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RESUMO 

Embora a obesidade possa levar a mudanças no limiar de dor, o mecanismo pelo 

qual isto ocorre não é bem compreendido. Com as recentes descobertas das 

propriedades do tecido adiposo branco de secretar substâncias com relevantes efeitos 

biológicos, seu papel endócrino assumiu grande importância. A ocorrência e a 

magnitude da dor e do quadro inflamatório podem estar relacionadas a mudanças 

endócrinas causadas pela obesidade, entre as quais se destacam as alterações nos níveis 

de citocinas inflamatórias, leptina, grelina e opióides endógenos, entre outros. Por esta 

razão, o objetivo deste estudo foi avaliar, através de testes de nocicepção aguda, como 

Placa Quente, Retirada de Cauda, teste Von Frey eletrônico e avaliação do Edema de 

Pata por Pletismometria, as diferenças no limiar nociceptivo e perfil inflamatório, entre 

os animais que tiveram obesidade induzida por dieta hipercalórica (grupo HD) e os 

animais alimentados com dieta padrão (grupo CD) a partir da quarta semana de vida, 

durante 16 semanas. Além destes, foram realizados também testes de comportamento, 

como Labirinto em Cruz Elevado e teste de Campo Aberto, para avaliação de ansiedade 

e movimentações no aparato, entre os grupos. Parâmetros metabólicos, como Índice de 

Lee, glicemia de jejum, triglicerídeos e proteínas séricas foram avaliados e as gorduras 

perigonadal e retroperitoneal foram excisadas e pesadas para caracterização da 

obesidade experimental, em ambos os grupos. Nossos resultados demonstram que os 

parâmetros metabólicos e o peso das gorduras perigonadal e retroperitoneal foram 

maiores no grupo HD que no grupo CD, mostrando que a dieta hipercalórica foi efetiva 

em induzir obesidade no grupo HD. Nos testes de nocicepção aguda, a Retirada de 

Cauda não mostrou diferença entre os grupos, enquanto que, no teste de Placa Quente, o 

grupo HD mostrou menor período de latência em segundos para reação que o grupo CD, 

após aplicação intraplantar de carragenina em comparação ao grupo controle (salina). 

Também foi demonstrado que os animais do grupo HD tiveram maior hipernocicepção 

mecânica e maior edema de pata, após aplicação carragenina. Na avaliação dos testes de 

comportamento não foram encontradas diferenças significativas entre os grupos. Os 

experimentos foram desenvolvidos no Instituto de Ciências Biológicas da Universidade 

Federal de Alfenas. 

Palavras chaves: nocicepção, inflamação, obesidade, dieta hipercalórica. 
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ABSTRACT 

 
Although obesity can lead to changes in pain threshold, the mechanism by which this 

occurs is not well understood. With the recent discoveries of the properties of white adipose 

tissue to secrete substances with important biological effects, endocrine role has assumed 

greater importance. The occurrence and magnitude of pain and inflammation may be related to 

endocrine changes caused by obesity, among which we highlight the changes in the levels of 

inflammatory cytokines, leptin, ghrelin and endogenous opioids, among others. For this reason, 

the objective of this study was to evaluate, through tests of acute nociception, such as Hot 

Plate, Tail Withdrawal, electronic Von Frey test and evaluation of Paw Edema by Pletismometry, 

differences in nociceptive threshold and inflammatory profile, between animals that had high-

calorie diet-induced obesity (HD group) and animals fed a standard diet (CD) from the fourth 

week of life, for 16 weeks. In addition, behavioral tests were also performed, such as Elevated 

Plus Maze and Open Field test to evaluate anxiety and movement in the apparatus, between 

the groups. Metabolic parameters, such as Lee Index, fasting glucose, triglycerides and serum 

proteins were evaluated and perigonadal and retroperitoneal fat were excised and weighed to 

the characterization of experimental obesity in both groups. Our results demonstrate that 

metabolic parameters and weight of perigonadal and retroperitoneal fat were higher in HD than 

in group CD, showing that high calorie diet was effective in inducing obesity in the HD group. In 

tests of acute nociception, the Tail Withdrawal showed no difference between groups, while in 

the Hot Plate test, the HD group showed a shorter latency period in seconds for the CD group 

reaction after application intraplantar carrageenan compared the control group (saline). It was 

also shown that animals of the HD group had a greater mechanical hypernociception and a grea 

paw edema after carrageenan application. In the assessment of behavioral tests were not 

significant differences between groups. The experiments were conducted at the Institute of 

Biological Sciences, Federal University of Alfenas. 

