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RESUMO 

 

MARINOVIC, M.P. Investigação da função hepática de camundongos nocaute 
para adiponectina induzidos a obesidade por dieta hiperlipídica e 
suplementados com chá verde. 2020. 121p.Tese (Doutorado em Farmacologia) - 

Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2020. 
 

A obesidade está envolvida com o desenvolvimento de diversas 

comorbidades, dentre elas a doença gordurosa hepática não alcoólica (NAFLD). Tal 

condição está associada com a redução dos níveis séricos de adiponectina, 

reduzindo assim a sinalização hepática, principalmente via AdipoR2, e como 

consequência, redução de vias oxidativas dependentes de PPARα. O tratamento 

com chá verde (GT, do inglês green tea) está envolvido com o aumento de 

adiponectina circulante e melhora da esteatose hepática. Nosso objetivo foi 

investigar se a melhora da NAFLD induzida pelo tratamento com GT depende da 

ação da adiponectina. Utilizamos nesse estudo camundongos machos (selvagens) e 

nocautes para adiponectina (AdipoKO) que receberam alimentação e água ad 

libitum por um período total de 20 semanas, sendo 8 semanas iniciais de indução de 

obesidade e 12 semanas com a suplementação com o extrato de GT. Na última 

semana de experimentação os animais foram submetidos ao teste de tolerância à 

glicose e tolerância a insulina, seguido da avaliação do gasto energético por 

calorimetria indireta. Após o período de experimentação, os animais foram 

eutanasiados e o fígado retirado para posteriores análises das rotas metabólicas por 

meio de expressão gênica (RT-PCR) e proteica (Western Blotting). Os animais 

AdipoKO tratados com GT apresentaram maior peso corporal e dos depósitos 

adiposos, associado a uma diminuição no gasto energético, assim como 

hiperinsulinemia em relação aos selvagens. Nesses animais houve uma piora na 

esteatose hepática, além do aumento na maquinaria lipogênica hepática. 

Observamos também que houve uma redução no output de glicose e na beta 

oxidação hepática, indicando que a presença da adiponectina é importante para os 

efeitos do GT. Adicionalmente, as catequinas do GT atuam sob a lipogênese e a 

beta oxidação de forma dependente de PPARα,e, em particular, as catequinas EGC 

e EC podem ligar diretamente no PPARα. Podemos concluir que os efeitos do GT 

são dependentes de adiponectina e também envolvem o PPARα. 

 

Palavras-Chave:  Chá Verde. Catequinas. Esteatose.Obesidade. Metabolismo. 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

MARINOVIC, M.P. Investigation of hepatic function of knockout mice for 
adiponectin induced obesity by hyperlipid diet and supplemented with green 

tea. 2020. 121 p.Ph. D. these (Department of Pharmacology) - Instituto de Ciências 
Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2020. 
 

Obesity is involved with the development of several comorbidies including 

non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD). This condition is associated with a 
reduction in serum adiponectin levels, thus reducing liver signaling, mainly via 

AdipoR2, and, as a consequence reduction of PPARα-dependent oxidative 
pathways. The treatment with green tea (GT) is involved with the increase of 
circulating levels of this adipokine and improvement of liver steatosis. Our objective 

was to investigate if the improvement of NAFLD induced by treatment with green tea 
was dependent of adiponectin. In this study, we used male mice (wild-type) and 

knockout animals for adiponectin (AdipoKO) that received food and water ad libitum 
for a total period of 20 weeks, with an initial 8 weeks of obesi ty induction and 12 
weeks with supplementation with GT extract. In the last week of experimentation, the 

animals were submitted to a glucose tolerance and insulin intolerance test, followed 
by an evaluation of energy expenditure by indirect calorimetry. After the 

experimentation period, the animals were euthanized and the liver removed for 
further analysis of the metabolic routes by means of gene expression (RT-PCR) and 
protein (Western Blotting). AdipoKO animals treated with GT had higher body weight 

and fat deposits, associated with a decrease in energy expenditure, as well as 
hyperinsulinemia. Regarding the liver of these animals, we can observe a worsen ing 

in hepatic steatosis accompanied by an increase in the levels of triglycerides and 
hepatic cholesterol, in addition to an increase in the hepatic lipogenic machinery. We 
also observed that there was a reduction in glucose output and hepatic beta 

oxidation, indicating that the presence of adiponectin is important for the effects of 
GT. In addition, GT catechins act on lipogenesis and beta oxidation in a PPARα-

dependent manner and particularly that the catechins EGC and EC can directly 
activate PPARα. We can conclude that the effects of GT are dependent on 
adiponectin and also on PPARα. 

 

Keywords: Green tea. Catechins. Steatosis. Obesity. Metabolism 
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1.0. INTRODUÇÃO 

1.1. Compostos naturais e  chá verde 

 Compostos naturais representam qualquer substância retirada de fonte 

vegetal e/ou animal (Newman e Cragg, 2016) que apresentam propriedades 

benéficas à saúde humana, além de possuir um valor nutricional básico, o que os 

caracteriza como compostos nutracêuticos (Rochlani et al., 2017). 

 Os compostos naturais têm sido utilizados em diversas condições devido a 

sua ampla gama de efeitos benéficos. Dentre  estes efeitos, destacam-se a 

modulação da proteina ATP sintase (Gibellini et al., 2015), diminuição na produção 

de espécies reativas de oxigênio (Gibellini et al., 2015), ação anti-inflamatória por 

ação sobre enzimas como a cicloxigenase (COX) e a lipoxigenase (LOX), além de 

inibição da transcrição do fator de transcrição NFkB (nuclear factor kappa B) 

(Koeberle e Werz, 2014), dentre outros efeitos. 

 Adicionalmente diversos compostos naturais tem apresentado importantes 

ações metabólicas como: (1) aumento nos níveis de adiponectina e diminuição dos 

níveis de leptina plasmática (Rochlani et al., 2017), (2) melhora da sensibilidade à 

insulina (Padiya et al., 2011), (3) melhora do perfil glicêmico e lipídico plasmático 

(Ziegenfuss et al., 2006), (4) diminuição da lipogênese (Yang et al., 2012), (5) 

diminuição da atividade de glicosidases (Bhat et al., 2011) e (6) diminuição da 

adipogênese (Leiherer et al., 2016), entre outros. 

As plantas representam uma fonte importante de compostos naturais. Estes 

compostos podem em alguns casos, não serem importantes para o metabolismo da 

planta, mas exercem importantes ações sobre os mecanismos de defesa 

desempenhando atividade antimicrobiana (Ncube et al., 2008) e antioxidante por 

exemplo (Rates, 2001; Samuelsson e Bohlin, 2017). 

A escolha, de se estudar um determinado composto natural deve ser 

embasada nas características químicas, conteúdo disponível para prospecção, 

toxicidade e efeitos adversos. Uma das estratégias mais comuns para se iniciar os 

estudos sobre um determinado composto é conhecer sua aplicação in natura em 

diferentes condições de culturas celulares (Dixon, 2001; Samuelsson e Bohlin, 

2017). 

O estudo e o desenvolvimento de fármacos a partir de drogas encontradas 

em plantas têm sido alvo de diversos estudos (Dixon, 2001; Rates, 2001; 
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Samuelsson e Bohlin, 2017). No entanto, o isolamento de determinado composto em 

meio a um extrato qualquer pode representar um alto custo financeiro e ambiental, 

visto que, em muitos casos é necessário utilizar grandes quantidades de matéria 

bruta para se extrair pequenas quantidades do composto ativo (Dixon, 2001; Rates, 

2001; Samuelsson e Bohlin, 2017). Diante disto é viável, ao invés de se isolar 

determinada substância, utilizar o próprio extrato na sua forma bruta e investigar 

suas funções fisiológicas.  

O chá verde (no inglês green tea - GT) produzido a partir da planta Camelia 

sinensis é uma bebida amplamente utilizada no mundo há milhares de anos,  

principalmente em países orientais (Tomata et al., 2016; Zhao et al., 2017). O GT 

apresenta diversas atividades biológicas como: a diminuição dos níveis de leptina 

sérica, inibição da formação de tromboxano, redução da agregação plaquetária, 

redução da pressão arterial, supressão do metabolismo dos lipídios como diminuição 

do LDL colesterol e aumento do HDL colesterol, diminuição do ganho peso além da 

inibição da esteatose (Mukhtar e Ahmad, 2000; Skrzydlewska et al., 2002; Yokozawa 

et al., 2002; Crespy, V. e Williamson, G., 2004; Henning et al., 2004; Negishi et al., 

2004; Cheng, 2006). 

No entanto os efeitos biológicos mais bem estudados do GT são a atividade 

antioxidante (Delwing-Dal Magro et al., 2016; Gerolis et al., 2017) e anti-inflamatória 

(Li et al., 2017), sendo que estes efeitos têm sido fortemente relacionados com a 

presença de grandes quantidades de compostos conhecidos como catequinas 

(Marinovic et al., 2015). 

As catequinas são classificadas como polifenóis e estão incluídas na 

subclasse de flavan-3-ols (Moser et al., 2014; Watrelot et al., 2016). As quatro 

principais catequinas encontradas no GT são epicatequina (EC), epicatequina 3-

galato (ECG), epigalocatequina (EGC) e epigalocatequina 3-galato (EGCG), sendo a 

EGCG a mais estudada e mais abundante (Figura 1) (Cooper et al., 1994; Negishi et 

al., 2004). 
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Figura 1: Estrutura química das catequinas.  

 

Adaptado de Negishi, H., J. W. Xu, et al. (2004). "Black and green tea polyphenols attenuate 
blood pressure increases in stroke-prone spontaneously hypertensive rats." J Nutr134(1): 38-
42. 
 

Uma vez dentro das células, estes compostos, podem atuar em diversas vias, 

modulando desta forma o processo inflamatório. Segundo (Singh et al., 2010), a 

EGCG pode interagir com a via das MAP quinases, atuando na inibição da 

fosforilação da Janus Kinase (JNK), sem apresentar efeitos sobre a proteína de 38 

kDa (p38) e a quinase de resposta extracelular (ERK). No entanto, a ação sobre a 

JNK já é suficiente para a diminuição do AP1, um fator de transcrição envolvido com 

a expressão de agentes pró-inflamatórios. 

Durante a obesidade há o desenvolvimento de uma condição conhecida como 

inflamação crônica de baixo grau, que é caracterizada pelo aumento nos níveis 

circulantes de citocinas pro-inflamatórias apesar de não haver os sinais clássicos 

desta resposta (Mraz e Haluzik, 2014; Bleau  et al., 2015; Cooke et al., 2016). A 

inflamação crônica de baixo grau é um dos principais responsáveis pelo surgimento 

de resistência à insulina e desenvolvimento da síndrome metabólica (Ding, Y. et al., 

2015).  

O desenvolvimento da síndrome metabólica tem sido inversamente 

relacionado com os níveis plasmáticos de adiponectina (Nigro et al., 2014; Balsan et 

al., 2015; Ohashi et al., 2015), uma adipocina com conhecida atividade antioxidante 

(Neumeier et al., 2006; Liu et al., 2015) e anti-inflamatória (Wang et al., 2016; 
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Boursereau et al., 2017). Por outro lado, estudos demonstram que o tratamento com 

GT é capaz de aumentar os níveis circulantes de adiponectina tanto em 

camundongos (Otton et al., 2018) como em ratos (Rocha et al., 2016) expostos a 

diferentes tipos de dieta hiperlipídica e hipercalórica, respectivamente.  

Adicionalmente estudos do grupo da pesquisadora Rosemari Otton, co-

orientadora neste projeto, indicam, que apesar de não ter sido observado inflamação 

hepática, por meio da realização do escore de NAS (Brunt et al., 2011) após 20 

semanas de dieta hiperlipídica, foi possível correlacionar a redução nos níveis de 

adiponectina com o aumento nos marcadores inflamatórios circulantes como, fator 

de necrose tumoral alfa (TNF-α), interleucina1 beta (IL1-β), interleucina 6 (IL-6) e a 

proteína ativadora de macrófagos 1 (MCP-1) (Otton et al., 2018). 

Por outro lado o tratamento com GT restabeleceu os níveis de adiponectina, 

reduzindo o ganho de peso, melhorando a sensibilidade a insulina e a inflamação 

crônica de baixo grau (Otton et al., 2018). 

Outros estudos realizados com GT nos últimos anos vêm propondo diversos 

mecanismos de ação para a redução do ganho de peso (Rains et al., 2011). Uma 

das hipóteses propostas é o aumento do gasto energético através da inibição da 

enzima Catecol-O-metiltransferase (COMT) responsável pela degradação da 

norepinefrina. Outra possibilidade envolve a ação do GT sobre o coeficiente 

respiratório, induzindo uma maior oxidação de gordura por indivíduos que ingeriram 

350mg de GT/dia (Dulloo et al., 1999; Boschmann e Thielecke, 2007; Hursel et al., 

2011). Foi observado também recentemente, que as catequinas do GT atuam de 

forma dependente do receptor adrenérgico β-3, na indução de vias de gasto 

energético no tecido adiposo marrom (TAM) (Sousa-Filho, Celso Pereira Batista et 

al., 2020). 

Uma terceira possibilidade é a capacidade do GT em reduzir a absorção de 

certos nutrientes, por meio da ação das catequinas sobre a α-amilase e a α-

glicosidase, responsáveis por quebrar moléculas de carboidrato a fim de facilitar a 

absorção de glicose. Quando estas enzimas estão inibidas a absorção deste 

nutriente é diminuída favorecendo o processo de perda de peso (Rains et al., 2011).  

Por fim, tem sido sugerido que a suplementação com GT, modula o perfil 

energético hepático, induzindo vias oxidativas, aumentando a produção de ATP 

(Friedman, 2007; Maki et al., 2009). Este efeito resulta na indução de sinais 

enviados ao sistema nervoso central (SNC) pelo nervo vago, que sinalizam a 
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redução do apetite (Friedman, 2007; Maki et al., 2009). Assim, quando há uma 

redução na oxidação de gordura hepática, isto poderia estar relacionado com a 

redução nos níveis de ATP, reduzindo a transmissão de sinal ao SNC e o aumento 

de apetite (Rains et al., 2011). 

 A abrangente produção científica acerca de possíveis mecanismos de ação 

antiobesidade do GT, juntamente com o crescimento epidemiológico da obesidade 

(Who, 2017), aumenta o interesse da aplicação do GT na obesidade e suas 

complicações como a resistência à insulina e a esteatose hepática, condições que 

juntas representam a síndrome metabólica. 

1.2. Considerações gerais sobre obesidade 

 

A obesidade é definida como um acúmulo anormal ou excessivo de gordura 

capaz de causar danos à saúde (Rothberg e Halter, 2015).  Estudos sugerem que a 

principal causa do desenvolvimento desta condição é o desbalanço entre a ingestão 

e o gasto calórico, situação em que a primeira supera a segunda, resultando em um 

acúmulo de gordura sob a forma de triglicerídeos no tecido adiposo – TA (Johnson 

et al., 2016).  

 A localização da deposição de gordura corporal na obesidade pode ser 

diferenciada como central e periférica. A obesidade central (caracterizada por um 

aumento no depósito visceral) está correlacionada com o aumento do risco de se 

desenvolver complicações como Diabetes Melitus tipo 2 (DM2) e doenças 

cardiovasculares (Ahmad et al., 2016; Kuwabara et al., 2017). Já a obesidade 

periférica (caracterizada por um aumento na massa do tecido subcutâneo) relaciona-

se com a melhora da sensibilidade à insulina e menores riscos de se desenvolver 

complicações cardiovasculares, comparado a obesidade central (Misra et al., 1997; 

Snijder et al., 2003). 

 Diante disto, estudos observacionais têm demonstrado que a obesidade 

abdominal, especialmente no que se refere ao aumento da massa do TA visceral 

(St-Pierre et al., 2002), juntamente com o acúmulo de gordura hepática (esteatose) 

(Naukkarinen  et al., 2014), são os dois principais preditores dos distúrbios 

cardiometabólicos e do desenvolvimento de DM2 (Bogl et al., 2016).    

 A principal função do TA é o estoque de energia sob a forma de triglicerídeos 

(TG) realizado durante o período prandial. Em condições de jejum, o TG é liberado 
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na forma de ácidos graxos livres (AGL) e glicerol, por meio da ação de hormônios 

como o glucagon e a noradrenalina (Vazquez-Vela et al., 2008). Muitos estudos 

demonstram que a exposição a uma dieta hiperlipídica tanto em ratos (8 semanas) 

(Chien et al., 2016) como em camundongos (12 semanas) (Ding et al., 2016) são 

capazes de induzir um quadro de obesidade evidenciado pelo aumento dos 

depósitos adiposos, acompanhado por alterações nos genes lipogênicos e lipolíticos 

principalmente no fígado (Ding et al., 2016). Estudos têm demonstrado também que 

uma dieta hipercalórica (Rocha et al., 2016; Nam et al., 2018) provoca alterações 

nas vias de lipogênese e lipólise, resultando em um aumento nos depósitos 

adiposos, principalmente, o depósito visceral.  

 Além da capacidade já bem descrita do TA, de estocar e liberar substratos 

energéticos para outros tecidos (Cryer e Jones, 1979), nos últimos anos vêm se 

dando muita atenção a capacidade do TA em secretar inúmeras adipocinas, 

substâncias que podem ser hormônios, citocinas ou peptídeos com diversas funções 

biológicas (Meister, 2000; Morrison e Farmer, 2000; Fasshauer e Blüher, 2015; Arner 

et al., 2018). Por estas razões, podemos dizer que o TA possui uma importante 

influência nos processos fisiológicos como, por exemplo: (1) controle do perfil lipídico 

sistêmico e (2) participação na homeostase energética devido ao controle hormonal 

(Vazquez-Vela et al., 2008).  

