroni post tests. ∗P < 0.05 when compared with CD; #P < 0.05
when compared with CD + n6. aValues are expressed as pg/mL/mg tissue.

Interestingly, supplementation with sunflower oil induced
similar inflammatory response in macrophages. For TNF-
α only, the association of HFD and n-6 supplementation
(HFD + n-6 group) showed beneficial response, decreasing
this cytokine production.

In general, HFD induced and increase in the pro-
inflammatory cytokine IL6 and decrease in the anti-
inflammatory cytokine IL10 contents in the insulin target
tissues (liver, skeletal muscle, and adipose tissue; Figure 3).
Interesting, sunflower oil supplementation itself (CD +
n-6 group) for 12 weeks increased the content of the
proinflammatory cytokine IL6 in all tissues. However, when
the sunflower oil was associated with HFD (HFD + n-6
group), cytokine concentrations were similar to that found
in the HFD group, in liver and adipose tissue.

Adipokines production by epididymal adipose tissue was
determined after 24 h culture. Adipose tissues from HFD
animals showed increased production of leptin (Table 3).
Resistin was reduced only when HFD was associated to
sunflower oil supplementation (HFD + n-6 group) in
comparison to CD + n6 group.

4. Discussion

This is the first study to investigate the effects of sunflower
oil supplementation on inflammation and insulin sensitivity
in mice fed a balanced diet and a HFD. We showed that
HFD induces decreased glucose tolerance (as demonstrated

by GTT) and insulin sensitivity (as observed in ITT) in the
whole body. Surprisingly, this last effect was also verified in
the CD + n6 group. Moreover, proinflammatory response
was increased in the HFD group without prevention or atten-
uation by sunflower oil supplementation. This effect was also
observed in CD + n6 group. Lipid profile was impaired by
HFD. Animals from HFD group showed an increase in total
and LDL cholesterol plasma levels. These alterations were
ameliorated by sunflower oil supplementation (HFD + n6
group).

HFD has been associated with insulin resistance and
inflammatory condition, contributing to the development
of several related diseases, such as obesity, diabetes mellitus
type 2, metabolic syndrome, cancer, and cardiovascular
diseases [25–27]. Various strategies have been investigated
in order to decreasing insulin resistance and inflammation,
including natural and modified compounds, cyclooxygenase
inhibitors, and physical exercise [28–35]. Since skeletal
muscle tissue represents 50–60% of the body weight and it
is the main insulin-responsive tissue in association to liver
and adipose tissue, it has been proposed that skeletal mus-
cle dysfunctions (reduced oxidative capacity and impaired
insulin sensitivity) play a central role in the abnormalities of
chronic diseases [21, 36–40]. In this work, we investigated the
effect of sunflower oil supplementation on insulin sensitivity
(in whole animal in vivo and in soleus muscle in vivo)
and inflammatory condition (liver, skeletal muscle, adipose
tissue) in mice fed a balanced diet and a HFD. In recent
study, Bjermo et al. [41] showed that isocaloric diet with n-6
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Figure 1: Effect of sunflower oil supplementation (rich in n-6 fatty acids) on glucose uptake and metabolism in isolated soleus muscle
from C57BL/6 mice. The muscles were incubated in Krebs Ringer buffer, containing 5.6 mM glucose, 0.3 µCi/mL of [U-14C]-D-glucose and
0.2 µCi/mL of 2-deoxy-[2,6-3H]-D-glucose, in the absence (white bars) or presence (black bars) of 7 nM insulin, for one hour. At the end of
the incubation period, muscles were proceeded to analyze glucose uptake and metabolism as described in Materials and Methods. Results
are presented as mean ± SEM (n = 10–16). Two-way ANOVA and Bonferroni posttest were used for statistical analysis. §P < 0.05 versus the
insulin stimulated (+insulin) of the same group; ∗P < 0.05 versus CD with insulin; #P < 0.05 versus CD + n6 with insulin.

PUFA for 10 weeks reduce liver fat and modestly improves
metabolic conditions, without weight loss in humans. In
addition, it has been proposed that n-6 PUFA reduce risks
of cardiovascular diseases, by improving lipid profile [42].
This improvement in lipid profile was found in our study,
whereas HFD + n6 group showed decreased plasma LDL and
total cholesterol levels.