 

Keywords: nociception, inflammation, obesity, high calorie diet. 
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1  INTRODUÇÃO 

Há pouco tempo acreditava-se que o tecido adiposo era um tecido inerte do corpo 

que tinha basicamente a função de armazenar energia. Estudos recentes, porém, 

mostram que se trata de um complexo reservatório energético regulado por nervos, 

hormônios, nutrientes e mecanismos autócrinos e parácrinos. Além disso, o tecido 

adiposo é considerado um importante órgão endócrino com funções reguladoras no 

balanço energético e outras funções neuroendócrinas, incluindo produção e secreção de 

muitos peptídeos e proteínas bioativas. Cada adipócito produz uma pequena quantidade 

dessas substâncias, porém, como o tecido adiposo é o maior órgão do corpo, o total 

produzido tem grande repercussão nas funções corporais (Prado et al.,2009).  

Entre as substâncias bioativas produzidas pelo tecido adiposo estão as citocinas 

imunomoduladoras, as quais afetam os sistemas fisiológico e comportamental, 

incluindo-se também a ingestão alimentar e a termoregulação (Plata-Salamán et 

al.,1998). As citocinas podem afetar o metabolismo dos sistemas noradrenérgico, 

serotoninérgico e dopaminérgico (Dunn et al., 2005). Durante a inflamação, são 

produzidas citocinas pró- e anti-inflamatórias e seu equilíbrio determina a magnitude da 

resposta inflamatória (Verri et al., 2006). O acúmulo de tecido adiposo por alta ingestão 

calórica leva à liberação de substâncias bioativas, as quais exercem vários efeitos sobre 

o metabolismo de glicose, lipídeos e função cardiovascular (Kobayasi et al., 2010).   

Portanto, o acúmulo de tecido adiposo ocasiona modificações endócrinas e 

metabólicas, as quais poderiam levar a alterações no perfil nociceptivo e inflamatório 

em humanos e animais experimentais submetidos a dietas palatáveis e de alta ingestão 

calórica. 
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1.1 Tecido adiposo como órgão endócrino 

 

A obesidade é o problema nutricional de maior crescimento em todo o mundo. 

Devido à dimensão que esta vem adquirindo nas últimas décadas, tem sido referendada 

como uma epidemia, não só nas Américas, mas, praticamente, no mundo inteiro. Nossa 

sociedade vive num ambiente obesigênico que afeta o desequilíbrio ponderal no sentido 

da obesidade (Castro et al. ,2002) e sua prevalência cresce exponencialmente (Fliers et 

al., 2003; Kershaw et al., 2004) a ponto de constituir uma ameaça crescente em termos 

de morbidade e mortalidade e também em termos evolutivos, antropomórficos e de 

sobrevivência na espécie humana e animal. O aumento de sua prevalência faz com que 

seja considerada um sério problema de saúde pública (Bélanger-Ducharme et al.,2005). 

Nos mamíferos, existem dois tipos de tecido adiposo: o branco (TAB) e o 

marrom (TAM). Na espécie humana, o TAM inicia a sua formação nas últimas semanas 

de vida intrauterina, persiste algumas semanas ou mais de acordo com a temperatura 

ambiente e o uso de agasalhos, e tende a atrofiar-se por apoptose quando a temperatura 

a que o recém-nascido está exposto oscila entre os 25 e 30 ºC (Cannow & Nedergaard, 

2004). Até o final do século passado, acreditava–se que os depósitos de tecido adiposo 

eram apenas uma estrutura passiva (Albright et al.,1998). Atualmente, sabe-se que 

recebe sinais neuroendócrinos, nutrientes, autócrinos e parácrinos e que por sua vez, é 

um órgão endócrino-metabólico produtor de moléculas que não só regulam o seu 

metabolismo, atividade e composição, como sinalizam estruturas cerebrais, sobretudo 

hipotalâmicas, que são determinantes para a regulação da fome, saciedade, a ingestão e 

o consumo energético e a regulação de muitas estruturas somáticas relacionadas com a 

produção e regulação metabólica, reprodutora e de sobrevivência (Kershaw et al.,2004). 