 Entre as diversas adipocinas produzidas pelo tecido adiposo destacam-se a 

adiponectina, leptina, resistina, visfatina, quemerina entre outras. Estas moléculas 

podem atuar em diversos mecanismos regulatórios assim como patológicos 

dependendo das características fenotípicas e genotípicas do TA (Zorena et al., 

2020). Altos níveis plasmáticos de leptina estão diretamente relacionados com: (1) o 

aumento da massa e do tamanho dos adipócitos (Zorena et al., 2020), (2) a 

produção de espécies reativas de oxigênio por células imunes como macrófagos e 

células natural killers (Hsu et al., 2015), (3) aumento dos níveis séricos de lipídios 

(Zorena et al., 2020), (4) inibição do apetite (Zorena et al., 2020), (5) arteriosclerose 

(Morioka et al., 2014), (6) neuropatia entre outros efeitos. 

 Outros exemplos de adipocinas envolvidas com as complicações da 

obesidade são a resistina e a visfatina. A resistina produzida principalmente por 

células inflamatórias periféricas, tem sido relacionado com o surgimento de 

distúrbios vasculares, inflamatórios e como indutor de DM2 (Reilly et al., 2005). A 

visfatina, por sua vez, atua em pré adipócitos estimulando sua diferenciação e 
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induzindo respostas vasculares como a vasodilatação via produção de oxido nítrico 

(NO) e inflamação via produção de TNF-α (Gulcelik et al., 2009). 

 Por outro lado a adiponectina está inversamente relacionada com o tamanho 

dos adipócitos e é bem descrita por apresentar efeitos anti-inflamatórios e indutores 

de vias oxidativas no próprio tecido adiposo como no fígado de forma dependente de 

FGF-21 e PPARα (Zorena et al., 2020). 

 Tem se observado que a suplementação de compostos bioativos, como, por 

exemplo, a curcumina (Ding et al., 2016), o GT (Rocha et al., 2016) e a EGCG 

(Chien et al., 2016), em modelos animais de obesidade, resultou na modulação de 

um importante fator de transcrição para os adipócitos, o PPARα e o PPARγ, além do 

aumento nos níveis de adiponectina. 

 

1.3. PPAR (Peroxisome proliferator-activated receptor) e Obesidade 

  

 Os denominados PPARs são parte de uma superfamília de fatores de 

transcrição nucleares. Nesta classe, existem três isoformas, descritas como PPARα, 

PPARβ/δ e PPARγ, expressas pelos genes NR1C1, NR1C2 e NR1C3, 

respectivamente (Dubois et al., 2017). Tais receptores apresentam distribuição, 

sensibilidade e vias de regulação e atividade metabólica distintos. São em sua 

maioria ativados por ligantes endógenos como os AG e seus derivados, além de 

alguns agonistas sintéticos (Dubois et al., 2017). Em geral os agonistas interagem 

com o domínio de ligação causando ao fator de transcrição uma mudança 

conformacional seguido de uma heterodimerização com o RXR (Retonoid X 

receptor), e, por fim a ligação com o elemento responsivo ao PPAR (PPRE) (Dubois 

et al., 2017; Gross et al., 2017a). 

 Como mencionado acima, os PPARs podem ser ativados por: (1) AG, 

oriundos de lipídios provenientes da dieta, lipólise do tecido adiposo e pela produção 

hepática (processo conhecido como de novo lipogênese) e (2) agonistas sintéticos 

como a classe dos fibratos e das tiazolidinadionas (TZDs) que podem ativar de 

forma seletiva ou inespecífica um ou mais subtipos de PPAR (Dubois et al., 2017). 

 O PPARα, é uma isoforma altamente expressa no fígado onde sua ativação 

regula a expressão de genes envolvidos no metabolismo de lipídios e de 

lipoproteínas durante fases de transição nutricional. Por exemplo, durante o jejum, o 
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PPARα induz vias de captação e de transporte mitocondrial de AG (Pawlak et al., 

2015; Dubois et al., 2017).  

 Durante a obesidade, a ativação do PPARα suprime a resposta inflamatória, 

através da diminuição da hipertrofia de adipócitos e pela direta regulação de genes 

inflamatórios. Foi demonstrado que animais PPAR -/- suplementados com dieta 

hiperlipídica apresentaram maiores níveis de marcadores inflamatórios e aumento 

na massa de tecido adiposo e tecido estromal (Tsuchida et al., 2005; JernåS et al., 

2006; Stienstra et al., 2007).  

 O PPARδ, também expresso em hepatócitos, assim como em células de 

Kupffer e células estreladas, possui um papel importante na inflamação e na fibrose 

hepática (Vega et al., 2003; Group, 2010; Sengupta et al., 2010).  Tem sido 

mostrado que a ativação do PPARδ no tecido adiposo causa uma redução na 

expansão do tecido e a redução de marcadores inflamatórios, em animais induzidos 

a obesidade, por estimular vias de oxidação hepática (Wang et al., 2003). 

 Ao contrário aos PPARα e PPARδ que atuam induzindo vias de oxidação, o 

PPARγ atua, durante a obesidade, através de múltiplos mecanismos que resultam 

na melhora da sensibilidade à insulina e da utilização de glicose pelo fígado e outros 

tecidos periféricos (Dubois et al., 2017). Estes efeitos podem ocorrer através da: (1) 

interferência na via de sinalização do NFκB e na diferenciação de macrófagos 

melhorando o perfil inflamatório do tecido adiposo (Okuno et al., 1998; Ricote et al., 

1998; Lehrke e Lazar, 2005) e (2) pelo aumento da expansividade do TA captando 

uma maior quantidade de lipídios e diminuindo assim acúmulos ectópicos em tecidos 

como fígado e músculo esqueléticos. Este mecanismo resulta também da 

capacidade da sinalização de PPARγ induzindo um aumento da produção de 

adiponectina pelos adipócitos (Schadinger et al., 2005; Yang et al., 2006). 

 

1.4. Adiponectina e obesidade 
 

 A adiponectina é uma proteína de 247 aminoácidos, estruturalmente formada 

por um domínio globular composto por 135 aminoácidos, uma porção mutável 

formada por colágeno e composta de 65 aminoácidos, uma sequência N-terminal 

sinal e um domínio variável (Ghadge et al., 2018). 



30 | P á g i n a  
 

A adiponectina foi inicialmente identificada por quatro grupos de pesquisa, 

que utilizando diferentes métodos de identificação, designaram diferentes nomes 

para a mesma molécula. Em 1995 Scherer e Lodish, associaram a adiponectina com 

a diferenciação de células 3T3 (linhagem de adipócitos brancos) e a nomearam de 

proteína de adipócitos relacionado ao complemento (ACRP30) (Scherer et al., 1995). 

No ano seguinte, Spiegelman e colaboradores demonstraram a expressão 

específica desta no TA, e a chamaram de proteína AdipoQ (Hu et al., 1996). 

No ano seguinte, houve a identificação da expressão de uma proteína em 

humanos que mantinha 83% de similaridade com a adiponectina de camundongos, 

sendo assim, recebeu o nome de transcrito genético 1 mais abundante em 

adipócitos (apM1) (Maeda et al., 1996). E por fim, neste mesmo ano, Tomita e 

colaboradores, descreveram os níveis plasmáticos de adiponectina,chamando-a de 

proteína ligante de gelatina 28 (GBP28) (Nakano et al., 1996). 

Posteriormente em 1998, foi definido a estrutura globular da adiponectina e 

três a quatro anos depois, foi demonstrada pela primeira vez suas atividades 

fisiológicas que estavam relacionadas com ações anti-inflamatórias (Scherer e 

Lodish, 1999).  

Em 2003 foram identificados os receptores de adiponectina, que passaram a 

ser conhecidos como AdipoR1 e AdipoR2. Cerca de 5 anos depois (2008), foi 

identificado parte do processo de síntese e maturação desta proteína, que envolve a 

ação de duas chaperonas, conhecidas como ERp44 e ERO1, importantes para o 

dobramento da adiponectina (Wang e Scherer, 2016). 

Posteriormente entre 2010 a 2016, foi desvendada a estrutura dos receptores 

de adiponectina e também demonstrado a atividade ceramidase desta adipocina. 

Esta atividade biológica é extremamente importante para o fígado, uma vez que, as 

ceramidas estão relacionadas com o desenvolvimento da esteohepatite por induzir 

processos como o estresse oxidativo, a inflamação, a resistência à insulina e a 

apoptose de hepatócitos (Wang e Scherer, 2016). 

Por fim, em 2017, foi demonstrado que tal adipocina pode ser produzida por 

outros tipos celulares como osteoblastos, células do parênquima hepático, miócitos, 

células endoteliais entre outras (Achari e Jain, 2017). 

Nos dias de hoje conhecemos duas estruturas diferentes da adiponectina: (1) 

a forma longa (sendo adicionalmente subdividida em de baixo, médio e de alto peso 

molecular) e (2) globular, que sofre clivagem na sua porção colágena e resulta na 
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separação da estrutura globular (Figura 2) (Fruebis et al., 2001). As diferentes 

isoformas apresentam também diferentes efeitos biológicos. A adiponectina globular 

é capaz de estimular a β-oxidação no músculo esquelético, enquanto que a 

adiponectina “longa”, que não passa por clivagem, atua diminuindo a produção de 

glicose hepática (Berg et al., 2001; Fruebis et al., 2001).  

Seus efeitos pleiotrópicos têm sido reportados por meio de sua interação com 

o AdipoR1 e o AdipoR2 (Ghadge et al., 2018). O AdipoR1 é mais expresso no 

músculo esquelético e é responsável por ativar a proteína quinase ativada por 

monofosfato de adenosina (AMPK) (Ghadge et al., 2018). O AdipoR2, 

predominantemente expresso no fígado, é responsável por regular o metabolismo 

lipídico e glicêmico, além do estresse oxidativo e processos inflamatórios (Kadowaki 

et al., 2006; Ghadge et al., 2018). Além de possuírem sítios e alvos diferentes, estes 

receptores possuem afinidades diferentes (Ghadge et al., 2018). Por exemplo, o 

receptor AdipoR1 possui alta afinidade à adiponectina globular, e fraca afinidade à 

adiponectina longa, por outro lado o AdipoR2 apresenta sensibilidade inversa 

respondendo melhor à adiponectina longa que a globular (Figura 2) (Ghadge et al., 

2018). 

 

Figura 2: Representação estrutural das isoformas da adiponectina e sua seletividade para 

determinados receptores. 

 

Adaptado de Fruebis et al., 2001 eGhadge et al., 2018. 



32 | P á g i n a  
 

 

No fígado, a ação da adiponectina via seus receptores hepáticos pode induzir 

a redução da lipogênese e o aumento da beta oxidação por dois mecanismos 

distintos. O primeiro deles envolve a sensibilização do receptor AdipoR1, ativando a 

serina-treonina quinase 11 (STK11) também conhecida como LKB1 (Boudeau et al., 

2003), responsável pela fosforilação da proteína quinase ativada por 5'AMP (AMPK) 

(Hardie e Pan, 2002).  

Depois de ativada, a AMPK fosforila e inibe a enzima acetilCoA carboxilase 

(ACC), reduzindo a formação de malonilCoA, responsável pela inibição da Carnitine 

palmitoyl transferase 1 (CPT-1), o que leva ao aumento da beta oxidação (Hardie e 

Pan, 2002) (Figura 3). A ativação de AdipoR1 também pode regular a capacidade do 

fígado em estocar gordura sob a forma de TG, pela diminuição da expressão do 

fator de transcrição SREBP1c, responsável pela regulação das enzimas lipogênicas 

hepáticas (Zietz et al., 2003). 

O segundo mecanismo envolve a sensibilização do receptor AdipoR2, que é 

responsável por aumentar a atividade de PPARα (Yamauchi et al., 2003; Neumeier 

et al., 2005). O PPARα induz a maior captação de ácidos graxos pelo fígado pela 

translocação do transportador de ácidos graxos FAT/CD36, assim como uma maior 

atividade da CPT-1 estimulando a beta oxidação, prevenindo desta forma o estoque 

de TG (Figura 3) (Wierzbicki et al., 2009). 

 

Figura 3: Efeitos da adiponectina sobre as vias metabólicas hepáticas.  
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Adaptado de Buechler, C., J. Wanninger, et al. (2011). "Adiponectin, a key adipokine in 
obesity related liver diseases." World J Gastroenterol17(23): 2801-2811. 

 

Como podemos observar, a adiponectina é uma importante indutora das rotas 

metabólicas hepáticas, porém ela não é expressa no fígado, e sim no tecido adiposo 

subcutâneo principalmente (Fisher et al., 2002; Lihn et al., 2004). Adicionalmente, 

estas  sua concentração  podem aumentar de 50 a 100 vezes durante a 

diferenciação de adipócitos, o que a caracteriza como um importante marcador de 

adipócitos maduros (Lihn et al., 2005).  

Este aumento, segundo alguns autores, pode ser induzido pelo aumento na 

expressão de PPARγ no TA funcionando como um mecanismo de proteção contra a 

obesidade (Phillips et al., 2008; Liu e Liu, 2009; Shiomi et al., 2015). Esta relação foi 

sugerida mostrando que o tratamento com tiazolidinadionas (TZDs), um agonista de 

PPARγ, está relacionado com maiores níveis de adiponectina (Adamia et al., 2007). 

No entanto, o mesmo perfil não foi observado durante o tratamento com outros 

hipoglicemiantes orais (Adamia et al., 2007), como a metformina que pode atuar sob 

o receptor de insulina (IR), assim como aumentar os níveis circulantes de GLP-1 

(glucagon like peptide1) (Viollet et al., 2012), e as sulfoniluréias, que estimulam a 

secreção de insulina por bloquear os canais de potássio sensíveis ao ATP (Ashcroft, 

1996). 

Por outro lado, os níveis plasmáticos de adiponectina estão significativamente 

diminuídos e seus receptores estão menos expressos em indivíduos obesos 

comparado a sujeitos magros (Kadowaki et al., 2006). Adicionalmente existe uma 

correlação inversa entre os níveis de adiponectina com a circunferência abdominal 

(Isomaa et al., 2001; Orchard et al., 2003; Ghadge et al., 2018) e com o índice de 

massa corpórea (IMC), tanto em humanos como em animais (Lihn et al., 2005; Jung 

e Choi, 2014). 

Apesar da obesidade, estar diretamente associada com os menores níveis de 

adiponectina, há relatos que alterações genéticas que afetem a expressão desta 

adipocina podem predispor o desenvolvimento de distúrbios metabólicos (Chang et 

al., 2018). Tsai e colaboradores demonstraram que uma alteração no alelo T do 

gene da adiponectina estava presente em todos os indivíduos classificados como 

obesos portadores de anormalidades metabólicas (Chang et al., 2018). Outro 
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estudo, também demonstrou uma relação inversa do polimorfismo do gene ADIPOQ 

com o IMC de jovens nigerianos (Ogundele et al., 2018). 

Nos últimos anos foi demonstrado que a adiponectina é capaz de modular a 

função hepática (Ghadge et al., 2018). Existe uma correlação inversa entre os níveis 

plasmáticos desta adipocina e biomarcadores de dano hepático como a 

transaminase oxaloacética glutâmica (TGO), a transaminase pirúvica glutâmica 

(TGP), a gamma glutamyltransferase (Gama GT) e a fosfatase alcalina (Ghadge et 

al., 2018). Adicionalmente sabe-se que menores concentrações de adiponectina 

correlacionam-se com maior deposição de ácidos graxos hepáticos devido à 

diminuição da oxidação de AG neste tecido (Stern et al., 2016).  

1.5. Fígado e suas funções metabólicas 

 

O fígado é o maior órgão sólido do corpo humano e representa 

aproximadamente de 2% a 5% do peso corporal de uma pessoa adulta. Sua 

anatomia clássica distingue dois lobos principais, direito e esquerdo e dois 

acessórios, quadrado e caudado, além da vesícula biliar, que é um compartimento 

para armazenamento da bile produzida pelo próprio órgão (Protzer et al., 2012; 

Hoekstra et al., 2013).  

Metabolicamente o fígado é o órgão mais versátil de todo o corpo, alternando 

diariamente entre o estado anabólico (alimentado), estimulado pela insulina, e 

catabólico (jejum), estimulado pelo glucagon (Bonnet et al., 2011; Rui, 2014). Em 

condições pós-prandiais quando há saciedade e aumento plasmático de insulina 

(caracteristicamente um estado anabólico), o fígado por sinalização dependente 

deste hormônio direciona os açúcares simples como a glicose para diversas vias 

(Boon et al., 2008). Entre elas, destacam-se: (i) para a conversão a piruvato pela via 

glicolítica, (ii) para o armazenamento sob a forma de glicogênio (iii) para a síntese de 

ácidos graxos (AG) (pela ativação da lipogênese de novo) e (iv) para a síntese de 

colesterol (Boon et al., 2008).  

Já em condições de jejum (estado caracteristicamente catabólico), o fígado 

inicia a produção de glicose estimulada pelo aumento do glucagon e queda da 

insulina (Camacho et al., 2006; Byrne et al., 2009; Ameer et al., 2014). O estoque 

hepático de glicose sob a forma de glicogênio gera uma fonte energética eficiente, 

mas não muito duradoura, sendo usada como primeira opção em situações de 
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queda da glicemia (Camacho et al., 2006; Byrne et al., 2009; Ameer et al., 2014). 