Some studies have shown that n-6 PUFA intake posi-
tively correlate with obesity and insulin resistance [43, 44].
Treatment with subcutaneous injection of sunflower oil by 7
days in Wistar rats impaired insulin sensitivity by decreasing
glucose clearance during ITT and GLUT-4 expression and
translocation in white adipose tissue (WAT), with no effect
in skeletal muscle [7]. In the CD + n6 group, KiTT was

reduced, but glucose uptake and metabolism in isolated
soleus muscles were not altered after insulin stimulus. These
results suggest that sunflower oil supplementation per se is
not able to impair insulin response in skeletal muscle, but
it possibly reduces total insulin sensitivity by decreasing the
response to the hormone in other tissues, such as liver and
adipose tissue. This proposition has to be investigated in
further studies. In addition, both groups fed with HDF (HFD
and HFD + n6 groups) showed skeletal muscle resistance
to insulin, showing no beneficial effects of n-6 PUFA on
peripheral insulin sensitivity.

Obesity is accompanied by a chronic low grade subclini-
cal inflammation promoted by an increase in fuel availability,
leading to infiltration of macrophages into adipose tissue.
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Figure 2: Nitric oxide and cytokine production in peritoneal macrophages collected from mice fed with control diet (CD) or high-fat diet
(HFD), supplemented or not with sunflower oil (rich in n-6 fatty acids, 2 g/Kg b.w., three times a week, by oral gavage). Animals were fed
with HFD or CD for eight weeks. Peritoneal macrophages were collected and cultured for 24 h in the absence (white bars) or presence (black
bars) of 2.5 µg/mL LPS. Nitric oxide (a), TNF-α (b), IL-6 (c), and IL-10 (d) were measured as described in Material and Methods. Total
number of cells in peritoneal exudates was not different among the groups (data not shown). Data are presented as mean± SEM (n = 5–10).
The CD + n6 group had just 5 samples up to the detection limit in the TNF-α assay. Two-way ANOVA and Bonferroni post-test were used
for statistical analysis. All LPS stimulated conditions were different from unstimulated; ∗P < 0.05 versus CD with LPS; #P < 0.05 versus
CD + n6 with LPS; ◦P < 0.05 versus HFD with LPS.

This condition results in enhanced inflammatory response,
which stimulates the production of cytokines by adipose tis-
sue [45]. Moreover, in obesity, increased lipotoxicity caused
by high nonesterified fatty acids (NEFA) available, and
triacylglycerol content leads to an increase in inflammatory
markers and cytokine production in multiple organs [46,
47]. NEFA increases inflammatory response by activating
TLR-4 [48]. HFD increased inflammatory response in
macrophages, showing high content of IL-6, TNF-α, and
NO, and low content of IL-10 (anti-inflammatory cytokine)

when compared to the control group. In peripheral tissues,
IL-6 content was increased in the liver and gastrocne-
mius muscle whereas IL-10 content was decreased in liver
and retroperitoneal adipose tissue. Adipose tissue showed
increased production of leptin in the HFD and HFD +
n6 groups, compared with mice fed with control diet, and
resistin was reduced in the HFD + n6 group compared
with CD + n6, in epididymal adipose tissue. Whereas in
retroperitoneal adipose tissue, IL-6 was elevated in the HFD
and CD + n6 groups compared with CD, IL-10 was reduced
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Figure 3: Tissue cytokine concentrations of TNFα (a), IL6 (b), and IL10 (c) in adipose tissue (retroperitoneal), liver, and gastrocnemius
skeletal muscle from mice treated with control diet (CD) or high-fat diet (HFD), supplemented or not with sunflower oil (rich in n-6
fatty acids). Oral supplementation with n-6 (2 g/Kg body weight, three times a week, gavage) or water started four weeks before HFD and
continued until the end of experiment. Animals were feed with HFD or CD for eight weeks. Cytokines were measured in tissue homogenate.
Values are expressed as pg/mg protein. Mean ± SEM (n = 4–6). The statistical analysis was performed using two-way ANOVA with
Bonferroni post tests. ∗P < 0.05 when compared with CD; #P < 0.05 when compared with CD + n6.

in the HFD and CD + n6, and adiponectin was reduced
only in CD + n6. These results showed the inflammatory
characteristics the sunflower oil supplementation and the
high fatty diet fed.