Embora a relação entre obesidade e o desenvolvimento de doenças como 

hipertensão e diabetes tipo 2 esteja bem documentada, pouco se conhece sobre a causa 
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mediando esta associação. Evidências recentes sugerem que uma causa comum de 

muitas destas condições é a inflamação. Biomarcadores de inflamação, tais como 

contagem de leucócitos, fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), interleucina 6 (IL-6) e 

proteína C reativa estão aumentados na obesidade e associados com a resistência à 

insulina e à predisposição a diabetes tipo 2 e à doença cardiovascular (Lee et al.,2005).  

Acredita-se que a adiposidade abdominal desempenha um papel fundamental no estado 

inflamatório crônico que predispõe à hipertensão, diabetes e doença cardiovascular 

(Björntorp,1997; Couillard et al.,1999). ). A obesidade está associada a várias condições 

médicas, entre as quais estão a hipertensão, diabetes tipo 2 e doença cardiovascular 

(Hubert et at.,1983;  Messerli et al.,1982; Poirier et al.,2006). 

Há evidências de sensibilidade barroreflexa diminuída em ratos com obesidade 

induzida por dieta (Bunag et al.,1996; Miller et al.,1999). Dentro deste modelo, a 

obesidade também produz mudanças no balanço energético, induzindo à adipogênese 

(Levin,1994) e aumento da circulação de leptina (Carroll et al., 2006), angiotensina II 

(Boustany et al.,2004), e insulina (Levin et al., 1997). A obesidade pode também ativar 

o sistema simpático, aumentando o consumo de oxigênio (Himms-Hagen et al.,1981; 

Himms-Hagen, 1984) e a mobilização de àcidos graxos livres do TAB (Park et 

al.,2000). A perda da sensibilidade barroreflexa em ratos obesos pode induzir respostas 

metabólicas que são dependentes da regulação cardiovascular (Lima et al.,2008). 

Com as recentes descobertas das propriedades do TAB de secretar substâncias 

com relevantes efeitos biológicos, seu papel endócrino assumiu grande importância. 

Com a descoberta de uma ampla gama de proteínas secretadas pelo TAB, denominadas 

adipocinas, um novo conceito sobre a função biológica deste tecido vem surgindo, 

consolidando a ideia de este tecido ser não apenas um fornecedor e armazenador de 

energia, mas sim, um órgão dinâmico, envolvido em vários processos metabólicos e 
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fisiológicos. A estrutura proteica, assim como a função fisiológica das adipocinas 

identificadas até o momento é bastante variada e compreende proteínas relacionadas ao 

sistema imune, como as citocinas clássicas – TNF-α e IL-6, fatores de crescimento 

(fator transformador de crescimento β – TGF-β) e proteínas da via complemento 

alternativa (adipsina), entre outras. A expansão do TAB que ocorre na obesidade resulta 

em aumento no tamanho e número de células adiposas e em uma progressiva infiltração 

de macrófagos não derivados do TAB (Weisberg et al., 2003). Adipócitos maiores 

adquirem maior capacidade de produção de citocinas (Le Lay et al., 2001). Alterações 

nos níveis de adipocinas foram observadas em condições inflamatórias diversas, embora 

sua função patogênica ainda não tenha sido completamente esclarecida (Fantuzzi,2005).  