Posteriormente, inicia-se a ativação da via gliconeogênica, que produz glicose a 

partir de precursores não carboidratos como o lactato, alguns aminoácidos, piruvato 

e glicerol (proveniente tanto da lipólise do tecido adiposo, músculo e o próprio 

fígado) (Muoio et al., 1999). 

A ação da insulina depende da integridade molecular e funcional de seu 

receptor (IR, insulin receptor) e de uma série de proteínas e moléculas de 

sinalização intracelulares, responsáveis pela transdução de seu sinal (Thaler e 

Schwartz, 2010). O receptor de insulina com atividade tirosina quinase intrínseca 

(IRTK) (Gondoin et al., 2017), é rapidamente auto-fosforilado após a ligação ao 

hormônio, catalisando a fosforilação em tirosina de substratos intracelulares 1 e 2 do 

IR (IRS1 e IRS2). Estes, por sua vez, quando fosforilados, desenvolvem sítios de 

ligação para numerosas proteínas, dentre elas a PI3K (phosphoinositide-3-kinase), 

que por sua vez, ativa a proteína quinase B, também conhecida como Akt (PKB/Akt) 

(Gondoin et al., 2017). Esta ativação induz a captação de glicose no músculo 

esquelético e no tecido adiposo por meio da translocação do GLUT-4 (glucose 

transporter4). Em condições fisiológicas o GLUT4 fica armazenado em vesículas 

intracelulares. Essa translocação ocorre por meio da fosforilação de uma série de 

proteínas adaptadoras como as CAP, CBL e CRKII (Chang et al., 2004; S Sahajpal e 

K Jain, 2016; Fontenelle et al., 2018). 

 Por outro lado, o glucagon atua por meio da interação com seu receptor 

acoplado a proteína G estimulatória (Gs/Gq) (Zhang et al., 2018). Quando o 

glucagon sensibiliza seu receptor, a subunidade alfa da proteína G se separa da 

beta/gama e ativa a adenilatociclase, que por sua vez transforma moléculas de ATP 

em um importante segundo mensageiro conhecido como monofosfato de adenosina 

cíclico (AMPc). O AMPc ativa a proteína quinase A (PKA), que por sua vez irá 

fosforilar diversas proteínas e fatores de transcrição ativando ou inibindo os mesmos 

(Rui, 2014).  

 No fígado, a insulina não regula a captação de glicose, uma vez que, este 

órgão expressa transportadores constitutivos de membrana como o GLUT1 e 

também o GLUT2 que são ativados em resposta a um alto gradiente de 

concentração (Rui, 2014). A insulina no fígado regula as principais vias anabólicas 

como, por exemplo, a glicogênese e a lipogênese (Kawaguchi et al., 2011), 

Enquanto que o glucagon estimula vias de degradação (glicogenólise, beta oxidação 
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e lipólise), além da síntese de glicose a partir de substratos não carboidratos 

(gliconeogênese) (Jerby et al., 2010; Rui, 2014). 

 A glicogênese é estimulada pela sinalização da insulina aumentando a 

expressão da glicoquinase que converte a glicose captada pelo GLUT 2 formando 

glicose-6-fosfato. Esta conversão faz com que haja gradiente de concentração 

elevado a favor do ambiente extracelular aumentando assim a captação hepática de 

glicose. A glicose-6-fosfato é convertida a glicogênio pela ação da enzima glicogênio 

sintase (GS), enquanto que este é posteriormente degradado pela enzima glicogênio 

fosforilase (GF), gerando uma nova molécula de glicose (Rui, 2014).  

 Ambas as proteínas GS e GF são fosforiladas por outra enzima, a glicogênio 

sintase quinase (GSK), e esta fosforilação inibe a ação da GS e estimula a ação da 

GF. A insulina quando age sobre seu receptor induz a ativação da AKT/PKB e esta 

quinase fosforila a GSK inibindo-a (Irimia et al., 2010; Couturier et al., 2011). Sendo 

assim, a insulina tanto inibe a enzima que bloqueia a glicogênese, quanto a que 

estimula a glicogenólise. Por outro lado, em condições catabólicas, o glucagon é 

liberado e por meio da ativação da PKA induz a fosforilação apenas da GF, o que 

resulta no processo de degradação do glicogênio (Rui, 2014) (Figura 4). 

 

Figura 4: Representação da via bioquímica da glicogênese (esquerda) e via de regulação 

(direita). 

 

Adaptado de RUI, L. Energy metabolism in the liver. Comprehensive physiology,  2014. 
ISSN 0470650710.   
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 A lipogênese parte da formação de piruvato pela via glicolítica, que será então 

convertido a acetil-CoA pela piruvato desidrogenase (PDH). O acetilCoA será então 

conjugado com o oxaloacetato para formar citrato pela ação da enzima citrato 

sintase dentro da mitocôndria. O citrato então é exportado para o citoplasma e 

reconvertido a acetilCoA pela acetil citratoliase (ACL), e em seguida carboxilado pela 

acetil-CoA carboxilase (ACC) formando malonil-CoA. O malonil-CoA servirá como 

substrato para a ação da ácido graxo sintase (FAS) que gerará ácido palmítico. 

Posteriormente, o ácido palmítico poderá ser alongado pela ELOVL, desaturado pela 

esteorildesaturase1 (SCD) e esterificado pela glicerol-3-fosfato acetiltransferase 

(GPAT) e/ou pela diacilglicerol transferase (DGAT) formando TG (Lambert et al., 

2014; Rui, 2014) (Figura 5). 

 A insulina é capaz de induzir avia lipogênica por meio da ativação da 

AKT/PKB, que fosforila a insulin induced gene (INSIG) que, em seguida libera o 

Sterol regulatory element binding protein (SREBP1c) (Shao e Espenshade, 2012). 

Neste ponto, o SREBP é liberado para migrar até o núcleo e induzir a transcrição 

das enzimas envolvidas na lipogênese (ACC, FAS, SCD, GPAT, entre outras) (Ferre 

e Foufelle, 2010; Pettinelli e Videla, 2011; Rui, 2014) (Figura 5). 

 A maior disponibilidade de glicose intracelular também pode induzir vias 

lipogênicas pela via das pentoses, resultando na ativação de phosphatase protein 2 

(PP2), que por sua vez, desfosforila a Carbohydrate – responsive element biding 

protein (ChREBP) e mantém este fator de transcrição ativo no núcleo (Eissing et al., 

2013; Rui, 2014) (Figura 5). 

 Em condições catabólicas o glucagon por meio da atividade quinase da PKA 

resulta na fosforilação do ChREBP, consequentemente este fator de transcrição sai 

do núcleo e se associa com a proteína 14-3-3 sendo então degradado pelo sistema 

proteossomal (Eissing et al., 2013; Rui, 2014) (Figura 5). 
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Figura 5: Representação da via bioquímica da lipogênese (esquerda) e via de regulação 

(direita).  

 

Adaptado de RUI, L. Energy metabolism in the liver. Comprehensive physiology,  2014. 
ISSN 0470650710. 
 

 Em condições catabólicas, o glucagon, além de outros hormônios como, a 

adrenalina e a noradrenalina, podem aumentar as vias oxidativas hepáticas e 

também adiposas (Rui, 2014). A maior disponibilidade de AG na corrente sanguínea, 

resultado do estimulo da lipólise pelo glucagon (Lefebvre, 1983; Frühbeck et al., 

2014), provoca uma maior captação de gordura pelo fígado. Este mecanismo ocorre 

principalmente via proteínas membranares integrais como a lipoproteína lípase 

(LPL), as Fatty acid transporter protein (FATP) e os translocadores de ácidos graxos 

fatty acid transporter CD36 (FAT/CD36) (Hagenfeldt et al., 1972; Park et al., 2017). 

 Estas proteínas captadoras sãot ranscritas pelo Pregnance X Receptor (PXR) 

e pelo Endoplasmic Reticulum-Bound Transcription Factor (CREBH). A principal 

diferença entre estes transportadores é a seletividade por determinados ácidos 

graxos. Por exemplo, (1) a captação derivada de quilomícrons ocorre pela ação da 

LPL, que capta principalmente ácidos graxos livres (AGL) (Miquilena-Colina et al., 

2011; Rui, 2014), assim como o FAT/CD36 (Miquilena-Colina et al., 2011; Rui, 
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2014); (2) enquanto que o FATP possui maior afinidade para ácidos graxos de 

cadeia longa (AGCL) (Figura 6). 

 É bem conhecido que a presença de AG no hepatócito serve como indutor da 

ativação de fatores de transcrição nucleares como o Peroxisome proliferator-

activated receptor alpha (PPARα) (Watt et al., 2004; Pawlak et al., 2015). A ativação 

deste fator de transcrição ocorre pela formação de AGCL-CoA pela ação da Long-

chain acylCoA synthetase (ACSL) (Houten e Wanders, 2010; Rui, 2014). A ativação 

de PPAR-α serve como um elo entre a captação de AG aumentada e a ativação de 

vias oxidativas. O PPARα é capaz de induzir a transcrição da CPT-1, uma proteína 

chave no processo de beta-oxidação gerando moléculas de adenosina-3-fosfato 

(ATP) e corpos cetônicos (Houten e Wanders, 2010; Rui, 2014). A principal forma de 

inibição desta via é a síntese de malonil-CoA que age como inibidor da CPT 

bloqueando a beta oxidação (Houten e Wanders, 2010; Rui, 2014) (Figura 6). 

 

Figura 6: Representação da via bioquímica da captação de AG (esquerda) e beta oxidação 

hepática (direita). 

 

Adaptado de RUI, L. Energy metabolism in the liver. Comprehensive physiology,  2014. 
ISSN 0470650710.Vide texto para detalhes das vias. 
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 O processo de beta-oxidação, no entanto é um processo muito mais 

complexo. Ele ocorre principalmente na mitocôndria, utilizando como substrato 

principalmente ácido palmítico, ácido oléico e ácido linoléico (Bargut et al., 2014; 

Baruteau et al., 2014). Este mecanismo ocorre fisiologicamente em períodos de 

jejum prolongado a fim de impedir a degradação de proteína e a perda de massa 

magra (Bargut et al., 2014; Baruteau  et al., 2014) gerando energia sob a forma de 

corpos cetônicos (Lee et al., 2016; Bjørndal et al., 2018).  

 Além do aumento de vias de oxidação, o glucagon pode aumentar a síntese 

de glicose a partir de substratos não carboidratos (lactato, glicerol e determinados 

aminoácidos), processo conhecido como gliconeogênese (Rui, 2014). Um dos 

principais substratos é o lactato, produzido a partir do metabolismo anaeróbico 

(Derussi et al., 2015).  

 O lactato é convertido a piruvato pela lactato desidrogenase (LDH), o piruvato 

dentro da mitocôndria será convertido a oxaloacetato, que quando exportado para o 

citoplasma, servirá de substrato para a fosfoenol piruvato carboxiquinase (PEPCK) 

para a formação de fosfoenolpiruvato. Este por sua vez dará origem à frutose-1,6 

bifosfato que sofrerá ação da frutose-bi-fosfatase (FBPase)  gerando frutose-6-

fosfato, que por fim será convertida em  glicose-6-fosfato pela ação da glicose-6-

fosfatase (G6Pase)(Figura 7) (Rui, 2014). 

 O principal estímulo para a gliconeogênese é a sinalização de glucagon 

responsável pela ativação da PKA, que fosforila o fator de transcrição CREB. Uma 

vez ativado, este fator de transcrição induzirá diretamente ou por meio da 

heterodimerização com o Peroxisome proliferator-activated receptor gamma 

coactivator 1 alpha (PGC1α) a transcrição das enzimas gliconeogênicas (PEPCK, 

FBPase e G6Pase) (Li et al., 2010; Rui, 2014) (Figura 7). 

 Em contrapartida a insulina bloqueia a síntese de glicose por induzir a 

ativação de PKB/AKT e assim a fosforilação da Forkhead Box protein O1 (FOXO-1). 

Este fator de transcrição, quando fosforilado, é exportado do núcleo e deixa de 

estimular a gliconeogênese (Li et al., 2010; Rui, 2014) (Figura 7). 
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Figura 7: Representação da via bioquímica da gliconeogênese (esquerda) e via de 

regulação (direita).  

 

Adaptado de RUI, L. Energy metabolism in the liver. Comprehensive physiology,  2014. 
ISSN 0470650710. 
 

 Com base no que foi descrito até aqui podemos afirmar que o fígado é um 

órgão metabolicamente muito versátil, por sofrer ação de diversos hormônios e 

neurotransmissores. Adicionalmente, o metabolismo hepático pode ser alterado por 

diversas condições metabólicas, principalmente pela obesidade (Dietrich e 

Hellerbrand, 2014). O ganho de peso está relacionado com o desenvolvimento da 

resistência à insulina, alterações no perfil da expressão de PPARs (Gross et al., 

2017b; Motawi et al., 2017) e também com a diminuição dos níveis de 

adiponectina(Jung e Choi, 2014). Ambos os fatores podem alterar o funcionamento 

das vias descritas acima. 

 

1.6. Efeitos da obesidade e do PPAR no metabolismo hepático 

 Diversos modelos animais têm sido utilizados para se estudar a evolução de 

doenças hepáticas como a doença gordurosa hepática não alcoólica (NAFLD) e 
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esteohepatite não alcoólica (NASH), com diferentes métodos de indução de 

obesidade (dieta hiperlipídica, dietas hipercalóricas e dietas deficientes de colina), e 

a participação dos PPARs neste processo (London e George, 2007; Hebbard e 

George, 2011; Maher, 2016). 

 Animais obesos, induzidos com dieta deficiente de colina, tratados com 

agonistas de PPARα, na sua maioria da classe dos fibratos, tem demonstrado 

efeitos sobre o desenvolvimento de esteohepatite, acompanhado por redução nos 

níveis de triglicerídeos, ALT e aumento nos níveis de adiponectina (Peters et al., 

2003; Liss e Finck, 2017). A aplicação de benzofibrato, um agonista de PPARα, tem 

demonstrado capacidade de aumentar a expressão de genes envolvidos com a 

oxidação de AG hepáticos reduzindo assim o desenvolvimento da NAFLD e da 

NASH (Nakano et al., 2008; Liss e Finck, 2017). 

 Há muitas variações entre estudos que avaliam a participação do PPARα em 

modelos de animais e de humanos. Tais efeitos podem ser explicados pela diferença 

na expressão deste fator de transcrição entre as espécies, sendo que, os roedores 

apresentam uma expressão cerca de 10x maior que humanos (Shan et al., 2008). 

 Pouco dos efeitos do PPARδ sobre a obesidade é conhecido, no entanto, a 

falta deste fator de transcrição em hepatócitos favorece o desenvolvimento de 

fibrose hepática. A aplicação de agonistas farmacológicos do PPARδ tem 

demonstrado efeitos como a melhora da sinalização da insulina em animais obesos 

(Tanaka et al., 2003; Liss e Finck, 2017). Foi observado também que uma dieta 

deficiente em colina apresentou aumento nos níveis de triglicérides hepáticos 

acompanhado por um aumento nos níveis de ALT (Nagasawa et al., 2006; Liss e 

Finck, 2017). A aplicação de GW501516 (agonista de PPARδ) resultou em uma 

redução nos níveis de triglicérides, devido a aumento na expressão de genes 

envolvidos na oxidação de AG (Nagasawa et al., 2006; Liss e Finck, 2017). No 

entanto, a redução nos níveis de ALT não foi observada o que pode sugerir que a 

reversão da esteatose pode não acompanhar a recuperação do tecido (Liss e Finck, 

2017). 

 A aplicação de GFT505, um agonista duplo de PPARα e PPARδ, em um 

modelo de obesidade genético tem demonstrado uma redução na esteohepatite e 

também uma redução no perfil inflamatório hepático demonstrando a interação en tre 

os dois fatores de transcrição (Staels et al., 2013). 
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 Apesar do PPARγ não ser classicamente muito expresso no fígado tem sido 

mostrado que sua ativação pode contribuir para a diminuição do acúmulo ectópico 

de lipídios no fígado. A ativação de PPARγ diminui a lipólise hepática o que por sua 

vez reduz a oferta de AG na corrente sanguínea (Esposito et al., 2006; Liss e Finck, 

2017). Outros estudos utilizando agonistas bem descritos de PPARγ, como as 

glitazonas, têm demonstrado que o tratamento durante 48 semanas em indivíduos 

obesos tem demonstrado uma melhora na tolerância à glicose acompanhado da 

melhora histológica, diminuição dos níveis de marcadores de dano como a ALT e 

menor incidência de NASH (Neuschwander‐Tetri et al., 2003; Liss e Finck, 2017; De 

Mendonça et al., 2019). 

 Outros estudos randomizados aplicaram a rosiglitazona em indivíduos 

obesos. Estes estudos foram nomeados como FLIRT e FLIRT2. O primeiro 

demonstrou o efeito do tratamento na esteatose hepática, no entanto, não foi 

observado o mesmo efeito em outros parâmetros histológicos como fibrose, 

balonamento e inflamação (Ali e Cusi, 2009). O segundo estudo aplicou o mesmo 

protocolo em um período de dois anos e os resultados se mantiveram iguais aos do 

primeiro (Ratziu et al., 2010). 