Our results showed that sunflower oil supplementation
causes a clear pro-inflammatory response in mice fed on con-
trol diet and it does not have additive or prophylactic effects
in mice fed on HFD. Fatty acid effects on immune system
have been studied since 1970’s decade [49]. Linoleic acid is
an essential fatty acid that leads to inflammatory response by
increasing arachidonic acid production, a fatty acid related to
elevated pro-inflammatory mediator generation [50]. High
intake of linoleic acid has been associated to the development
of chronic diseases in several studies [51, 52]. However, few
studies have been carried out on the direct effect of this fatty
acid on inflammatory markers [53].

In conclusion, our results showed that sunflower oil sup-
plementation has pro-inflammatory effects in macrophages
and insulin-sensitive peripheral tissues and induced insulin
resistance in vivo and in vitro. These effects were demon-
strated in mice fed a balanced diet and pronounced in mice
fed a HFD. Interestingly, sunflower oil supplementation par-
tially prevented the dislipidemia found in mice submitted to
HFD, but it did not improve or even worsened inflammatory
state and insulin resistance induced by this diet.
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 CURRENTOPINION Fatty acids regulation of inflammatory and
metabolic genes

Laureane N. Masia, Alice C. Rodriguesb, and Rui Curia

Purpose of review
Fatty acids influence human health and diseases in various ways. In recent years, much work has been
carried out to elucidate the mechanisms by which dietary fatty acids control short-term and long-term
cellular functions. We have reviewed herein the most recent studies on modulation of gene expression by
fatty acids. A number of genes respond to transcription factors and present a transcription factor response
element in their promoter regions. Fatty acids may exert their effects on metabolism by regulating gene
transcription via transcription factors. Understanding how fatty acids control expression of metabolic genes
is a promising strategy to be investigated by aiming to treat metabolic diseases such as insulin resistance,
obesity, and type 2 diabetes mellitus.

Recent findings
Fatty acids exert many of their biological effects through the modulation of the activity of transcription
factors, such as sterol regulatory element-binding proteins, peroxisome proliferator-activated receptors, and
liver X receptors.

Summary
Fatty acid action through transcription factors controls the expression of several inflammatory and metabolic
genes.

Keywords
liver X receptor, metabolic diseases, peroxisome proliferator-activated receptor, sterol regulatory
element-binding proteins, transcription factors

INTRODUCTION
Metabolic syndrome is a cardiometabolic disease,
characterized by dyslipidemia, glucose intolerance,
hypertension, and visceral obesity. A low-grade
chronic inflammatory activity is commonly
observed in this disease state. Among the environ-
mental factors involved in the disease, the type of
dietary fat intake [saturated fatty acid (SFA), mono-
unsaturated fatty acid (MUFA), or polyunsaturated
fatty acids (PUFA)] has received more attention
recently. Fatty acids regulate gene expression in
various cells and tissues including in the adipose
tissue [1], intestinal epithelial cells [2], pancreas [3],
liver [4], heart [5], and leukocytes [6].

Fatty acids exert much of their effects acting as
natural ligands of a number of key transcription
factors, including peroxisome proliferator-activated
receptors (PPARs), liver X receptors (LXRs), sterol-
regulatory element-binding proteins (SREBPs), and
carbohydrate response element-binding protein
(ChREBP). These nuclear receptors respond either
directly or indirectly to nutrients and metabolic cues

such as cholesterol, fatty acids, glucose, and insulin
to rapidly alter metabolic gene expression pro-
grammes. In this review, we will highlight the recent
advances in the understanding on how fatty acids
ameliorate metabolic diseases and the molecular
mechanisms involved.

REGULATION OF GENE EXPRESSION BY
FATTY ACIDS
The mechanism by which fatty acids regulates gene
expression remains largely unresolved. Several lines
of evidence suggest that transcription factors such as
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PPARs, LXRs, SREBPs, and ChREB could mediate
effect of fatty acids. In this section, we will focus
on transcription factors involved in gene expression
by fatty acids. For instance, PUFA inhibition of
lipogenic genes are related to a reduction of SREBP
activity by the fatty acid, which reduces expression
of sterol response elements-containing genes,
such as fatty acids synthase (FAS), or steroyl-CoA
desaturase 1 (SCD1).