Existe uma correlação positiva entre a adiposidade (ou seja, IMC e % de gordura 

corporal), níveis da proteína IL-6 no soro, bem como os níveis de RNAm do TNF-α e 

IL-6 no tecido adiposo abdominal (Kern et al.,1995,2001). Em várias espécies de 

roedores geneticamente obesos e resistentes à insulina, o tecido adiposo apresenta maior 

expressão de TNF-α (Borst & Conover, 2005). 

O reconhecimento de que o tecido adiposo branco é uma importante fonte de 

citocinas nos proporciona um forte mecanismo de ligação entre obesidade e função 

imune (Hotamisligil et al.,1993). Um entendimento melhor da função do tecido adiposo 

na ativação da via inflamatória e imunológica pode sugerir novos tratamentos e 

estratégias de prevenção que ajudariam na redução da mortalidade e morbidade 

associadas à obesidade (Lee et al.,2005). 

1.2 Citocinas  

1.2.1 Conceitos gerais 
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As citocinas são hormônios proteicos, produzidos durante as fases efetoras das 

imunidades natural e específica e servem para mediar e regular respostas imunes e 

inflamatórias. Elas são produzidas na periferia por uma variedade de células do sistema 

imunológico, como os monócitos, macrófagos, células T ativadas, células B, células 

natural killer (NK) e fibroblastos (Abbas et al.,2000). São também produzidas por 

outros tipos celulares, como células musculares lisas, células endoteliais, fibroblastos 

(Vilcek, 2003), queratinócitos, células musculares cardíacas e glândulas sudoríparas 

écrinas (Jones et al.,1995) e no SNC por micróglia, astrócitos, células endoteliais 

vasculares e fibroblastos (Vilcek,2003). Desde a primeira citocina descoberta, os 

interferons (Isaacs & Lindernmann,1957), um considerável número de citocinas e suas 

ações foram descritas.  

As citocinas pró-inflamatórias, entre elas as IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-α 

e o Interferon-gama (IFN-g), promovem a ativação do processo inflamatório, auxiliando 

na eliminação de patógenos e na resolução do processo inflamatório. Elevação dos 

níveis de citocinas pró-inflamatórias levam à ativação dos macrófagos, células NK, 

células T e células B, proliferação de células T e células B, e à proliferação e secreção 

de imunoglobulinas. Sistemicamente, podem induzir febre e aumentar a síntese de 

proteínas da fase aguda. Localmente, promovem o recrutamento de células inflamatórias 

para os sítios da inflamação. As citocinas anti-inflamatórias, entre elas as IL-4, IL-10, 

IL-13 e TGF-β, reduzem a resposta inflamatória por meio da diminuição das citocinas 

pró-inflamatórias e da supressão da ativação de monócitos (Abbas et al.,2000). 

Algumas citocinas – conhecidas como quimiocinas – são responsáveis pelo 

recrutamento, ativação e retenção dos leucócitos nos sítios de inflamações locais. As 

quimiocinas têm importante função no desenvolvimento do estado inflamatório, 

atuando no recrutamento de glóbulos brancos para o local da inflamação. Outras 
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funções, como angiogênese, modulação da resposta imune e febre também têm sido 

atribuídas às quimiocinas (Baggiolini, 2001).  

As citocinas podem também ser classificadas pela fonte de produção do linfócito 

T helper, se produzidas pelos linfócitos T helper 1 (Th-1) ou T helper 2 (Th-2). As 

citocinas Th-1 são principalmente pró-inflamatórias, enquanto as Th-2 são 

principalmente anti-inflamatórias. O equilíbrio entre elas é essencial para manter a 

homeostase sistêmica e seu desequilíbrio (Th1 versus Th2) está envolvido na 

patogênese de muitas doenças humanas, como alergia e doenças auto-imunes, doenças 

infecciosas e septicemia. Ademais, evidências recentes também indicam que tais 

desequilíbrios ocorrem na aterosclerose, obesidade do tipo visceral, síndrome 

metabólica, distúrbios do sono e depressão maior (Cizza et al.,2001). 