 A obesidade é responsável por uma redução na expressão de todos os tipos 

de PPARs, tanto no tecido adiposo como no fígado. A redução da expressão do 

PPARγ diminui a capacidade plástica do tecido adiposo diminuindo assim a 

capacidade de estoque fisiológico de gordura. A diminuição da adipogênese é 

acompanhada da diminuição dos níveis de adiponectina e a redução da sua ação 

hepática. A diminuição desta sinalização provoca a redução da expressão de 

PPARα e PPARδ, ambos clássicos indutores de vias oxidativas hepáticas. Sendo 

assim podemos afirmar que a adiponectina atua na sinalização dos PPAR e assim 

nos mecanismos de controle da obesidade (Liss e Finck, 2017; Ishtiaq et al., 2019). 

1.7. Efeitos da obesidade e da adiponectina no metabolismo hepático 

  

Com o desenvolvimento da obesidade, o fígado é um dos órgãos mais 

afetados, e apresenta um acúmulo importante de triglicerídeos (TG), na etapa inicial 

dessa doença que caracteriza a NAFLD (Polyzos et al., 2010). O processo de lesão 

hepática como um todo se inicia com o surgimento da NAFLD e diante disto, muitos 

grupos de pesquisa direcionaram a atenção para o entendimento do processo de 
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evolução desta condição (Mcpherson et al., 2015; Leung et al., 2016; Umpleby et al., 

2016). Posteriormente foram elaboradas duas teorias que explicam o 

desenvolvimento da NAFLD, sendo que a primeira divide este processo em duas 

etapas enquanto a segunda, em múltiplas etapas (Byrne e Targher, 2015). 

A primeira teoria proposta (duas etapas ou two hits) descreve o 

desenvolvimento da esteatose hepática a partir do aumento da disponibilidade de 

AGL em resposta a uma maior liberação destes compostos pelo TA. O excesso de 

lipídios sob a forma de AGL pode tanto ser direcionado para a lipogênese gerando 

TG, como também servir como indutores devias inflamatórias (Figura 8) (Buzzetti et 

al., 2016).  No entanto, a teoria mais aceita e atual é a de múltiplas etapas ou Multi 

Hits, mais ampla e complexa, parte da resistência à insulina (RI) como evento 

principal, sendo este processo responsável por aumentar a lipólise e a produção de 

adipocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-6 e leptina) pelo TA. Adicionalmente, a RI 

também induz vias lipogênicas hepáticas e inibe vias de oxidação (beta – oxidação) 

e de efluxo lipídico (secreção de VLDL). Os efeitos da RI no TA e também no fígado, 

resultam em um aumento nos níveis de AG no interior do hepatócito (Buzzetti et al., 

2016; Fotbolcu e Zorlu, 2016). O aumento do conteúdo lipídico hepático pode levar a 

indução do estresse de reticulo endoplasmático (ERE), ao aumento da produção de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) e indução de lipotoxicidade. Todos esses 

eventos juntamente com o aumento dos níveis circulantes de adipocinas e o 

aumento da absorção de LPS intestinal provocado pela disbiose intestinal, pode 

levar ao desenvolvimento de inflamação, vias apoptóticas e posteriormente acúmulo 

de fibrina (Buzzetti et al., 2016; Fotbolcu e Zorlu, 2016; Leung et al., 2016). Como já 

destacado a obesidade induzida tanto por dieta hipercalórica (Rocha et al., 2016) 

quanto por hiperlipídica (Nakamura e Terauchi, 2013), além de ser capaz de induzir 

o quadro de RI levando ao desenvolvimento de NALFD (Anstee e Goldin, 2006), 

reduz os níveis de adiponectina. 

 

 

 

 

 

 

 



45 | P á g i n a  
 

 

Figura 8: Teorias do desenvolvimento da NAFD hepática, teoria de two hits (esquerda) e 

multi hits (direita) 

 

 

.Adaptado de: Takei, Y. and N. Sato (2006). "[Adipokine interrelationship with the liver]." 
Nihon Rinsho64(6): 1083-1087. 
 

  

 Esta correlação entre RI e adiponectina é importante, uma vez que, a 

adiponectina possui diversos efeitos hepáticos que ocorrem por meio de sua 

interação com os receptores AdipoR1 e AdipoR2 presentes no fígado (Trujillo, M. E. 

e Scherer, P. E., 2006). A ativação destes receptores resulta em uma melhora na 

sensibilidade à insulina seja por aumento no perfil oxidativo hepático ou pela indução 

da expressão de APPL1 (PH domain and leucine zipper 1), uma proteína adaptadora 

que é estimulada a partir da ligação de adiponectina, e está envolvida com o 

aumento na sensibilidade à insulina (Hosch et al., 2006). 

Um dos efeitos mais importantes da adiponectina é sua capacidade de reduzir 

os níveis séricos de lipídios (Ayina et al., 2016; Katsiki et al., 2017; Yanai e Yoshida, 

2019).  Assim como demonstrado estudos que evidenciaram a correlação negativa 

da adiponectina com os níveis plasmáticos de triglicérides e a apolipoproteina B 
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(ApoB), o que sugere a capacidade desta adipocina em reduzir a liberação de VLDL 

hepática (Matsubara et al., 2002; Zietz et al., 2003).  

Além da capacidade de reduzir o acúmulo de gordura hepática, a 

adiponectina também é capaz de atuar como antioxidante e anti-inflamatório. A 

atividade antioxidante ocorre principalmente devido a inibição da aldeído oxidase 

(AOX1), uma importante fonte de espécies reativas de oxigênio (Neumeier et al., 

2006). Ela também induz enzimas antioxidantes, como a catalase (CAT) e a 

superóxido dismutase (SOD) via sensibilização do receptor AdipoR2 (Yamauchi, T. 

et al., 2007). O efeito anti-inflamatório ocorre devido a capacidade da adiponectina 

em bloquear a via do NFκB, diminuindo assim a ocorrência de inflamação crônica de 

baixo grau (Buechler et al., 2011). 

Diante das ações biológicas da adiponectina destacadas até aqui, podemos 

afirmar que as alterações plasmáticas que ocorrem com a obesidade, como o 

aumento de TNFα (Hui et al., 2004; Ozturk e Soylu, 2014) e de AGL podem estar 

relacionados aos menores níveis de adiponectina (Trujillo, Maria E e Scherer, Philipp 

E, 2006).  

Para finalizar o que se associa hoje coma obesidade e os menores níveis 

circulantes de adiponectina, é: (i) o acúmulo de gordura no fígado resultado da maior 

quantidade de AGL (Fabbrini et al., 2010), (ii) indução de estresse oxidativo (Savini 

et al., 2013), (iii) indução de quadro de inflamação crônica sistêmica de baixo grau 

(Monteiro e Azevedo, 2010) e (iv) o desenvolvimento da RI (Hardy et al., 2012). Foi 

demonstrado que o tratamento com GT restaura os níveis de adiponectina (no 

modelo de obesidade por dieta hiperlipídica) juntamente com a inibição de PPARγ e 

indução de PPARα no fígado (Bolin et al., 2020; Ferreira et al., 2020). 

Diante do exposto, a hipótese desse trabalho é que o GT atua como um 

redutor da esteatose por alterar o perfil metabólico do fígado para um perfil 

catabólico, de maneira dependente da adiponectina. 
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2.0. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral 

Investigar se a adiponectina medeia os efeitos do chá verde nas vias 

metabólicas e de sensibilidade à insulina no fígado de camundongos nocaute de 

adiponectina (AdipoKO) alimentados com dieta hiperlipídica.  

2.2. Objetivos Específicos 

2.2.1. In vivo 

➢ Caracterizar o modelo AdipoKO alimentado ou não com dieta hiperlipídica e 

os efeitos do tratamento com extrato de chá verde.  

(i) Avaliar a composição corporal por meio da determinação do peso dos 

órgãos; índice de adiposidade e ganho de peso;  

(ii) Avaliar o balanço energético pela ingestão alimentar semanal e gasto 

energético por calorimetria indireta;  

(iii)  Determinar a tolerância à glicose e à insulina (GTT e ITT), avaliar a 

glicemia de jejum e quantificar parâmetros bioquímicos lipídicos no soro 

(TG, colesterol total);  

(iv)  Caracterizar o perfil fenotípico do fígado de animais tratados com GT 

pela avaliação histológica com coloração de HE.  

(v)  Avaliar níveis plasmáticos de insulina no plasma. 

 

➢ Investigar a participação da sinalização por AdipoR2 nos efeitos do GT 

(i) Avaliar a expressão gênica de proteínas envolvidas na indução da beta-

oxidação: Cpt1, Pparα, Fgf-21 e AdipoR2. 

(ii)  Avaliar a expressão proteica da AMPK e do PPARα. 

 

➢ Avaliar a atuação do GT na via da gliconeogênese hepática e a participação 

da adiponectina neste cenário 

(i) Avaliar a expressão gênica a Pepck (fosfoenol piruvato carboxiquinase), 

FBPase (frutose-1,6-bisfosfatase) e G6Pase (glicose-6-fosfatase). 

 

➢ Avaliar os efeitos do GT e a participação da adiponectina na via lipolítica no 

fígado  
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(i) Avaliar a expressão gênica de Hsl (hormone-sensitive lipase) e a Mgl 

(monoacilglicerol lipase). 

 

➢ Avaliar os efeitos do GT e a importância da adiponectina na via lipogênica 

hepática assim como dos fatores de transcrição envolvidos neste processo  

(i) Avaliação da esteatose hepática pela coloração de hematoxilina e eosina 

e oil red. 

(ii) Quantificação dos níveis de TG e colesterol total no fígado. 

(iii)  Avaliar a expressão gênica de Fas, Scd-1 e Dgat. 

(iv)  Avaliar a expressão gênica dos fatores de transcrição Srebp1c. 

 

➢ Avaliar a participação da adiponectina no efeito do GT sob a via de síntese de 

colesterol hepático  

(i) Avaliar a expressão gênica de HMG CoA sintase. 

(ii) Avaliar a expressão gênica do fator de transcrição Srebp-2. 

 

➢ Avaliar a participação da adiponectina no efeito do GT sob a via da 

glicogênese hepática 

(i) Mensuração dos níveis hepáticos de glicogênio pela coloração de PAS 

(ii) Avaliar a expressão gênica das enzimas glicoquinase, fosfoglicomutase, 

Gsk-2 e Glut-1. 

 

➢ Avaliar o efeito da GT sob a via de sinalização da insulina no fígado e o papel 

da adiponectina neste processo 

(i) Avaliar a expressão gênica de receptor de insulina (RI). 

(ii) Avaliar a expressão protéica da IR e AKT. 

 

2.2.2. In vitro 

➢ Investigar o papel de um mix de catequinas e de um meio condicionado de 

adipócitos e, portanto, rico em adiponectina, sobre a ativação do PPARγ e 

PPARα no desenvolvimento da esteatose induzida in vitro com ácido oléico 

(1,6 mM) e glicose (8mM) em células HepG2, utilizando os antagonistas do 
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PPARγ (GW9662) e PPARα (GW6471) e os agonistas de PPARγ 

(Rosiglitazona) e PPARα (Fenofibrato). 

➢ Investigar os efeitos do cultivo de hepatócitos (HepG2) com o sobrenadante 

de adipócitos (3T3F442A) recém diferenciados (rico em adiponectina) e o mix 

de catequinas induzidos a esteatose para avaliar a expressão de enzimas 

chave na lipogênese e oxidação hepática. 

➢ Avaliar a transativação de PPARα pelas catequinas do chá verde. 
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3.0. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Animais 

Utilizamos nesse estudo camundongos C57Bl/6 machos selvagens (WT do 

inglês wild-type) e camundongos AdipoKO (B6;129-Adipoq tm1Chan /J, The Jackson 

laboratory) (Ma et al., 2002). Os animais foram criados no Biotério do Departamento 

de Farmacologia – Unidade II (biotério de camundongos) do Instituto de Ciências 

Biomédicas da Universidade de São Paulo (ICB-USP) e após desmame e 

genotipagem, foram transferidos para o biotério de experimentação animal do 

laboratório de fisiologia celular, da Universidade Cruzeiro do Sul, onde foram 

mantidos durante o período do protocolo. 

Os animais receberam alimentação e água ad libitum por um período total de 

20 semanas (5 meses) e foram mantidos em sala com temperatura constante de 23 

± 2°C, sob ciclo de iluminação de 12/12 horas. Decorridas 8 semanas iniciais de 

indução de obesidade, os animais foram suplementados com extrato aquoso de GT 

por gavagem orogástrica durante12 semanas. Após o período de experimentação 

total de 20 semanas, os animais foram eutanasiados entre 9:00 e 12:00 h, para a 

posterior realização dos experimentos. Para todos os parâmetros propostos, o 

número de camundongos por grupo variou de 5 a 10. O pedido de aprovação para 

uso de animais em pesquisa foi submetido para a Comissão de Ética para 

Experimentação em Animais do ICB-USP e aprovado sob o número CEUA/USP 

76/2017 e CEUA/UNICSUL 029/2016. 

3.2. Indução da obesidade 

Os animais foram induzidos à obesidade através de uma dieta hiperlipídica 

(HFD), obtida da Prag Soluções Comércio e Serviços Ltda, por 20 semanas. A ração 

foi composta por 20,3% de proteína, 35,95% de carboidratos, 34,00% de lipídeos, 

qsp 100% de fibras, vitaminas e minerais. A dieta padrão foi composta de 22% de 

proteína, 43,50% de carboidratos, 4% de lipídeos e qsp 100% de fibras, vitaminas e 

minerais. A dieta hiperlipídica apresentou 531 kcal/100g enquanto a dieta padrão 

288 kcal/100g. 
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3.3. Grupos experimentais, tratamento com extrato de CV in vivo, 
eutanásia e acondicionamento das amostras 

Os animais (n=5-10 por grupo) foram divididos em 6 grupos: (i) animais que 

receberam dieta padrão + (SD) + gavagem com água; (ii) HFD (HFD + gavagem 

com água); (iii) HFD + GT (HFD + gavagem com GT) (iv) animais AdipoKO 

alimentados com dieta padrão (SD) + gavagem com água; (v) HFD AdipoKO (HFD + 

gavagem com água) e (vi) AdipoKO HFD + GT (HFD + gavagem com GT). 

Administramos 500 mg/kg de extrato padronizado de GT adquirido comercialmente 

da empresa Tovani-Benzaquen, São Paulo, SP. Os animais foram suplementados 

de 2ª a 6ª feira com extrato aquoso de GT através de gavagem orogástrica. O GT 

utilizado neste estudo possui um conteúdo total de polifenóis em torno de 39% (392 

µg/mg de extrato de CV). Análises de HPLC demonstraram que dentre os polifenóis 

presentes no CV o conteúdo de catequinas representa em torno de 30% (117 

µg/mg). Essa análise também mostrou que a soma de EGC e EGCG contribuem 

com mais de 85% das catequinas totais do extrato. O conteúdo de cafeína é de 

0,4% e o de quercetina está em torno de 1,5% do peso seco (Rocha et al., 2016). O 

extrato foi pesado diariamente de acordo com os pesos corporais dos animais, e 

então solubilizado em água a 70°C para posterior administração orogástrica.  

O período total de suplementação com extrato de GT foi de 12 semanas. 

Neste período os animais foram suplementados com extrato de GT todas as tardes 

antecedendo o período de alimentação (por volta das 17:00h). Durante todo o 

período de suplementação, os camundongos foram pesados semanalmente para 

avaliação do ganho de peso. Além da pesagem semanal, avaliamos a ingestão 

diária de ração pelos animais. Decorridas as 20 semanas de suplementação os 

animais foram eutanasiados por decapitação. O sangue dos animais no momento da 

eutanásia foi coletado em tubos contendo anticoagulante e posteriormente 

centrifugado para obtenção do plasma. O plasma foi acondicionado em freezer -

80ºC até o momento das análises. O fígado foi removido e imediatamente 

acondicionado em freezer -80º C para posterior determinação dos objetivos 

propostas no projeto. O tecido adiposo visceral (epididimal), o tecido adiposo 

subcutâneo e o tecido adiposo marrom foram removidos dos animais e 

imediatamente pesados para determinação do índice de adiposidade. 

 

3.4. Avaliação da taxa metabólica basal (calorimetria) 
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 A taxa metabólica basal dos camundongos foi avaliada após 18 semanas de 

experimentação por calorimetria indireta de circuito aberto (modelo OxyMax, 

Columbus Instruments, Ohio, EUA). Os animais foram transportados até o 

laboratório de experimentação, aclimatados por 24 h em gaiolas individuais sob as 

mesmas condições empregadas no período de experimentação que perdurou por 

mais de 24 h. Estas condições foram ciclo claro/escuro (12/12 h cada), com ração e 

água, recebendo diariamente (durante os cinco dias que os animais permaneceram 

no laboratório de experimentação) o tratamento com o GT. Os camundongos foram 

submetidos à monitoração não invasiva de trocas gasosas e de atividade física. 

Foram determinadas as taxas de consumo de oxigênio (VO2) e a produção de CO2 

(VCO2) a partir de sensores gasométricos, com estes dados foi definido e a taxa de 

troca respiratória (RER - relação de troca respiratória) e a produção de calor (Heat). 

Os resultados foram calculados através do software Oxymax. 

3.5. Determinação dos parâmetros bioquímicos plasmáticos 

O plasma coletado conforme mencionado anteriormente foi aliquotado e 

estocado em microtubos do tipo eppendorf a -80°C para posterior determinação de 

colesterol total e triglicerídeos totais (Kits Bioclin) além de leptina, adiponectina, 

insulina, por Miliplex MAP utilizando beads magnéticos com painel para múltiplos 

analitos (Mouse Cytokine/ChemokinePanel) baseados na tecnologia MAGPIX xMAP  

conforme instruções do fabricante.  