Fatty acid and peroxisome proliferator-
activated receptors
PPARs were the first nuclear receptors to be iden-
tified as possible mediators of fatty acid regulation
of gene expression. Isseman and Green [7] first
characterized these nuclear receptors as transcrip-
tion factors that belong to the superfamily of steroid
nuclear receptors and include three different iso-
forms: PPARa (NR1C1), PPARb/d (NR1C2), and
PPARg (NR1C3). The subtypes of the PPAR subfam-
ily were found to be highly expressed in tissues
relevant to energy homeostasis and have been
described as important regulators of lipid meta-
bolism [8].

The three subtypes do not show strict ligand
specificity. Certain ligands are able to activate all
subtypes with different efficiencies. Molecules that
were found to bind to PPAR include PUFAs such as
n-3 PUFA [e.g., a-linolenic acid C18 : 3 and docosa-
hexaenoic acid (DHA) C22 : 6] [9], and n-6 PUFA
(such as linoleic acid C18 : 2 and arachidonic acid
C20 : 4) [10]. Hajjar et al. [11] demonstrated that
diets with low n-6 : n-3 PUFA ratios led to improved
spatial memory and upregulated the hippocampal
PPARa and PPARg gene expression. SFAs (such as
palmitic acid C16 : 0 and stearic acid C18 : 0) were
also found to bind to PPARa [12]. Another group of
PPAR ligands comprises the conversion products
of essential fatty acids through lipoxygenases or
cyclooxygenases [13].

Unoda et al. [14] investigated the therapeutic
effects of ultrapurified eicosapentaenoic acid (EPA)
on the development of experimental autoimmune
encephalomyelitis in an animal model for multiple
sclerosis. They showed that administration of EPA
7 days after immunization induced expression of all
three PPARs types and almost completely blocked
the production of inflammatory cytokines in the
central nervous system.

The PPAR isoforms alter intracellular and extra-
cellular fatty acids homeostasis in distinct ways.
PPARa when activated, plays a crucial role in fatty
acid (FA) oxidation, which provides energy during
starvation [15]. PPARg is activated in the fed state
and regulates the synthesis of fatty acids and related
lipids in the heart [16], whereas PPARb/d ensures,
among other effects, that fatty acids can provide
energy for working muscles [17].

The PPARa isotype is mainly expressed in brown
adipose tissue and liver as well as in the heart,
skeletal muscle, kidney, and enterocytes, and is a
key regulator of energy balance [18&]. PPARa has
been shown to regulate expression of various genes
involved in FA oxidation [19], ketogenesis [20],
gluconeogenesis [21], cholesterol catabolism [22],
and lipoprotein metabolism [23]. Devarshi et al.
[23] investigated the effects of dietary flaxseed oil
and fish oil for 35 days in streptozotocin-nicotina-
mide diabetic Wistar rats. They observed that dietary
flaxseed oil upregulates hepatic PPARa along with
an increase in plasma high density lipoprotein
cholesterol (HDL-C) and a decrease in triglycerides
levels, whereas fish oil does not show any effect on
PPARa expression, but decreases plasma triglycer-
ides and increases HDL-C levels in diabetic rats [23].

PPARg is mainly expressed in the adipose tissue
being a key regulator of adipocyte differentiation,
energy storage, and energy dissipation in white and
brown adipose tissues. PPARg is also expressed in
monocytes/macrophages, endothelial cells, and vas-
cular smooth muscle cells, wherein its activation is
associated with decreased production of inflamma-
tory cytokines [24]. PPARg activation also results in
improved insulin sensitivity. This transcription fac-
tor is the target of the thiazolidinedione class of
drugs used in the clinical management of type 2
diabetes [25]. Yang et al. [26&&] demonstrated that
PPARg mRNA level is increased in the adipose tissue
of KK-Ay mice, an experimental model for obesity
and type 2 diabetes mellitus, fed with long chain
MUFAs. Increased expression of lipoprotein lipase
(Lpl), fatty acids transport protein (Fatp), and Cd36
mRNAs was observed concomitantly, suggesting
that the reduction in adipocyte size was partly
attributed to the upregulation of PPARg and its
target genes.