A atuação das citocinas se dá sobre muitos tipos celulares diferentes, 

propriedade conhecida como pleiotropismo, e como outros hormônios polipeptídicos, 

iniciam sua ação por ligação a receptores específicos na superfície da célula-alvo. A 

célula-alvo pode ser a mesma célula que secreta a citocina (ação autócrina), uma célula 

vizinha (ação parácrina) ou, como os hormônios verdadeiros, uma célula distante 

estimulada por meio de citocinas secretadas na circulação (ação endócrina) (Abbas et 

al.,2000).  

A secreção de citocinas é um evento breve e autolimitado, sendo sua síntese 

iniciada por nova transcrição genética, não sendo armazenadas como moléculas pré-

formadas, sendo rapidamente eliminadas. Após a administração intravenosa, a meia-

vida da maioria delas é, geralmente, medida em minutos (Vilcek, 2003). 

As citocinas produzidas no sistema periférico podem sinalizar o cérebro por 

meio de várias rotas, como o transporte ativo e a entrada passiva através de áreas em 

que a barreira sanguínea esteja enfraquecida ou ausente (órgãos circunventriculares e 
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plexo coróide). No entanto, como são moléculas pró-hidrofílicas relativamente grandes, 

este mecanismo não é aceito por alguns autores (Banks et al.,2004). Além disso,  podem 

se ligar aos receptores nas células dos paragânglios próximos ao nervo vago, ativando-o 

e à região do córtex cerebral onde o vago se projeta, o Núcleo do Trato Solitário, 

podendo também exercer efeitos nos neurônios produtores de hormônio liberador de 

corticotrofina (CRH), na eminência média (EM) e podem atuar nas células endoteliais 

da vasculatura cerebral ou nas células gliais nos órgãos circunventriculares, induzindo a 

síntese e a liberação de mensageiros secundários que, por sua vez, ativam os neurônios 

do hipotálamo (Silverman et al., 2005). No sistema nervoso periférico, as citocinas 

coordenam componentes complexos da resposta imunológica, incluindo as respostas 

inatas e adaptativas (Abbas et al., 2000).  

No cérebro, as citocinas são responsáveis pela ativação neuroendócrina e 

neuronal. Elas regulam o crescimento e a proliferação das células gliais, modulam a 

atividade dos peptídeos opióides endógenos e ativam o eixo HPA (Silverman et 

al.,2005; Sternberg et al.,1989). Além disso,  podem afetar o metabolismo dos sistemas 

noradrenérgico, serotoninérgico e dopaminérgico (Dunn et al.,2005). A ativação de 

citocinas no SNC produz febre, sonolência e diversas alterações comportamentais 

associadas a enfermidades, denominadas "comportamento doentio” (Dantzer et 

al.,2007). 

1.2.2 Regulação da produção de citocinas  

Múltiplos e diversos estímulos regulam a produção de citocinas. A maioria das 

citocinas pró-inflamatórias é produzida em resposta a patógenos ou a produtos 

patogênicos, como lipopolissacarídeos (LPS) derivados das paredes celulares de 

bactérias Gram negativas, composto por moléculas de polissacarídeos, lipídeos e 

proteínas (Kluger,1991). O LPS é o modelo experimental mais comumente utilizado 
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para estudo da inflamação sistêmica e induz respostas vegetativas e comportamentais 

como febre, anorexia, alterações do sono e redução da interação social (Dantzer,2001; 

Dantzer e Kelley,2007).  

Um agente algogênico frequentemente usado é a Carragenina (Cg), um 

polissacarídeo extraído de algumas espécies de algas vermelhas, descoberto por um 

farmacêutico inglês em 1862. Estruturalmente, a Cg é um grupo complexo de 

polissacarídeos composto por monômeros relacionados a galactose, sendo de três tipos 

principais: lambda, kappa e iota. A forma lambda dá origem a um gel pouco firme à 

temperatura ambiente e é capaz de induzir uma resposta inflamatória quando injetado 

por via subcutânea (Morris, 2003).  

Diversos autores confirmam o envolvimento de citocinas e a migração de 

neutrófilos no processo inflamatório e no desenvolvimento de hipernocicepção 

mecânica induzida pela aplicação I. Pl. de Cg em camundongos (Cunha et al.,2005) e 

em ratos (Cunha et al.,2008). 