3.6. Teste de tolerância à glicose (GTT) e tolerância à insulina (ITT) 

Uma semana antes da eutanásia dos animais realizamos o ensaio de i.p.GTT 

nos animais submetidos a um jejum de 8h pela de mensuração de glicose após a 

administração intraperitoneal de glicose (1g glicose/Kg do peso corpóreo em solução 

a 20% em salina 0,9%). O teste de i.p. ITT foi realizado em animais com 6h de jejum 

pela mensuração de glicose após administração de insulina (Humulin R, Lilly,0,5 

UI/kg de peso corpóreo). Os testes foram realizados em diferentes dias da mesma 

semana e as amostras de sangue coletadas através de uma pequena secção na 

extremidade distal da cauda do animal antes da aplicação de glicose ou insulina 

(tempo 0) e a 5, 15, 30, 60 e 90 minutos após a aplicação. A glicemia foi mensurada 

por meio de glicofita e glicosímetro (Biocheck TD-4225/Bioeasy Diagnóstica Ltda/MG 

- Brasil). Calculamos a área total sob a curva (AUC) da concentração plasmática de 
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glicose entre os grupos para o GTT e a constante de decaimento de glicose durante 

o ITT (KITT). 

3.7. Avaliação histológica do tecido hepático 

Imediatamente após a eutanásia dos animais foi realizado uma laparotomia 

mediana para extração do tecido hepático. Os diferentes tecidos foram pesados em 

uma balança analítica. Após a pesagem dos tecidos os mesmos foram fixados em 

paraformaldeído a 4%. As amostras fixadas foram desidratadas em concentrações 

crescentes de etanol, limpas em xileno e emblocadas em parafina. As amostras 

foram, então, seccionadas e os cortes histológicos (5 μm) foram corados com 

hematoxilina e eosina (HE).A avaliação do score de esteatose foi realizada pelo 

doutor Bruno Cogliati às cegas, segundo Liang (Liang et al., 2014). 

 

3.8. Coloração do fígado para quantificação de glicogênio através do 

método de PAS 

 Foi realizada a secção do tecido hepático (aproximadamente 50mg). 

Posteriormente o tecido foi embebido em formol 10%, para fixação, por um período 

de 24 horas, seguidos com a incubação com álcool 95%. Em seguida o tecido foi 

cortado em blocos de parafina. O tecido foi em seguida desparafinizado e hidratado 

com água, oxidado com ácido periódico 0.5% por 5 minutos, incubado com reagente 

de Schiff por 15 minutos e em seguido lavado por mais 5 minutos (Sutcliffe e Poole, 

1978; Liquori et al., 2009). Este protocolo foi realizado pelo prof. Dr. Bruno Cogliati. 

 

3.9. Coloração do fígado para quantificação de lipídios através do 
método de Oil Red O 

 Foi realizada a secção do tecido hepático (aproximadamente 50mg) 

imediatamente congelado em gelo seco, sendo em seguida cortado em criostato. O 

tecido foi lavado com isopropanol 60% e incubado por 15 min com a solução de 

trabalho de Oil Red O. Em seguida foi realizado nova lavagem com isopropanol 60% 

e marcação do núcleo com hematoxilina 5. Por fim seguiu-se com uma nova 

lavagem com água e analise dos resultados (Davison e Cohle, 1987). Este protocolo 

foi realizado pelo prof. Dr. Bruno Cogliati 
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3.10. Quantificação hepática de TG e Colesterol Total 

 O tecido foi homogeneizado com álcool isopropílico durante 2 minutos, 

seguidos de centrifugação a 1400rpm por 10 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi 

coletado e em seguida utilizado para a quantificação de TG e colesterol total por 

método enzimático colorimétrico. Para as análises foi utilizado kits da Bioclin. 

 

3.11. Extração de RNA total das células e ou tecidos 

3.11.1. Extração de RNA total 

O RNA total das células ou dos tecidos foi obtido utilizando-se TRIzol 

Reagente, uma solução monofásica de fenol e isotiocianato de guanidina, seguindo -

se o procedimento proposto pelo fabricante. Inicialmente foi adicionado 1mL de 

reagente de TRIzol a 1×107 células ou 50 mg de tecido. Os homogenatos foram 

incubados por 5 min a 15-30º C para permitir completa dissociação de complexos 

núcleo proteicos. 0,5 mL de clorofórmio foi adicionado sob agitação vigorosa por 15 

segundos, seguido de incubação a 15-30ºC por 2-3 min. A centrifugação a 12.000 

g, por 15 min e a 2-8ºC favorece a separação de três fases. A fase aquosa inferior 

contendo o RNA foi transferida para outro tubo e o RNA foi precipitado pela adição 

de 0,5mL de isopropanol. O material foi incubado por 10 min. a 15-30ºC e 

centrifugado a 12.000 xg por 10 min, a 2-8ºC. O sedimento foi lavado pela adição de 

etanol a 75%, seguido de centrifugação a 7.000xg, por 5 min, 2-8ºC. O precipitado 

foi seco ao ar e dissolvido em água DEPC. Após a extração do RNA, utilizamos 1ul 

de amostra para a quantificação do RNA total (Nanodrop, ThermoScientific). Após 

quantificação foi avaliado a integridade da amostra através do método de 

eletroforese em gel de agarose a 2%. 

3.11.2. Reação de RT (transcrição reversa) 

As amostras de RNA (2µg) obtidas dos animais ou células em cultura ou dos 

tecidos foram transcritas para cDNA em um termociclador (Veriti, Life Technologies) 

à 72 *C utilizando “random primers” (5 µM), trifosfato de desoxinucleotídeos (dNTP, 

2.5 mM) e a enzima transcriptase reversa (SuperScript II RNase H – reverse 

transcriptase). Anteriormente à RT, procedemos a inativação de eventuais moléculas 

de DNA presentes nas amostras, utilizando-se DNAse (5U/mg). 
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3.11.3. PCR quantitativo para análise da expressão gênica 

O cDNA foi utilizado para a análise da expressão dos genes descritos na 

Tabela 1.Os primers utilizados na reação de PCR foram desenhados (Tabela 1) e 

adquiridos da Sigma. A amostra de DNA complementar foi diluída 20 vezes para a 

reação de qPCR utilizando Eva Green ® e AriaMx 96 Real Time PCR System 

seguindo as indicações do fabricante. 

Para o cálculo dos resultados referente à expressão gênica, utilizou -se o 

método 2-∆∆CT, utilizando como normalizador a expressão do gene endógeno 18s 

(Livak e Schmittgen, 2001). 

 
 
Tabela 1: Sequência dos primers utilizados para quantificação da expressão gênica por RT-
qPCR 
 
Símbolo 

oficial  

Gene Sequência Foward Sequência Reverse 

Genes de Camundongo 

Prkacb Proteína quinase cAMP-ativada, 

subunidade catalítica beta 
GGAGATCATCCTCAGCAAGG GCAGAAGGTCTTGAGATCG 

Srebp1 Fator de transcrição 1 do elemento 
regulatório de esterol 

GGAGGCAGAGAGCAGAGATG CACAGGTTCCCCATAGACAAA 

Insr Receptor de Insulina GAATGTGACAGCCACAC CTGGGGAATCTTGATTGCAT 

Hmgcs1 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintase 1 CCTAAGAGACCCAGGGAAG CGGCAGACTCTTGTGAGGAT 

Lipe (HSL) Lipase hormônio sensível AGGATACCGTAGTTTGGTGC TCCAGAAGTGCACATCCAGGT 

Gsk3b Glicogênio sintase quinase 3 beta TTCCTTTGGAATCTGCCATC GGTGCCCTGTATACCGAGA 

PPARγ Peroxisome proliferator-activated 
receptor gama 

ACCCTTGCATCCTTCACAAG TCAGCTCTGTGGACCTCTCC 

Rn18s RNA ribossomal 18S CGCTCCACCAACTAAGAACG CTCAACACGGGAAACCTCAC 

Fbp Fructose 1,6-bisphosphatase GGCCAACTTCATTCGGTCTC GCTATCCCAAGGGAGAGTCC 

Ppard Peroxisome proliferator-activated 

receptor delta 

CGAGTTCTTGCGAAGTCTCC TGTCCTGGATGGCTTCTACC 

Pck1 
(Pepck) 

Fosfoenol piruvato carbox iquinase 1, 
citosólica 

TGTGGGCGATGACATTGC TGGCATTTGGATTTGTCTTCAC 

Fasn (Fas)  Ácido graxo sintase GAGGACACTCAAGTGGCTGA GTGAGGTTGCTGTCGTCTGT 

Ppara Receptor alfa ativado por proliferador de 
peroxissomo 

TGCTGCTGTTCCTGTTTTC TCTTGCAGCTTCGATCACAC 

Cpt1a Carnitina palmitoil transferase 1a, 
fígado 

CTTCCATGACTCGGCTCTTC AGCTTGAACCTCTGCTCTGC 

Foxo1 Forkhead box O1 CGCAGATTTACGAGTGGATGG CACTCTTGCCTCCCTCTGG 

Adipor2 Receptor de adiponectina 2 TATAAGCGGCTTCTCCAGGTC TGGAATGACAGGAGCTGAAGG 

Pgm Fosfoglicomutase GAGTGCAGTGTCCTTCACCA CAGTTCCACCTGCTCAGACA 
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Gck Glicoquinase AACAAGAATGGTGGGCAGTC TTTGCAAAGTTGGGTTCTCC 

G6pc 
(G6Pase) 

Glicose-6-fosfato, catalítica GATAAAGCAGTTCCCGGTCA GCAGACATTCAGTTGCACGA 

Glut1 translocador de glicose 1 GCTTCCTGCTCATCAATCGTAA CATCGGCTGTCCCTCGAA 

Fgf21 Fator de crescimento de fibroblasto 21 CTGCTGGGGGTCTACCAAG CTGCGCCTACCACTGTTCC 

Slc2a1 
(Glut-1) 

Carregador de soluto família 2 
(Transportador facilitado d e gl icose), 

membro 1 

TGATTCTGCTGCCCTTCTGT GGACATTGGACGCTCTCTCT 

Scd-1 Esteaoril desaturase 1 TTCTTGCGATACACTCTGGTGC CGGGATTGAATGTTCTTGTCGT 

Dgat1 diacilglicerol transferase AAAGCTGTGTCTGCAGGAA TGAAAGAAAGCTGACGCCCA 

Hmgcs1 
(HMGCoAs) 

Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase CTCCTCTCCACAAAGCTTGC CTGGTACTCCTTCCCATCCA 

Ucp-2 Uncopling protein 2 GGTCGGAGATACCAGAGCAC TGTCATGAGGTTGGCTTTCA 

Srbf2 Fator de transcrição 2 do elemento 
regulatório de esterol 

CTCCTCCTGTGGCTGGTAAA AGCTGCGAAATCACCTTTGG 

Cd36 
(Fat/CD36) 

Fatty acid transporter CD36 TGGAGCTGTTATTGGTGCAG TGGGTTTTGCACATCAAAGA 

Chrebp Carbohydrate-responsive element 
biding protein 

AGATGGAGAACCGACGTATCA ACTGAGCGTGCTGACAAGTC 

Genes Humanos 

FASN 
(FAS) 

Ácido graxo sintase TCGGAGAACTTGCAGGAGTT CGAAGAAGGAGGCATCAAAC 

PPARα Peroxisome proliferator-activated receptor 
alfa 

GTGTGGAAGCAGTTGGTGAA GGTAACCTGGTCTTGAGGA 

CPT1a Carnitina palmitoil transferase 1ª AACCCAGAGTACGTGTCCAG TTTCAGGTGCTTCCAAAGC 

PPARγ Peroxisome proliferator-activated receptor 
gama 

CTCCGTGGATCTCTCCGTAA GATGCAGGCCCACTTTGAT 

Nota: Em parêntesis símbolo mais conhecido  

 

3.12. Avaliação da expressão proteica pelo método de western blotting 

 Foi separado aproximadamente 50mg de tecido hepático previamente 

congelado a -80ºC, o mesmo foi embebido em tampão RIPA com adição de 

inibidores de proteases (1:1). Foi realizado processamento do tecido hepático com 

auxílio de homogeneizador ultrassônico em três pulsos de 10 segundos em baixas 

temperaturas (cerca de 8ºC). As amostras foram posteriormente centrifugadas e o 

sobrenadante retirado e posteriormente usado para a quantificação de proteínas 

segundo o método de Bradford (Bradford, 1976). As amostras foram misturadas em 

tampão Laemli com beta-mercaptoetanol a 5% carregadas em um gel de 

poliacrilamida de 5-15% dependendo do tamanho da proteína seguido pelo processo 

de eletroforese por aproximadamente 2h.   A seguir, as proteínas foram transferidas 

para uma membrana de nitrocelulose e coradas com vermelho de Ponceau para 

avaliar eficiência da transferência e como controle de carregamento. As membranas 
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foram bloqueadas em leite 5% e incubada com anticorpos primários para cada 

proteína (Tabela2). 

 
Tabela 2: Descrição dos anticorpos utilizados para a realização dos ensaios de expressão 
proteica. 
 

Anticorpo Diluição Catalogo Empresa 

IR 1:1000 sc-711 Santa Cruz Biotechonology 

AKT 1:1000 9272 Cellsignaling 

AMPK 1:1000 sc-74461 Santa Cruz Biotechonology 

p-AMPK 1:1000 sc-33524 Santa Cruz Biotechonology 

PPARα 1:1000 sc-398394 Santa Cruz Biotechonology 

PPARγ 1:1000 Sc-7273 Santa Cruz Biotechonology 

ACC 1:1000 sc-271965 Santa Cruz Biotechonology 

p-ACC 1:1000 sc-137104 Santa Cruz Biotechonology 

SREBP-1c 1:1000 sc-365513 Santa Cruz Biotechonology 

SREBP-2 1:1000 sc-271615 Santa Cruz Biotechonology 

FAS 1:1000 sc-55580 Santa Cruz Biotechonology 

 

 Após incubação com o anticorpo secundário (coelho, diluição 1:10.000) 

marcado com peroxidase, as membranas foram reveladas com o kit ECL e o sinal 

quimioluminescente capturado em fotodocumentador AmershamImager 680 (GE 

Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Swenden). Posteriormente utilizamos o 

software UN SCAN IT gel 6.1 para quantificação da intensidade das bandas e 

normalizamos os resultados com a membrana corada com Ponceau.  

3.13. Indução de esteatose in vitro 

Com o intuito de elucidar o mecanismo pelo qual as catequinas do GT atuam 

sobre a esteatose hepática, nós transpusemos a condição de obesidade in vivo para 

uma condição in vitro. Para isto utilizamos hepatócitos da linhagem HepG2, 

gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Bruno Cogliati,que foram utilizadas para avaliação 

in vitro dos efeitos das catequinas. A esteatose in vitro foi induzida pela adição de 

ácido oléico na concentração final de 1,6mM e glicose 8mM por 24h (Ding, J. et al., 

2015). 
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3.14. Tratamentos in vitro 

Para os tratamentos in vitro, as células HepG2 foram tratadas com o mix de 

catequinas preparado com as principais catequinas encontrada no GT (Chen et al., 

2008). Para a preparação da mistura com as quatro principais catequinas do GT 

utilizamos a epigalocatequina-galato (EGCG) (100nM), epigalocatequina (EGC) 

(50nM), epicatequinagalato (ECG) (30nM) e epicatequina (EC) (20nM) 

(SigmaAldrich) totalizando 200nM. A mistura de catequinas foi adicionada 

juntamente com o ácido oléico (1,6mM) e glicose (8mM) a fim de observar se o 

tratamento seria capaz de prevenir a indução de esteatose. 

 Para avaliar a participação de PPAR no efeito das catequinas, as células 

foram pré-tratadas com antagonista de PPARγ (GW9662) – 5µM ou PPARα 

(GW6471) 5µM por 4 horas e a seguir tratadas com as catequinas do GT. 

Avaliamos os possíveis efeitos preventivo, agudo e/ou terapêutico do 

tratamento da adiponectina e do mix de catequinas na regulação das vias 

metabólicas hepáticas após indução de esteatose. O design experimental (Figura 9) 

foi realizado com a cultura de células HepG2 expostas ao meio DMEM na presença 

ou não de ácidos graxos e glicose (grupo controle e esteatose, respectivamente). 

Em seguida as células tratadas com o mix de catequinas ou com o sobrenadante 

proveniente das células adiposas 3T3F442A, previamente tratadas com o mix de 

catequinas (Adipoq). Para testar se o efeito das catequinas é via AdipoR2, 

adicionalmente dois grupos foram feitos em que as células receberam pré-incubação 

durante 4 h com o anticorpo para AdipoR2 (Ant. AdipoR2). O período de cultura das 

células foi de 48 h realizado a 37ºC com 5% de CO2. 

 

Figura 9: Design experimental do ensaio in vitro com o meio enriquecido com adiponectina. 
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3.15. Coloração Oil Red O e mensuração do conteúdo de triglicérides 

Para a realização da coloração com Oil Red O, inicialmente foi preparado 

uma solução estoque (0,2g de Oil Red em 40mL de isopropanol). A partir desta 

solução foi preparada uma solução de trabalho diluindo-se, com água destilada, a 

solução estoque em uma proporção de 2:3; esta solução de trabalho foi preparada 

imediatamente anterior ao uso e a sobra descartada. Após as células alcançarem 

100% de confluência, o sobrenadante foi removido e as células foram lavadas com 

tampão fosfato (PBS) e em seguida fixadas com uma solução de formaldeído a 4% 

por 15 min à temperatura ambiente. Em seguida a formalina foi removida e a 

solução de trabalho foi adicionada às células por 30 min à temperatura ambiente. 