KEY POINTS

! We reviewed the most recent studies concerning fatty
acids regulation of inflammatory and metabolic genes.

! Fatty acids control gene expression via transcription
factors, including SREBPs or nuclear receptors (PPARs
and LXRs).

! Understanding how fatty acids control expression of
metabolic genes is a promising strategy to be
investigated by aiming to treat metabolic diseases such
as insulin resistance, obesity, and type 2
diabetes mellitus.

Fatty acids and genes Masi et al.
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PPARb/d, which remains as the least charac-
terized of the three isoforms, is ubiquitously
expressed and binds fatty acids and eicosanoids
without much specificity. Recently, Lee and Chung
[27] (2011) demonstrated that PPARb/d-agonist
GW0742 (10 mg/kg per day) given by gavage to rats
from 26 to 36 weeks old, attenuates hyperglycemia
and fatty accumulation in the liver. These changes
were possibly due to suppression of production
of inflammatory cytokines and can be partially
explained by the reduction in PGC-1a expression
and an improvement in insulin signaling.

Fatty acid and liver X receptors
LXRs are members of the nuclear receptor family.
The two subtypes a and b are classified in a
homology-based nomenclature system as NR1H3
and NR1H2, respectively [28]. LXRa is highly
expressed in the liver, but it is also found in the
kidney, intestine, adipose tissue, and macrophages.
LXRb is ubiquitously expressed [29]. Their endo-
genous activators are the oxysterols and other
derivatives of cholesterol metabolism, for example,
[22(R)-hydroxycholesterol, 24(S)-hydroxycholes-
terol, 24(S), 25-epoxycholesterol] and the synthetic
agonists are T0901317 and GW3965 both non-
steroid LXR activators.

The physiological impact of LXRs is associated
with the communicative interface of lipid meta-
bolism and inflammation. LXR activation leads to
the binding of LXR/RXR heterodimers to LXRE
sequences within the promoters of genes whose
products are involved in hepatic bile acid synthesis
and hence, the main route for elimination of
cholesterol from the body is activated [30]. LXRs
are important regulators of cholesterol and fatty
acid metabolism and glucose homeostasis and have
been shown to induce expression of genes such as
CYP7a, FAS, acetyl-CoA carboxylase (ACC), SCD1,
LPL, and SREBP-1c [22].

Liver-specific deletion of LXRa in mice sub-
stantially decreased reverse cholesterol transport,
cholesterol catabolism, and cholesterol excretion,
revealing the essential importance of hepatic
LXRa for whole body cholesterol homeostasis
[31].

High saturated fat intake induces hepatic
steatosis [32]. In contrast, n-3 fatty acids have been
shown to improve hepatic steatosis by inhibiting
hepatic lipogenesis [33], via downregulation of
SREBP-1c gene expression, and by stimulating FA
oxidation, as a competitive inhibitor of LXR ligands
[34]. Jung et al. [35] demonstrated that an n-3 PUFA-
rich diet markedly decreases triglycerides content
and lipid droplet accumulation induced by a SFA-

rich diet in the liver of C57Bl/6 mice treated with
LXR agonist T0901317.

Fatty acid and sterol regulatory binding
proteins
SREBPs are transcription factors of the helix-loop-
helix family that activate the synthesis of fatty acids,
triglycerides, and cholesterol in all organs [29].
SREBPs are encoded by two genes, SREBP-1 and
SREBP-2, resulting in three proteins SREBP-1a,
SREBP-1c, and SREBP-2. SRBP-1a activates choles-
terol and FAS. SREBP-1c primarily activates FAS
and SREBP-2 activates cholesterol production, both
are abundant in the liver [36].

SREBPs are synthesized as membrane-bound in
the endoplasmic reticulum. Immediately after syn-
thesis, SREBPs form complexes with Scap, an endo-
plasmic reticulum-to-Golgi transport protein. In the
Golgi, SREBPs are sequentially processed by two
proteases that release the transcriptionally active
fragment of SREBPs. The released SREBP fragments
enter the nucleus wherein they activate the tran-
scription of every gene involved in the conversion of
acetyl-CoA to fatty acids and cholesterol [37].

In the liver, the primary activator of SREBPs is
insulin, which increases the synthesis and pro-
teolytic processing of SREBP-1c [38]. High plasma
insulin levels as observed in obesity and type 2
diabetes mellitus hyperactivate SREBP-1c and
hepatic steatosis ensues. Moon et al. [39] showed
that elimination of nuclear SREBPs in the liver
ameliorates pathologic triglycerides accumulation
in three models: ob/ob mice, high fat diet (HFD)-
induced insulin resistance, and sucrose-fed hamsters
[39].

Fatty acids can also modulate the activity of
SREBPs. n-3 PUFA are nutritional suppressors of
nuclear SREBPs activity and expression of genes
involved in lipogenesis. Chen et al. [40] (2012)
showed in Golden hamsters that oral supplement-
ation of docosapentaenoic acid, omega-6 docosa-
pentaenoic acid, and DHA for 6 weeks favorably
modified plasma lipoprotein profile accompanied
by downregulation of expression of SREBP-2 and
HMG-CoA reductase genes. Similarly, the consump-
tion of a diet containing low levels of n-3 PUFA for
3 months induced the activation of SREBP-1c in
C57Bl/6J male mice [41]. In accordance with these
observations, Pettinelli et al. [42] demonstrated that
human biopsies of nonalcoholic fatty liver disease
(NAFLD) patients show increased expression of
SREB-1c associated with n-3 PUFA depletion.

Apart from n-3 fatty acids, Yang et al. [43]
demonstrated that palmitoleic acid (n-7 FA) orally
administrated in male KK-Ay mice, a model for

Genes and cell metabolism
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type 2 diabetes, for 4 weeks, suppresses lipid
accumulation in the liver with markedly downregu-
lated expressions of SREBP-1, FAS, and SCD-1
mRNA.

Fatty acids and molecular control of lipid
metabolism
Diets rich in SFAs have a deleterious effect on blood
lipid and lipoprotein profile; they raise total choles-
terol (TC) and LDL cholesterol (LDL-C). When SFAs
are isocalorically replaced by PUFA or MUFA, a
reduction in TC, LDL-C, and apolipoprotein B is
observed, thus, a healthier lipid profile is achieved
[44].

The benefits of SFA nutrient substitutions are
influenced by the genetics of the individual. In a
randomized controlled trial of individuals in high
risk of cardiometabolic disease, after 4 weeks of a SFA
diet, the diet was replaced by a MUFA or a carbo-
hydrate (low fat) in isoenergetic diet for 24 weeks,
and the effects on lipid profile were associated with
single nucleotide polymorphisms on adiponectin
(ADIPOQ), PPARa, and PPARg genes. Carriers of both
PPARg 12Ala (mutant allele) and PPARa 162Val, had
a greater reduction in LDL-C and a proportion as
small dense LDL after a high MUFA diet than after a
low fat diet. In ADIPOQ-10066GG homozygotes, a
high-MUFA diet was associated to higher ADIPOQ
levels in people over 40 years of age [45].

The benefits of n-3 PUFA, especially of a-lino-
lenic acid (ALA), EPA, and DHA, on blood lipid
profile have been defined by epidemiological,
human, animal, and cell culture studies [46]. ALA
exerts most of its effects by reducing LDL-C, whereas
EPA and DHA may reduce triacylglycerol synthesis
and adiposity [46]. Despite the fact that ALA, EPA,
and DHA are normally grouped together, individual
fatty acids have a selective and independent effect
on metabolic syndrome. Poudyal et al. [47] have
compared the cardiovascular, hepatic, and meta-
bolic responses to individual dietary n-3 fatty acids
in a high carbohydrate, HFD-induced model of
metabolic syndrome in rats. The same dosages of
ALA and EPA/DHA produced different physiological
responses to decrease the risk factors for metabolic
syndrome. ALA did not reduce total body fat but
induced lipid redistribution away from the abdomi-
nal area and favorably improved glucose tolerance,
insulin sensitivity, dyslipidemia, hypertension and
left ventricular dimensions, contractility, volumes,
and stiffness. EPA and DHA increased sympathetic
activation, reduced the abdominal adiposity and
total body fat and attenuated insulin sensitivity,
dyslipidemia, hypertension, and left ventricular
stiffness but not glucose tolerance. As ALA induced

different physiological responses to EPA and DHA,
this result strongly suggests that ALA has independ-
ent effects in metabolic syndrome, not relying on its
metabolism to DHA [47].