Por fim as células foram lavadas com água destilada por 5 vezes (Kraus et al., 

2016). 

Para a determinação do conteúdo de triglicérides e colesterol, os hepatócitos 

foram lavados uma vez com PBS, lisados com tampão de lise NP40 (10% de NP40 

diluído em água deionizada), centrifugados e o sobrenadante foi congelado. Para a 

reação foi adicionado 200 μL do TG reagente (Bioclin, Minas Gerais, Brasil) a 2μL de 

sobrenadante. A absorbância a 505 nm foi medida após 30 min de incubação a 

37ºC. Os níveis de TG foram normalizados pela concentração de proteína da 

amostra, de acordo com Bradford (Bradford, 1976). 
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3.16. Transativação do PPAR pelas catequinas do GT 

 O ensaio de transativação celular foi realizado de acordo com o protocolo 

descrito em (Ribeiro Filho et al., 2018; Silva et al., 2020). Este protocolo foi realizado 

pela profa Dra. Ana Carolina Migliorini. 

 Resumidamente, as células 293T (ATCC® CRL-3216 ™) foram cultivadas em 

placas de 24 poços (densidade de 1,0 x 105 células / poço) e transfectadas 

transitoriamente com Lipofectamine® 2000 (Invitrogen) e 0,4 µg dos seguintes 

plasmídeos: pRL- TK, um controle de transfecção; pGRE-LUC, que contém elemento 

responsivo à proteína GAL4, seguido pelo gene repórter da luciferase; pBIND-

PPARβ, pBIND-PPARγ ou pBIND-PPARa, proteínas quiméricas compostas por 

GAL4-DBD e PPAR-LBD, sob controle do promotor de citomegalovírus (CMV), na 

proporção de 1,5 µg de DNA: 2 µL de lipofectamina. 

 O plasmídeo pcDNA vazio foi usado em vez de pBIND-PPARβ, γ e α como 

controle negativo. Quatro horas após a transfecção, 1 µM de GW0742, 

Rosiglitazona, Bezafibrato ou 1% de DMSO foi adicionado a cada poço. Foi 

adicionado em seguida as catequinas EGCG nas concentrações 0,37 - 0,75 - 1,5 – 3 

– 6 – 12 – 24 - 48μM, EGC  0,25 – 0,5 – 1 – 2 – 4 – 8 – 16 - 32Μm,  ECG  0,05 – 0,1 

– 0,19 – 0,38 – 0,77 – 1,53 – 3,07 – 6,13μM, EC nas concentrações 0,25 – 0,5 – 

1,06 – 2,12 – 4,25 – 8,5 – 17 - 34Μm e Mix 11,1 – 22,3 – 44,5 – 89 – 178 – 355 – 

710 - 1420μM. Após 24 horas de tratamento, a expressão do gene repórter foi 

medida com o Sistema de Ensaio Dual-Luciferase® Reporter (DLR ™) (Promega), 

de acordo com as instruções do fabricante em um Sistema de Detecção GloMax-

Multi + (Promega) 

3.17. Análise Estatística 

 Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM) e 

analisados estatisticamente pelo teste de ANOVA One-way com Tukey como pós-

teste ou através de Teste T não-pareado. Os testes de Shapiro-Wilk e Levene foram 

utilizados para verificar a normalidade e variância dos dados, respectivamente. As 

análises estatísticas foram realizadas utilizando-se o software GraphPad Prism 

versão 5.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). 
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4.0. RESULTADOS 

 

4.1. A falta de adiponectina prejudica o efeito antiobesidade do GT 

pela inibição da indução do gasto energético 

 Avaliamos o efeito do GT sobre o ganho de peso corporal e dos depósitos 

adiposos, assim como no índice de adiposidade. O tratamento com GT na condição 

Wild-Type reduziu o ganho de peso, o que não foi observado na condição AdipoKO 

(Tabela 3). O efeito sobre os depósitos adiposos foi ao encontro do observado no 

ganho peso dos animais. O tratamento com GT na condição Wild-Type preveniu o 

aumento do peso dos depósitos adiposos epididimal, subcutâneo e marrom, o que 

não foi observado na condição AdipoKO (Tabela 3). Em adição, o índice de 

adiposidade também foi reduzido pelo GT na condição Wild-Type, porém não na 

condição AdipoKO (Tabela 3). 

 Avaliamos as transaminases hepáticas, assim como o peso do fígado como 

forma de caracterização inicial da função hepática. Nós observamos que o 

tratamento com o GT na condição Wild-Type não alterou a quantidade plasmática de 

ALT, e reduziu a quantidade de AST. Já na condição AdipoKO houve um aumento 

na quantidade de ambas as enzimas ALT e AST no grupo tratado como GT 

indicando que a obesidade na ausência da adiponectina pode ser desencadear uma 

hepatotoxicidade, e o GT não é capaz de reverter tal processo (Tabela 3). Nós 

avaliamos também o peso do fígado e não observamos qualquer alteração nos 

grupos experimentais em ambos os genótipos (Tabela 3). 
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Tabela 3 - Caracterização do modelo experimental em camundongos Wild-Type (WT) e nocautes para adiponectina (AdipoKO) induzidos a obesidade com dieta high fat 
HFD e tratados com chá verde (GT). 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
Nota: Os resultados representam um n = 5-6 animais/grupo, sendo (a) diferente do grupo SD Wild-Type, (b) diferente do respectivo grupo HFD Wild-Type, (c) diferente do 
grupo HFD + GT Wild-Type. Realizado analise de One-way Anova com pós-teste de Tukey. 

 

 

 

   Wild-Type AdipoKO 

 
SD HFD HFD+GT SD HFD  HFD+GT 

Weight gain (g)  4,12 ± 0,73  12,72 ± 1,31 (a)  5,31 ± 0,42 (b)  5,18 ± 0,45  12,65 ± 1,7 (a)  9,10 ± 1,30 (c)  

eWAT (g)  0,21 ± 0,02  1,80 ± 0,12 (a)  0,63 ± 0,05 (b)  0,38 ± 0,03  1,51 ± 0,19 (a)  1,42 ± 0,19 (c)  

scWAT (g)  0,20 ± 0,01  1,22 ± 0,15 (a)  0,38 ± 0,02 (b)  0,29 ± 0,03  1,32 ± 0,24 (a)  0,93 ± 0,13 (c)  

BAT (g)  0,06 ± 0,01  0,13 ± 0,01 (a)  0,07 ± 0,01 (b)  0,06 ± 0,01  0,12 ± 0,02 (a)  0,13 ± 0,01 (c)  

Adiposity Index (g)  0,56 ± 0,09 3,15 ± 0,97 (a)  1,07 ± 0,22 (b)  0,73 ± 0,17  2,65 ± 0,93 (a)  2,47 ± 0,56 (c)  

AST  38,87 ± 7,54  83,52 ± 7,57  33,17 ± 6,25  28,47 ± 3,90  129,59 ± 16,60 (a)  226,16 ± 23,96 (c)  

ALT  53,85 ± 10,55  117,88 ± 24,72  160,16 ± 27,99  125,65 ± 21,55  214,44 ± 25,29 (a)  488,29 ± 42,77 (c)  

Liver weight (g)  1,29 ± 0,03  1,22 ± 0,06  1,00 ± 0,06  0,98 ± 0,04  1,38 ± 0,17  1,22 ± 0,12  
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 O gasto energético foi avaliado pelo teste de calorimetria indireta (Figura 10). Podemos 

observar que na condição Wild-Type, o tratamento com GT apresentou um aumento significativo 

no gasto energético após as 19h, cerca de 1h após a gavagem com GT (Figura 10A). Na 

condição AdipoKO não foi observado alteração após o tratamento com GT (Figura 10B e C). 

 Através do mesmo método avaliamos o consumo de oxigênio e o coeficiente respiratório 

(RER) (Figura 11). O consumo de oxigênio foi aumentado pelo tratamento com GT na condição 

Wild-Type (Figura 11A e C). O mesmo perfil não pode ser observado na condição AdipoKO 

(Figura11B e C). Em relação ao RER podemos observar que em ambas as condições, o grupo 

SD, tende a ficar mais próximo de 1,0, já os animais alimentados com HFD tanto na condição 

Wild-Type (Figura 11D) como AdipoKO ficam, de forma significativa, mais próximos de 0.7 

(Figura 11D). Estes dados indicam a preferência na degradação de lipídios para síntese de 

energia nos animais que receberam a HFD independentemente da adiponectina e do GT. 

 Diante destes resultados podemos afirmar que a presença de adiponectina é necessária 

para que o GT atue prevenindo o ganho de peso corporal dos animais. A prevenção do ganho de 

peso ocorre, provavelmente, devido ao aumento agudo observado nas 5 horas após a 

administração de GT na condição Wild-Type, o mesmo não sendo observado nos animais 

AdipoKO. 
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Figura 10: Avaliação do efeito do tratamento crônico com o GT no gasto energético de camundongos wild -type (WT) e nocautes para adiponectina (AdipoKO) induzidos a 
obesidade com dieta high fat (HFD) e tratados com chá verde (GT). 
 

 
 

(A) Média do gasto energético no ciclo claro (7h - 18h) e ciclo escuro (19h - 06h) em camundongos Wild-Type, (B) média do gasto energético no ciclo claro (7h - 18h) e 

ciclo escuro (19h - 06h) em camundongos AdipoKO, (C) AUC do gasto energético em animais Wild-Type e AdipoKO em 24h (D) AUC do gasto energético no 
período das 19-00hrs em animais Wild-Type e AdipoKO. As barras brancas horizontais representam o período claro e as barras pretas horizontais o período 
escuro.Os resultados representam um n = 5 animais/grupo, sendo (a) diferente do grupo SD Wild-Type. Realizado analise de One-way Anova com pós-teste de 

Tukey. 
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Figura 11: Avaliação do efeito do tratamento crônico com o GT no consumo de oxigênio e no coef iciente respiratório (RER) de camundongos wild-type (WT) e nocautes para 
adiponectina (AdipoKO) induzidos a obesidade com HFD e tratados com chá verde (GT). 

 

 
 

(A) Média do consumo de oxigênio no ciclo claro (7h - 18h) e ciclo escuro (19h - 06h) em camundongos na condição Wild-Type, (B) média do consumo de oxigênio no ciclo 

claro (7h - 18h) e ciclo escuro (19h – 06h) em camundongos na condição AdipoKO, (C) AUC do consumo de oxigênio em 24h em camundongos na condição Wild-Type e 
AdipoKO e (D) média do coef iciente respiratório (RER)  de 24h em camundongos nas condições Wild-Type e AdipoKO. Os resultados representam um n = 4animais/grupo, 
sendo (a) diferente do grupo SD Wild-Type. Realizado analise de One-way Anova com pós-teste de Tukey. 



66 | P á g i n a  
 

4.2. O GT melhora a sensibilidade à insulina e a ausência de 

adiponectina atenua esse efeito resultando em hiperinsulinemia 

 Nós avaliamos o efeito do GT através de indicadores de resistência à insulina 

sistêmica e da expressão de marcadores hepáticos envolvidos na sinalização da 

insulina (expressão gênica e proteica) (Figuras 12 e 13). 

 Podemos observar que o tratamento com GT melhorou a sensibilidade à 

insulina em ambas as condições (Wild-Type e AdipoKO), no entanto, os animais 

AdipoKO apresentaram significativamente menor sensibilidade comparado aos 

animais selvagens (Figura 12A). Na condição AdipoKO houve um aumento no 

índice HOMA comparado ao grupo Wild-Type (Figura 12B). O kITT, calculado a partir 

da curva do ITT (Figura 12C), foi aumentado pelo tratamento com GT na condição 

Wild-Type, efeito que não foi observado na condição AdipoKO (Figura 12C), 

mostrando assim que a melhora da sensibilidade à insulina induzida por GT 

depende de adiponectina. Corroborando com esses dados, a hiperinsulinemia nos 

animais obesos Wild-Type foi revertida pelo tratamento com GT, enquanto que nos 

animais AdipoKO houve um aumento significativo dos níveis séricos deste hormônio, 

mesmo após tratamento com GT (Figura 12D). 

 Avaliamos também a expressão gênica do Insr no fígado, que foi reduzida 

pelo tratamento com GT na condição Wild-Type e AdipoKO, no entanto a expressão 

foi significativamente maior na condição AdipoKO comparado com a condição Wild-

Type (Figura 13A). A expressão proteica de IR mostrou-se aumentada pelo 

tratamento com GT na condição Wild-Type, enquanto que foi reduzida 

significativamente pelo tratamento com o GT na condição AdipoKO (Figura 13B). 

Avaliamos a expressão de AKT e não observamos diferenças significativas entre os 

grupos experimentais (Figura 13C). Com base nos resultados podemos sugerir que 

a ausência de adiponectina interfere diretamente na sensibilidade sistêmica à 

insulina e que o GT atua via adiponectina para melhorar a sensibilidade a insulina. 
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Figura 12: Avaliação da resistência à insulina em camundongos Wild-Type (WT) e nocautes para adiponectina (AdipoKO) induzidos a obesidade com dieta high fat (HFD) e 
tratados com chá verde (GT). 

 

 (A) Sensibilidade à insulina avaliada pelo teste de tolerância a insulina (ITT), (B) Índice HOMA, (C) taxa de decaimento da glicose e (D) níveis plasmáticos de insulina.  Os 
resultados representam um n = 6 animais/grupo, sendo (a) diferente do grupo SD Wild-Type, (b) diferente do respectivo grupo HFD Wild-Type e (c) diferente do grupo HFD + 

GT Wild-Type. Realizado analise de Oneway Anova com pós-teste de Tukey. 
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Figura 13: Avaliação da expressão proteica de marcadores da sinalização de insulina no f ígado de camundongos Wild-Type (WT) e nocautes para adiponectina (AdipoKO) 
induzidos a obesidade com dieta high fat (HFD) e tratados com chá verde (GT). 

 
 (A) Expressão proteica do Ir e (B) Akt. Os resultados representam um n = 4 animais/grupo, sendo (a) diferente do grupo SD Wild-Type, (b) diferente do respectivo grupo 
HFD Wild-Type ou HFD AdipoKO e (c) diferente do grupo HFD + GT Wild-Type. Realizado analise de Oneway Anova com pós-teste de Tukey. 
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4.3. A falta de adiponectina reduz a capacidade do GT de induzir a expressão de 

marcadores de “output” de lipídios hepáticos 

 Nós avaliamos a expressão de marcadores de lipólise (Figura 14) e beta-oxidação (Figura 

15) hepática. Nós observamos que a expressão de Hsl, foi reduzido pelo tratamento com GT na 

condição Wild-Type (Figura 14A). Adicionalmente a expressão de Hsl (Figura 14A) e Mgl 

(Figura 14B) foi reduzida pelo tratamento com GT na condição AdipoKO comparado com o 

mesmo grupo na condição Wild-Type.  

 Avaliamos a concentração plasmática de adiponectina e observamos que o tratamento 

com GT aumentou a concentração plasmática desta adipocina na condição Wild-Type comparado 

com o grupo obeso, sendo que os níveis plasmáticos na condição AdipoKO não foram 

detectáveis, como esperado (Figura 15A). Enquanto a expressão de Adipor2 (Figura 15B), Fgf-

21 (Figura 15C), Cpt-1 (Figura 15D) e Pparα (Figura 15E) foi aumentada pelo tratamento com o 

GT na condição Wild-Type quando comparado ao grupo obeso, o tratamento com GT na 

condição AdipoKO reduziu significativamente a expressão de todos estes marcadores comparado 

à condição Wild-Type. 

 Avaliamos também a razão entre a expressão proteica de AMPK fosforilada e total (Figura 

15F) e observamos que houve redução significativa entre os animais tratados com GT na 

condição AdipoKO comparado à condição Wild-Type. Por outro lado, a expressão proteica de 

Pparα foi aumentada pelo tratamento com GT na condição Wild-Type e reduzida na condição 

AdipoKO (Figura 15G). Com base nestes resultados podemos sugerir que a falta de adiponectina 

faz com que o tratamento com GT perca sua capacidade de induzir vias de degradação (lipólise e 

beta oxidação) hepáticas. 
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Figura 14: Avaliação da expressão de marcadores da lipólise hepática em camundongos Wild-Type (WT) e nocautes para adiponectina (AdipoKO) induzidos a obesidade 
com dieta high fat (HFD) e tratados com chá verde (GT). 

 
Avaliação da expressão gênica de (A) Hsl e (B) Mgl. Os resultados representam um n = 6 animais/grupo, sendo (a) diferente do grupo SD Wild-Type, (b) diferente do 

respectivo grupo HFD Wild-type ou HFD AdipoKO e (c) diferente do grupo HFD + GT Wild-Type. Realizado análise de One-way Anova com pós-teste de Tukey. 
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Figura 15: Avaliação dos níveis séricos de adiponectina e expressão e de marcadores da degradação de AGL no f ígado de camundongos Wild-Type (WT) e nocautes para 
adiponectina (AdipoKO) induzidos a obesidade com dieta high fat (HFD) e tratados com chá verde (GT). 

 

 (A) Avaliação dos níveis séricos de adiponectina, (B) expressão gênica de Adipor2, (C) Fgf-21, (D) Cpt-1, (E) Pparα, e (F) relação da expressão proteica do pAmpk e Ampke 
(G) Pparα. Os resultados representam um n = 6 animais/grupo, sendo (a) diferente do grupo SD Wild Type, (b) diferente do respectivo grupo HFD Wild-Type ou HFD 
AdipoKO e (c) diferente do grupo HFD + GT Wild Type. Realizado analise de Oneway Anova com pós-teste de Tukey.NQ= não quantif icável 
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4.4. Efeito do GT sobre a esteatose hepática é perdido com a falta 

de adiponectina 

 Realizamos a avaliação histológica do tecido hepático e a quantificação do 

conteúdo lipídico neste tecido (Figura 16). Através do método de coloração com 

hematoxilina e eosina (Figura 16A, superior), observamos na condição Wild-Type 

que o tratamento com GT consegue prevenir a esteatose hepática induzida pela 

HFD. No entanto, na condição AdipoKO o tratamento com GT perde tal efeito 

(Figura 16A, inferior). 

 Utilizamos também o método de coloração Oil Red O (Figura 16B) e 

observamos o mesmo padrão de resultado da coloração HE. Nós observamos que o 

tratamento com GT reduziu o acúmulo de gordura hepática na condição Wild-Type, 

porém em menor extensão na condição AdipoKO (Figura 16B, inferior). 

 Apartir das análises histológicas realizamos o escore de esteatose e também 

dosamos a quantidade de lipídios intra- e extra-hepático (Figura 17). Nós 

observamos que o tratamento com GT na condição Wild-Type reduziu o escore de 

esteatose, efeito que não foi observado na condição AdipoKO (Figura 17A). 

Quantificamos os níveis de colesterol total e TG no plasma e fígado dos animais e 

observamos que o tratamento com o GT reduziu a quantidade hepática (Figura 17B) 

e plasmática (Figura 17C) de colesterol na condição Wild-Type, porém houve um 

aumento na mesma condição de animais AdipoKO. Avaliamos também os níveis de 

TG hepático (Figura 17D) e plasmático (Figura 17E) e observamos o mesmo 

padrão, ou seja,o tratamento com o GT reduziu os níveis de TG na condição Wild-

Type, porém não houve redução na condição AdipoKO. 
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Figura 16: Avaliação histológica do f ígado de camundongos Wild-Type (WT) e nocautes para adiponectina (AdipoKO) induzidos a obesidade com dieta high fat (HFD) e 
tratados com chá verde (GT). 

 

(A) avaliação através da coloração de hematoxilina e eosina e (B) oil-red O. Os resultados representam a análise histológica de  um n = 3 animais/grupo. 
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Figura 17: Avaliação da esteatose e dos níveis lipídicos no f ígado e no plasma de camundongos Wild-Type (WT) e nocautes para adiponectina (ADIPOKO) induzidos a 
obesidade com dieta high fat (HFD) e tratados com chá verde (GT). 

 

 

(A) Escore de esteatose de acordo com a análise histológica (grau 0 – acometimento inferior a 5% dos hepatócitos, grau 1 – acometimento de até 33% dos hepatócitos, grau 
2- acometimento de 33-66% dos hepatócitos e grau 3- acometimento superior a 66% dos hepatócitos avaliados), (B) níveis de colesterol hepático e (C) plasmático, (D) níveis  
de TG hepático e (E) plasmático. Os resultados representam um n = 5 animais/grupo, sendo (a) diferente do grupo SD Wild-Type, (b) diferente do respectivo grupo HFD 

Wild-Type ou HFD AdipoKO e (c) diferente do grupo HFD + GT Wild-Type. Realizado analise de One-way Anova com pós-teste de Tukey. 
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4.5. A falta de adiponectina aumenta a expressão de genes 

envolvidos na síntese de TG e reduz a expressão gênica e 

proteica de marcadores de síntese de colesterol. 

 Nós avaliamos a expressão gênica e protéica (Figuras18 e 19) de 

marcadores das vias de síntese de lipídios no fígado. Nós podemos observar que a 

expressão gênica de marcadores da síntese de TG, como a Scd-1 (Figura 18C) e 

Dgat (Figura 18D) foram diminuídos pelo tratamento com GT na condição Wild-

Type, enquanto que,Srebp-1c (Figura 18A), Fas (Figura 18B), Scd-1 (Figura 18C) e 

Dgat (Figura 18D) foram aumentados pelo tratamento com GT na condição 

AdipoKO comparado ao mesmo grupo na condição Wild-Type. 

 Em relação a expressão protéica observamos que o tratamento com GT 

aumentou a expressão de Srebp-1c (Figura 18E), e Pparγ (Figura 18G) na 

condição Wild-Type, comparado com o grupo obeso, enquanto houve uma redução 

significativa na condição AdipoKO comparado ao mesmo grupo na condição Wild-

Type. Observamos também que a relação da expressão entre a Acc fosforilada e 

total (Figura 18H) não apresentou diferença significativa entre grupos. No entanto a 

expressão proteica de Fas, esteve reduzida, pelo tratamento com GT na condição 

AdipoKO comparada ao seu mesmo grupo na condição Wild-Type (Figura 18F). 

 Por outro lado, a expressão de genes envolvidos com a síntese de colesterol, 

sendo eles Srebp2 (Figura 19A) e Hmg coa sintase (Figura 19C) foram aumentados 

pelo tratamento com GT na condição Wild-Type comparado ao grupo obeso e 

reduzidos na condição AdipoKO comparado ao mesmo grupo na condição Wild-

Type. A expressão proteica de Srebp-2 (Figura 19B) aumentou significativamente 

na condição Wild-Type pelo tratamento com GT comparado ao grupo obeso, 

enquanto reduziu significativamente na condição AdipoKO tratada com GT 

comparado ao mesmo grupo na condição Wild-Type.  

 Com base nestes resultados podemos sugerir que o efeito do tratamento com 

GT, na condição AdipoKO, aumenta a expressão gênica de marcadores da síntese 

de TG, o que não é refletido na expressão proteica. No entanto, a expressão gênica 

e proteica de marcadores da síntese de colesterol mostra-se diminuída pelo 

tratamento com GT na condição AdipoKO. 
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Figura 18: Avaliação de marcadores da lipogênese hepática em camundongos Wild Type (WT) e nocautes para adiponectina (ADIPOKO) induzidos a obesidade com dieta 
high fat (HFD) e tratados com chá verde (GT) 

 

Avaliação da expressão gênica de (A) Srebp 1-c, (B) Fas, (C) Scd, (D) Dgat e expressão proteica de (E) Srebp-1c, (F) Fas(G) Pparγ, (H) relação p-Acc/Acc. Os resultados 

representam um n = 6 animais/grupo, sendo (a) diferente do grupo SD Wild-Type, (b) diferente do respectivo grupo HFD Wild-Type ou HFD AdipoKO e (c) diferente do grupo  
HFD + GT Wild-Type. Realizado analise de One-way Anova com pós-teste de Tukey. 
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Figura 19: Avaliação da expressão gênica e proteica de marcadores da síntese de colesterol hepática de camundongos Wild-Type (WT) e nocautes para adiponectina 
(AdipoKO) induzidos a obesidade com dieta high fat (HFD) e tratados com chá verde (GT) 

 

 

(A) Expressão gênica de Srebp2, (B) expressão proteica do Srebp 2 e (C) expressão gênica de Hmg coa Sintase. Os resultados representam um n = 4 animais/grupo, sendo  

(a) diferente do grupo SD Wild-Type, (b) diferente do respectivo grupo HFD Wild-Type ou HFD AdipoKO e (c) diferente do grupo HFD + GT Wild-type. Realizado analise de 
One-way Anova com pós-teste de Tukey. 
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4.6. A falta de adiponectina não interfere na capacidade do GT  de 

melhorar a tolerância à glicose, porém reduz o conteúdo de 

glicogênio hepático 

 Nós avaliamos o metabolismo da glicose hepática por meio da tolerância 

sistêmica da glicose (Figura 20) e do metabolismo de glicogênio no fígado (Figura 

21). 

 Em relação à tolerância a glicose podemos observar que o tratamento com 

GT melhora a tolerância à glicose tanto na condição Wild-Type quanto na condição 

AdipoKO comparado com seus respectivos grupos HFD (Figura 20A). 

Adicionalmente, os níveis de glicose de jejum mostraram-se menores pelo 

tratamento com o GT em ambas as condições (Figura 20B). 

 Nós avaliamos a expressão gênica de alguns marcadores da produção 

hepática de glicose e observamos que apesar do tratamento com GT na condição 

Wild-Type não ter apresentado efeitos significativos em relação ao grupo HFD, o 

tratamento com GT na condição AdipoKO reduziu a expressão de Foxo 1 (Figura 

20C), Ppar delta (Figura 20D), Fbpase (Figura 20E) e Pepck comparado ao mesmo 

grupo na condição Wild-Type (Figura 20F). 

 Avaliamos também a produção de glicogênio hepático (Figura 21). A 

avaliação histológica, realizada através da coloração de PAS, mostra claramente 

que a deposição de glicogênio aumenta com o tratamento com GT na condição 

Wild-Type comparado ao grupo HFD (Figura 21A e B), evento que não se repete na 

condição AdipoKO. 

 A expressão de Glut-1 (Figura 21C), Fosfoglicomutase (Figura 21D) e 

Glicoquinase (Figura 21E), apresentaram-se diminuídos pelo tratamento com GT na 

condição AdipoKO comparado ao mesmo grupo na condição Wild-Type. Por outro 

lado, a expressão de Gsk-3 foi reduzida pelo tratamento com GT na condição Wild-

Type enquanto houve um aumento nos animais tratados com GT condição AdipoKO 

comparado ao mesmo grupo na condição Wild-type (Figura 21F). 

 Com base nestes resultados podemos sugerir que o GT melhora a tolerância 

à glicose, provavelmente por reduzir a produção de glicose mesmo na ausência de 

adiponectina, enquanto que os níveis de glicogênio hepático, assim como os 

marcadores de síntese apresentam-se diminuídos nos animais AdipoKO. 
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Figura 20: Avaliação da tolerância à glicose e de marcadores da síntese glicose hepático em camundongos Wild-Type (WT) e nocautes para adiponectina (AdipoKO) 
induzidos a obesidade com dieta high fat (HFD) e tratados com GT. 

.  

 (A) Teste de Tolerância à glicose, (B) glicemia de jejum, (C) Avaliação da expressão gênica de Foxo-1, (D) Ppard, (E) Fbpase e (F) Pepck. Os resultados representam um n 
= 6 animais/grupo, sendo (a) diferente do grupo SD Wild-Type, (b) diferente do respectivo grupo HFD Wild-Type ou HFD AdipoKO e (c) diferente do grupo HFD + GT Wild-
Type. Realizado analise de One-way Anova com pós-teste de Tukey. 
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Figura 21: Avaliação de marcadores da síntese e do conteúdo de glicogênio hepático em camundongos Wild-Type (WT) e nocautes para adiponectina (AdipoKO) induzidos 

a obesidade com dieta high fat (HFD) e tratados com chá verde (GT). 

 

(A) Avaliação dos níveis hepáticos de glicogênio através da coloração de PAS, (B) escore de PAS de acordo com histologia, (D) expressão gênica de Glut-1, (E) 
Fosfoglicomutase, (F) Glicoquinase e (G) Gsk-3. Os resultados representam um n = 6 animais/grupo, sendo (a) diferente do grupo SD Wild-Type, (b) diferente do respect ivo  
grupo HFD Wild-Type ou HFD AdipoKO e (c) diferente do grupo HFD + GT Wild-Type. Realizado analise de One-way Anova com pós-teste de Tukey. 
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4.7. As catequinas do GT reduzem o acúmulo de TG em células 

HepG2 de forma independente do receptor de adiponectina 

ADIPOR2 

 Com o objetivo de avaliarmos o mecanismo pelo qual as catequinas agem 

nos hepatócitos, iniciamos análises in vitro bloqueando o receptor de adiponectina 

AdipoR2. Nos questionamos se os efeitos das catequinas poderiam estar 

relacionados com a ativação de AdipoR2. Para tanto células HepG2 foram 

incubadas com o anticorpo de AdipoR2 e após 4 h , o anticorpo foi retirado e então 

iniciamos a indução da esteatose (ácido oléico e glicose) por 24 h na presença das 

catequinas do GT e/ou do meio enriquecido de adipócitos, previamente adquiridos 

conforme descrito na metodologia.Nós podemos observar que o tratamento das 

células com uma mistura de catequinas, assim como com um meio condicionado 

(CM), proveniente de adipócitos maduros diferenciados e tratados com catequinas, 

reduziu o acúmulo lipídico evidenciado pelo método de Oil-Red O (Figura 22A). 

Podemos observar também que quando pré-incubamos as células com o anticorpo 

de AdipoR2, com o intuito de avaliarmos a participação deste receptor nos efeitos 

das catequinas, foi evidenciado que o efeito inibitório das catequinas se manteve, 

enquanto que o efeito observado pelo meio condicionado foi inibido (Figura 22A), o 

que nos sugere que o CM possui adiponectina e que esta atua pela ativação de 

AdipoR2, por outro lado as catequinas parecem estar atuando por outro mecanismo.  

 Analisamos também sob as mesmas condições o conteúdo de TG e colesterol 

total in vitro.Nós observamos que o tratamento com as catequinas e com o CM de 

adipócitos reduziu os níveis de TG nas células HepG2 (Figura 22B). O efeito do CM 

foi bloqueado pelo pré-tratamento com o anticorpo do AdipoR2, enquanto que o 

efeito das catequinas se manteve mesmo com o bloqueio do AdipoR2 (Figura 22B). 

Avaliamos também a quantidade de colesterol total, porém esta não apresentou 

diferenças significativas entre os grupos (Figura 22C). 

 Com base nestes resultados podemos afirmar que os efeitos das catequinas 

do GT observados até aqui não envolvem a sua interação com o receptor ADIPOR2, 

podendo apresentar outro alvo celular como o PPAR-α. 
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Figura 22: Avaliação do efeito das catequinas do GT no acúmulo lipídico de células HEPG2 tratadas com ácido oleico, glicose e anticorpo (Ant.) do receptor de adiponectina 
ADIPOR2 

.  

Grupos experimentais: Controle, esteatose, esteatose+catequinas, esteatose + meio condicionado (CM) de adipócitos, esteatose + catequinas + anti-AdipoR2  e esteatose + 
CM  + anti-AdipoR2. (A) Análise histológica do acúmulo de lipídios com o método de Oil Red O, (B) OD referente à histologia, (C) quantif icação de triglicerídeos e (D) 

colesterol. Os resultados representam um “n” = 3 experimentos, em duplicata, sendo (a) diferente do grupo controle, (b) diferente do grupo esteatose e (c) mix de catequinas  
+ esteatose. Realizado analise de One-way ANOVA com pós-teste de Tukey.  
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4.8. O tratamento in vitro com as catequinas do GT reduziu o 

acúmulo de TG nas células HepG2 por reduzir a expressão de 

genes lipogênicos e aumentar a expressão de genes de 

oxidação de forma dependente de PPARα 

 A ativação da via de sinalização do AdipoR2 induz PPARα, que 

consequentemente aumenta vias de oxidação de lipídios (Chen et al., 2017). Para 

avaliarmos essa via nos hepatócitos, tratamos as células HepG2 induzidas à 

esteatose com agonista e antagonista de PPARγ e de PPARα. Nós observamos que 

a esteatose em células HepG2 foi capaz de aumentar a deposição de TG e de 

colesterol total (Figura 23A e B). Em relação à quantificação de TG celular 

observamos que o tratamento com fenofibrato, um agonista de PPAR, e catequinas 

foi capaz de reduzir significativamente a deposição deste lipídio comparado ao grupo 

esteatose (Figura 23A). No entanto quando pré-incubamos as células com um 

antagonista de PPARα, observamos que o efeito das catequinas foi bloqueado 

(Figura 23A). A quantificação de colesterol total não foi reduzida pelo tratamento 

com o fenofibrato e com as catequinas comparado ao grupo esteatose (Figura 23B). 

No entanto, quando pré-incubamos as células com o antagonista de PPARα, o 

tratamento com as catequinas do GT não conseguiu reduzir a deposição de 

colesterol comparado ao grupo esteatose (Figura 23B). 

 Nós avaliamos posteriormente a expressão de genes lipogênicos e 

observamos que o tratamento com o fenofibrato assim como as catequinas 

reduziram a expressão de FAS (Figura 24A), PPARγ (Figura 24B), CHREBP 

(Figura 24C), FAT/CD36 (Figura 24D) e SCD-1 (Figura 24E) comparado ao grupo 

esteatose. Porém, quando às células foram pré-incubadas com o antagonista de 

PPARα, o efeito das catequinas foi perdido. 