The effect of DHA supplementation on lipid and
lipoprotein profile has also been studied in humans.
DHA produced potentially beneficial changes in
total, very low-density lipoprotein (VLDL) and
triglycerides concentrations as well as in VLDL,
LDL, and HDL particle size in overweight or obese
adults treated with 2 g per day of algal DHA for
4.5 months in comparison with individuals receiv-
ing placebo [48]. These beneficial effects of the n-3
PUFA are likely mediated through changes in gene
expression, which result in metabolome alterations.
Metabolomic and transcriptomic studies carried out
to investigate molecular and metabolic alterations
following n-3 PUFA supplementation in healthy
individuals revealed changes in gene expression of
the nuclear receptor PPARa, nuclear factor-kB, and
activation of the oxidative stress response mediated
by nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2. After
n-3 PUFA supplementation, an increase in acylcar-
nitines, hexose, and leucine in men only and a
decrease in the saturation of glycerophosphati-
dylcholine and lysophosphatidylcholine concen-
trations was observed in all individuals [49].

Fatty acids and insulin resistance
Observations from animal studies, especially mur-
ine models of metabolic syndrome, have shown that
n-3 PUFAs strongly reduce insulin resistance and
improve glucose tolerance. Hirabara et al. [50] have
studied the effect of fish oil supplementation for two
generations in rats. Rats from the second generation
presented a reduction in glycemia and lipidemia
and improvement in in-vivo insulin sensitivity.
This effect was associated with increased insulin-
stimulated p38 MAP kinase phosphorylation and
lower n-6/n-3 fatty acid ratio. Treatment of
C57BL/6J mice with a HFD supplemented with
10% saury oil (containing 18% n-3 PUFA and 35%
MUFA) for 6 weeks significantly decreased glucose,
insulin and lipids levels in plasma, and improved
insulin sensitivity. These favorable changes were
attributed to the increased ADIPOQ and decreased
tumor necrosis factor a and resistin levels in plasma,
as well as to the downregulation of lipogenic genes
(SREBP-1, SCD-1, FAS, and ACC), and the upregula-
tion of the fatty acid oxidative gene, CPT-1, and the
energy expenditure-related genes (PGC1a and
PGC1b) in white adipose tissue [51].

Impairment of insulin sensitivity represents a
key defect in type 2 diabetes, being associated with a
metabolic inflexibility, that is, a low capacity to
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match fuel oxidation to fuel availability [52]. Com-
bined use of n-3 PUFA and rosiglitazone in mice fed
an obesogenic HFD preserves metabolic flexibility to
carbohydrates compared with single interventions.
Gene expression analyses in the skeletal muscle
identified several candidates involved in carbo-
hydrate and lipid metabolism, namely pyruvate
dehydrogenase kinase 4, fructose-1,6-bisphophatase
2, and carnitine palmitoyltransferase 1b, which
could be involved in the additive effects of the
combined intervention [53].

On the contrary, myotubes from T2D patients
when challenged with high concentrations of pal-
mitate show a defect in palmitate b-oxidation, and
this impaired response could be the result of a lack of
inhibition of ACC activity by the fatty acid [54].

Fatty acids and hepatosteatosis
Excessive fat storage resulting from a sedentary life-
style and overfeeding of fast food is manifested in
obesity and NAFLD.

As compared with SFAs, increasing evidence has
indicated favorable effects of MUFAs on obesity. As
pointed out before, PPARg is a regulator of adipo-
genesis and its activation results in improved insulin
sensitivity. Dietary treatment of KK-Ay mice with
low chain-MUFAs reduced fat pad weight as well as
adipocyte size, hyperlipidemia, hyperinsulinemia,
and hyperleptinemia, most likely partly attributable
to the upregulation of Pparg and its target genes Lpl,
Fatp, and Cd36 [20].

Defective hypothalamic activity plays an
important role in the development of obesity
[55]. SFAs induce hypothalamic inflammation by

activating signal transduction through Toll-like
receptor 4, which leads to endoplasmic reticulum
stress [56]. On the contrary, the nutritional substi-
tution of saturated by unsaturated fatty acids in the
diet of male Swiss mice, corrects hypothalamic
inflammation, hypothalamic and whole body insu-
lin resistance, and body adiposity, an effect which
seems to be mediated by the GPR120 receptor [57].

In individuals with NAFLD, hepatic de-novo
lipogenesis and the activity of enzyme SCD1 are
increased, whereas the percentage of long-chain
PUFA is decreased in the liver of these individuals
compared with individuals without NAFLD. In
addition, hepatic gene expression of SREBP-1c,
ACC, and FAS are increased [58].

Dietary n-3 PUFA supplementation (200 mg/kg
per day) restores liver n-3 PUFA levels in mice sub-
jected to HFD and prevents the accumulation of fat
in the liver, with concomitant normalization of
insulin resistance [59]. As discussed previously,
n-3 PUFAs regulate hepatic lipid metabolism by
downregulating SREBP-1c and lipogenic genes
(FAS, ACC, and SCD-1), thus, reduction in de-novo
lipogenesis, whereas activation of PPAR-a triggers
FA oxidation.

In spite of the widely accepted association
between hepatic steatosis and insulin resistance,
Benhamed et al. [60&&] have described in patients
and animals with NASH that hepatic steatosis
occurs independently of the insulin resistance. They
have demonstrated that ChREBP overexpression in
mouse liver leads to a significant increase in hepatic
triglycerides content and hepatic steatosis develop-
ment. Interestingly, ChREBP overexpression in the
livers of HFD mice, induces hepatic lipid overload,

Table 1. Summary of the actions of fatty acids through transcription factors

Fatty Acids Expression
Transcription
factors Regulated genes Effects References

N-3 PUFA (EPA; DHA;
a-linolenic)

" PPARa – # Inflammatory cytokines
" HDL # TG

[14,23,48]

N-3 PUFA (EPA) " PPARg – # Inflammatory cytokines [14]

N-3 PUFA (omegaven);
EPA

# LXR SREBP-1c # Hepatic steatosis # TG content
and lipid accumulation

[33,35]

DPA N-3; DPA N-6;
DHA

# SREBP-2 HMG-CoA; LDLR;
LXRa; CYP7A1

# non-HDLc [40]

Monounsaturated FA
(oleic acid)

" PPARg Lpl, Fatp and Cd36. # Adipocyte size [26&&]

N-7 PUFA (palmitoleic
acid)

# SREBP FAS, SCD-1 # Lipid accumulation [43]

CYP7A1, cholesterol 7 alpha-hydroxylase; Cd36, cluster of differentiation 36; DHA, docosahexaenoic acid; DPA N-3, omega 3 docosapentaenoic acid; DPA
N-6, omega 6 docosapentaenoic acid; EPA, eicosapentaenoic acid; Omegaven, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Germany; FA, fatty acid; Fatp, faty acid transport
protein; FAS, fatty acid synthase; HDL, high-density lipoprotein; HMG-CoA, 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA reductase; LDLR, low-density lipoprotein receptor;
Lpl, lipoprotein lipase; LXR, liver X receptors; N-3 PUFA, omega-3 polyunsaturated fatty acids; PPAR, peroxisome proliferator-activated receptors; SREBP,
sterol-regulatory element-binding proteins; SCD-1, stearoyl-CoA desaturase (delta-9-desaturase); TG, triglycerides. not described in the studies. ", increased;
# decreased.
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but protects against liver insulin resistance. This
effect was correlated with beneficial accumulation
of MUFA and decreased percentage of SFA in the
liver. In addition, in patients with NASH, hepatic
ChREBP expression was positively correlated with
the degree of steatosis and inversely correlated with
insulin resistance [60&&].

CONCLUSION
Fatty acids control gene expression of inflammatory
and metabolic genes through modulation of activity
of transcription factors (Table 1). However, each
type of fatty acid (SFA, MUFA, or PUFA) acts differ-
ently in the regulation of gene expression. We have
pointed out here recent advances in the regulation
of expression of several inflammatory and metabolic
genes by fatty acids. This is a promising strategy to
be investigated on how to treat metabolic diseases
such as insulin resistance, obesity, and type 2
diabetes mellitus.
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