 Por fim foi analisado a expressão de genes envolvidos com a oxidação de AG 

hepáticos. Podemos observar que o tratamento com o fenofibrato, assim com as 

catequinas, aumentaram a expressão de PPARΑ (Figura 25A), FFG-21 (Figura 

25B), CPT-1 (Figura 25C) e UCP-2 (Figura 25D). Por outro lado, a pré-incubação 

com o antagonista do PPARα inibiu o efeito das catequinas. Podemos concluir que a 

ativação de PPARα tem papel central no efeito das catequinas em reduzir o acúmulo 

lipídico no figado. 
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Figura 23: Efeito do mix de catequinas no acúmulo lipídico em células HepG2 induzidas à esteatose 

 

Esteatose induzida (durante 24 h) com ácido oléico + glicose em células pré tratadas com 5μM de agonista PPARα (Fenof ibrato) e de PPARγ (Rosiglitazona), 5μM de 
antagonistas de PPARα (GW6471) e de PPARγ (GW9662), por 6 h, antes da indução da obesidade. As células foram tratadas durante 48h com as catequinas do GT. (A) 
quantif icação de TG nas células HepG2 e (B) quantif icação de colesterol total nas células HepG2.  Os resultados representam um “n” = 3 experimentos, em duplicata em 48 

h de cultura sendo (a) diferente do grupo controle, (b) diferente do grupo esteatose e (c) diferente do grupo mix de catequinas + esteatose. Realizado analise de One-way 
ANOVA com pós-teste de Tukey. 
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Figura 24:  Efeito do mix de catequinas na expressão de marcadores de lipogênese em células HepG2 induzidas à esteatose e tratadas com agonista de Pparα na 

presença e ausência de antagonista 

 

Esteatose induzida por 24 h com ácido oléico + glicose em células pré-tratadas com 5μM de agonista PPARα (Fenof ibrato) e de PPARγ (Rosiglitazona), 5μM de 
antagonistas de PPARα (GW6471) e de PPARγ (GW9662), por 6 h previamente à indução da esteatose. As catequinas do GT foram adicionadas por 48h. Avaliação da 

expressão gênica (mRNA) de (A) Fas, (B) Pparγ, (C) Chrebp, (D) Srebp-1c e (E) Scd-1. Os resultados representam um “n” = 3 experimentos, em duplicata, sendo (a) 
diferente do grupo controle, (b) diferente do grupo esteatose e (c) mix de catequinas + esteatose. Realizado analise de One-way ANOVA com pós-teste de Tukey. 
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Figura 25:  Efeito do mix de catequinas na expressão de marcadores de catabolismo lipídico em células HepG2 induzidas à esteatose e tratadas com agonista de Pparα  na 
presença e ausência de antagonista 

 

Esteatose induzida (durante 24 horas) com ácido oléico + glicose e pré tratadas com 5μM de agonista PPARα (Fenof ibrato) e de PPARγ (Rosiglitazona), 5μM de 
antagonistas de PPARα (GW6471) e de PPARγ (GW9662), por 6 horas, antes da indução da esteatose, e tratadas durante 48h com as catequinas do GT. Expressão gênica 
de (A) Pparα, (B) Fgf-21 e (C) Cpt-1 e (D) Ucp-2. Os resultados representam um “n” = 3 experimentos, em duplicata, sendo (a) diferente do grupo controle, (b) diferente do 

grupo esteatose e (c) mix de catequinas + esteatose. Realizado analise de One-way ANOVA com pós-teste de Tukey. 
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4.9. As catequinas do GT, EGC e EC são capazes de ligar 

diretamente ao PPARα de maneira dose-dependente 

 Foi avaliado o efeito das catequinas do GT sobre a ativação do PPARα 

(Figura 26). Primeiramente com as doses usadas nos experimentos descritos acima 

e posteriormente realizamos uma curva dose-respostade de cada catequina na 

ativação de PPARα. 

 Com o objetivo de avaliarmos se as catequinas atuam via PPARα por 

transativação direta, avaliamos a capacidade das quatro catequinas do GT e do Mix 

de catequinas sobre o PPARα. Nós observamos que as catequinas do GT, EGCG 

(100nM), EGC (50nM), ECG (30nM), EC (20nM) e Mix (200nM) não foram capazes 

de ativar nenhumas das isoformas de PPAR avaliadas PPARα (Figura 26A), PPARγ 

(Figura 26B) e PPARδ (Figura 26C). 

 Posteriormente repetimos esta avaliação, desta vez com uma curva dose 

resposta, com concentrações crescentes de cada catequina. Nós podemos observar 

que a EGCG não demonstrou ativação do PPARα nas doses testadas (Figura 26D), 

mesmo efeito observado durante a avaliação da ECG (Figura 26F) e do mix de 

catequinas (Figura 26H). Por outro lado, a EGC na concentração de 4µM (Figura 

26E) e a EC na concentração de 4,25Μm (Figura 26G) apresentaram um aumento 

significativo na ativação de PPARα. 

 Diante dos resultados podemos sugerir que as catequinas EGC e EC são 

capazes de aumentar a ativação do PPARα, provavelmente pela sua maior 

lipofilicidade comparado a EGCG e ECG.  
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Figura 26:  Avaliação da transativação de PPARα pelas catequinas do GT 

 

(A) avaliação da ativação de PPARα, (B) PPARβ e (C) PPARγ, (D) avaliação da ativação pela EGCG nas concentrações 0,37 - 0,75 - 1,5 – 3 – 6 – 12 – 24 - 48μM, (E) 
avaliação da ativação pela EGC nas concentrações 0,25 – 0,5 – 1 – 2 – 4 – 8 – 16 - 32 µM, (F) avaliação da ativação pela ECG nas concentrações 0,05 – 0,1 – 0,19 – 0,38 – 

0,77 – 1,53 – 3,07 – 6,13μM, (G) avaliação da ativação pela EC nas concentrações 0,25 – 0,5 – 1,06 – 2,12 – 4,25 – 8,5 – 17 – 34μMe (H) avaliação da ativação pelo Mix 
nas concentrações 11,1 – 22,3 – 44,5 – 89 – 178 – 355 – 710 – 1420μM. Realizado analise de One-way ANOVA com pós-teste de Tukey. 
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5.0. DISCUSSÃO 

 

 

 O objetivo deste estudo foi investigar se os efeitos do tratamento crônico com 

GT sobre as vias metabólicas e de sinalização à insulina hepática de animais 

induzidos a obesidade com HFD são mediados pela adiponectina.  

  Nossos dados indicam que o modelo de indução à obesidade (exposição 

crônica a uma dieta hiperlipídica) (Golay e Bobbioni, 1997; Hariri e Thibault, 2010; 

Walker et al., 2017; Sima et al., 2018) utilizado neste estudo foi eficaz, 

principalmente como indicado pelo aumento do peso corporal dos depósitos 

adiposos e pela indução da esteatose hepática em ambos as condições (Wild-Type 

e AdipoKO). Adicionalmente, o tratamento crônico com GT demonstrou efeitos 

distintos dependendo da condição avaliada. Nos animais Wild-Type o tratamento 

com GT apresentou, de forma dependente de adiponectina, redução do ganho de 

peso, provavelmente pela indução do gasto energético agudo mesmo. Apesar de 

não ter sido observado preferência pelos lipídios como forma de substrato 

energético pelos animais que receberam o tratamento com o GT (Brehm et al., 2006; 

Chen et al., 2015). Estudos têm indicado que o GT age como importante indutor de 

vias termogênicas (Janssens et al., 2015; Türközü e Tek, 2017) e que estes efeitos 

estão associados a maiores níveis de adiponectina circulante (Dostal et al., 2016; 

Izadi et al., 2018; Bolin et al., 2020).  

 A adiponectina, por sua vez, quando administrada diretamente por via 

subcutânea e intracerebroventricular está associado a perda de peso, diminuição da 

ingestão alimentar e indução da termogênese (Qi et al., 2004; Liu et al., 2016). A 

redução no ganho de peso está diretamente associada com a estabilização da 

sinalização de insulina (Blüher, 2016; Saad et al., 2016), e com os níveis séricos 

deste hormônio, a falta de adiponectina prejudica a ação do GT sobre este 

parâmetro. O ganho de peso (Machado e Cortez-Pinto, 2016), a resistência à 

insulina (Utzschneider e Kahn, 2006), o desbalanço entre vias de lipogênese e 

oxidação (Kitade et al., 2017; Manco, 2017) e o aumento da produção hepática de 

glicose (Vacca et al., 2015)estão todos envolvidos na indução da esteatose hepática. 

  A resistência à insulina está associada a uma piora da esteatose hepática 

principalmente pelo aumento da síntese de lipídios hepática (TG e colesterol) 
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(Tamura e Shimomura, 2005) e aumento na captação de lipídios frente ao aumento 

da lipólise no tecido adiposo, podendo representar em até 60% do aporte de lipídios 

do fígado (Roberts et al., 2009). A sinalização de adiponectina favorece a 

sensibilidade a insulina através da proteína reguladora conhecida como PH domain  

and leucine zipper 1 (APPL1) (Hosch et al., 2006; Wang e Scherer, 2016). Neste 

estudo, mostramos que o tratamento com GT melhora a sensibilidade à insulina, 

além de aumentar os níveis de adiponectina nos animais obesos.  

            A sinalização hepática de glucagon é tão importante quanto a de insulina na 

regulação do acúmulo lipídico hepático. Apesar dos níveis de glucagon não terem 

sido medidos neste estudo, a redução nos níveis de glicogênio associados a 

redução da atividade da glicoquinase na condição AdipoKO podem estar 

relacionados com a diminuição da sinalização hepática de glucagon resultando em 

diminuição do gasto energético e consequente aumento do peso corporal e da 

esteatose hepática (Samuel e Shulman, 2018). A falta de adiponectina reduz a 

ativação da glicogênio sintase quinase (Hojlund et al., 2006; Wang et al., 2006). No 

nosso estudo este efeito justificaria a diminuição dos estoques de glicogênio 

observado nos animais AdipoKO tratados com GT. 

            A tolerância à glicose e a produção hepática de glicose são importantes 

fatores envolvidos no desenvolvimento da esteatose (Assini et al., 2015; Meex et al., 

2015), visto que, o fator de transcrição Chrebp, importante indutor de vias 

lipogênicas, é induzido quase que exclusivamente por este substrato energético. A 

melhora da tolerância à glicose, assim como a redução da produção hepática de 

glicose pelo tratamento com o GT nas condições Wild-Type e AdipoKO evidenciaram 

a capacidade do GT de atuar no metabolismo de maneira semelhante à 

adiponectina, tendo em vista que a adiponectina atua no aumento da expressão de 

AMPK no músculo (Pournourmohammadi et al., 2017), de IRS-1 no tecido adiposo 

(Ueno et al., 2009; Jang et al., 2013) e na diminuição de PEPCK e G6Pase no fígado 

(Waltner-Law et al., 2002; Csala et al., 2007). Este efeito pode indicar que mesmo na 

ausência de adiponectina o GT apresenta importante efeito metabólico no fígado de 

animais obesos. 

 O aumento de esteatose nos animais AdipoKO pode estar relacionado ao 

aumento da expressão de genes lipogênicos (SREBP1-c, FAS, SCD e DGAT) 

observado no fígado. Adicionalmente podemos afirmar que estes animais, 

apresentaram desbalanço entre a síntese/degradação de lipídios hepáticos, 
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ocorrendo maior depósito, e menor exportação, seja por vias de beta oxidação ou de 

lipólise. Tanto GT (Yang et al., 2016; Roychoudhury et al., 2017) como a 

adiponectina (Ishtiaq et al., 2019; Esmaili et al., 2020) tem sido descrito como 

indutores de vias de output de lipídios hepáticos.    

 Diversos estudos já descreveram a participação da adiponectina e do GT 

induzindo vias oxidativas por meio da regulação de AdipoR2 (Yamauchi, Tosh imasa  

et al., 2007; Tomita et al., 2008), PPARα (Combs e Marliss, 2014; Yamauchi et al., 

2014) e FGF-21 no fígado. Adicionalmente a maior parte dos efeitos fisiológicos 

descritos do GT na literatura sugerem que as principais responsáveis são as 

catequinas (Crespy, Vanessa e Williamson, Gary, 2004; Yong Feng, 2006; Zaveri, 

2006; Velayutham et al., 2008). 

 Apesar da clara relação entre os efeitos do GT e os níveis de adiponectina, 

buscamos saber se as catequinas do GT poderiam atuar como ligantes diretos do 

receptor da adiponectina. Esta hipótese é embasada no fato de que estes 

compostos são extensivamente descritos com a capacidade de atuar sobre 

receptores como os receptores de laminina 67 (Gundimeda et al., 2015; Yamada et 

al., 2016), canais iônicos e até transportadores de efluxo expressos em grande 

quantidade no intestino delgado, rins e barreira hematoencefálica (Ziberna et al., 

2014). Adicionalmente a isto foi evidenciado que o uso de um agonista do AdipoR2, 

conhecido como Adiporon, melhorou a resistência à insulina assim como aumentou 

a expressão de genes de oxidação hepática reduzindo assim a esteatose (Zhang et 

al., 2015; Choi et al., 2018; Kim et al., 2018). No entanto, no nosso modelo, o efeito 

das catequinas do GT, se manteve presente mesmo após o bloqueio de AdipoR2, 

indicando que este não seria o mecanismo pelo qual o GT atua no fígado. 

            Por outro lado, assim como a adiponectina age no fígado induzindo vias de 

oxidação via sinalização dependente de PPARα, a ação das catequinas mostrou-se 

dependente deste fator de transcrição. Estes dados corroboram com  a literatura que 

demonstra a capacidade das catequinas (Andrade et al., 2014) em diminuir a 

deposição de lipídios no fígado e em linhagens de hepatócitos (Sugiura et al., 2012; 

Kim et al., 2013)via sinalização de PPARα (Yan et al., 2013; Gibellini et al., 2015). 

Adicionalmente indivíduos portadores de NAFLD, apresentam níveis de PPARα 

significativamente menores (Francque et al., 2015; Liss e Finck, 2017) indicando que 

o que observamos in vitro pode ser reproduzido no nosso modelo in vivo. 
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            A esteatose hepática, que foi o alvo central deste estudo, é um processo 

induzido pela progressão da síndrome metabólica que possui como principal 

disparador a resistência à insulina (Luukkonen et al., 2016; Kozyra et al., 2018). É 

bem descrita a relação entre a obesidade, a resistência à insulina e a inflamação 

crônica de baixo grau (Ji et al., 2015; Ambade et al., 2019). Adicionalmente tanto a 

adiponectina (Hariri e Thibault, 2010; Geagea et al., 2018) como o GT (Otton et al., 

2018; Ren et al., 2018) tem sido apontados por seus efeitos anti-inflamatórios 

diminuindo a expressão de fatores de transcrição como NFkB e Ap1 assim como os 

níveis séricos de interleucinas pró-inflamatórias como o TNF-α. A melhora da 

esteatose juntamente com o perfil metabólico hepático pode estar envolvida com a 

melhora do perfil inflamatório do tecido. Visto que avaliamos o ganho de peso e a 

resposta sistêmica e local da insulina, a investigação da participação da via 

inflamatória sobre o perfil metabólico hepático pode representar a fragilidade deste 

estudo. Entretanto, dados do nosso grupo publicados recentemente tem 

demonstrado que o tratamento crônico com GT apresentou  redução nos níveis 

circulantes de citocinas pro-inflamatórias (Torres et al., 2019). 

 Apesar dos depósitos adiposos estarem no centro das investigações acerca 

da indução do gasto energético e na regulação da perda de peso (You et al., 2020), 

o fígado, como discutido até aqui pode ser considerado um importante integrante 

neste processo (Abumrad, 2017). O órgão hepático, têm sido descrito por atuar 

diretamente nos níveis de insulina, por ser o principal indutor do clearance deste 

hormônio no organismo (Matsubayashi et al., 2018). A manutenção da sinalização 

da insulina é responsável pelo aumento da saída de ácidos graxos sob a forma de 

VLDL e acil-carnitinas que serve como substrato para a termogênese induzida pelo 

tecido adiposo marrom (Abumrad, 2017) em resposta a ativação do fator de 

transcrição hepático 4(HNF-4) e as oscilações nos níveis de insulina circulante. 

 Com base no que foi discutido podemos afirmar que o tratamento com GT 

apresentou resultados diferentes dependendo da presença ou ausência da 

adiponectina. Os animais Wild-type induzidos à obesidade que receberam o 

tratamento com GT (HFD+GT Wild-Type) apresentaram redução no ganho de peso 

associado à um aumento agudo no gasto energético. Observamos também que o 

tratamento melhorou a tolerância a glicose, associado a diminuição da produção 

hepática de glicose associado à melhora da sensibilidade à insulina e diminuição da 

esteatose hepática.Por outro lado, os animais AdipoKO induzidos à obesidade e que 
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receberam o tratamento com GT (HFD+GT AdipoKO) não apresentaram perda de 

peso, assim como houve ausência do aumento agudo do gasto energético. Apesar 

da tolerância à glicose e a redução na produção hepática de glicose apresentarem 

melhora, a sensibilidade à insulina, assim como a esteatose hepática não foram 

recuperadas pelo tratamento com GT (Figura 27).   

         Os efeitos in vitro em células hepáticas (HepG2) evidenciaram que as 

catequinas agem diminuídos a deposição de lipídios de forma independente do 

AdipoR2, porem foram dependentes de PPARα. Adicionalmente observamos que a 

EGC e a EC foram capazes de ativar diretamente o fator de transcrição PPARα 

(Figura 27). 
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Figura 27: Representação gráf ica dos resultados obtidos a partir do tratamento crônico com GT em animais selvagens e AdipoKO e células HepG2 tratadas com as 
catequinas do GT em condições de antagonismo de PPARα.  
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6.0. CONCLUSÃO 

 Com base nos nossos resultados, podemos concluir que a melhora, induzida 

pelo GT, da resistência à insulina e da NAFLD, através da indução do gasto 

energético e de vias oxidativas hepáticas é dependente de adiponectina, enquanto 

que a ação das catequinas provavelmente ocorre pela indução do PPARα, 

bloqueando vias lipogênicas e induzindo vias de beta oxidação em células HepG2. 
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