Outros indutores clássicos da produção de citocinas pró-inflamatórias incluem 

infecções virais, trauma, transplante de órgãos ou tecidos, isquemia e lesão de 

reperfusão. A produção central de citocinas pode ser desencadeada pelo estresse, 

exercício físico, isquemia, processos neurovegetativos, auto-imunidade e infecção. É 

interessante que, enquanto as citocinas periféricas medeiam a resposta inflamatória, as 

citocinas cerebrais podem ser ativadas na ausência de inflamação local. Portanto, a 

expressão de citocinas no cérebro não é necessariamente uma indicação de inflamação
 

(Licinio,2003). 

Atualmente, é bem aceito que as citocinas constituem uma ligação entre injúria 

celular ou reconhecimento imunológico e sinais sistêmicos ou locais da inflamação 

(Blackweel & Christman,1996). A maioria delas apresentam múltiplas funções 
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biológicas, incluindo diferenciação celular, sobrevivência, crescimento e metabolismo 

(Aggarwal & Puri, 1995). 

1.2.3 Citocinas pró-inflamatórias e dor inflamatória 

A dor inflamatória aguda é caracterizada por hipernocicepção devido à 

sensibilização de neurônios nociceptivos sensoriais primários, referida também como 

hiperalgesia ou alodinia (Millan,1999). Após injúria tecidual, mediadores específicos 

são liberados e agem em receptores metabotrópicos na membrana neuronal, disparando 

a ativação dos segundos mensageiros. As aminas simpáticas e os eucosanóides são os 

mais importantes mediadores primários responsáveis pela hipernocicepção mecânica em 

ratos (Khasar et al.,1999). Na última década, foi demonstrado que o estímulo 

inflamatório não estimula diretamente a liberação de mediadores hipernociceptivos 

primários, mas que sua liberação é precedida de uma cascata de citocinas (Poole et 

al.,2009). Experimentos já realizados sugerem que, em ratos, há uma cascata de 

liberação de citocinas que constitui uma ligação entre a injúria e a liberação de 

mediadores hipernociceptivos primários. Roedores que receberam carragenina tiveram 

hipernocicepção mecânica induzida através de uma cascata de citocinas, liberadas por 

células locais ou migrantes, iniciadas pela liberação de bradicinina (Ferreira et al.,1993). 

A primeira citocina liberada é TNF-α, a qual dispara a liberação de IL-6, IL-1β e CINC-

1 (citocina indutora de quimioatração em neutrófilo) responsáveis pela estimulação da 

síntese de prostaglandinas e a liberação de aminas simpáticas (Cunha et al.,1992; 

Lorenzetti et al.,2002). Estes conceitos permitem-nos compreender a razão de a inibição 

de uma (IL-1β ou TNF-α) ou de várias citocinas causarem analgesia (Ferreira et 

al.,1997; Kanaan et al.,1997; Ribeiro et al.,2000; Sommer & Kress,2004).  

Durante a inflamação, são produzidas citocinas pró- e anti-inflamatórias e seu 

equilíbrio determina a magnitude da resposta inflamatória. A fim de limitar as 
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consequências deletérias da ação prolongada das citocinas pró-inflamatórias, após a 

liberação destas, há a liberação de citocinas anti-inflamatórias, tais como IL-4, IL-10, 

IL-13 e IL-1ra (antagonista do receptor IL-1). Estas citocinas anti-inflamatórias 

modulam eventos inflamatórios e imunes, inibindo a produção e a ação de citocinas pró-

inflamatórias (Verri et al.,2006).  

Entre as principais citocinas envolvidas na dor inflamatória, estão o TNF-α e a 

IL-1β.  Foi demonstrado que o TNF-α induz hipernocicepção mecânica na pata de ratos, 

e que este efeito hipernociceptivo foi parcialmente inibido pela indometacina (inibidor 

COX) e atenolol (receptor β antagonista), e abolido pelo co-tratamento com estas 

drogas, sugerindo que a hipernocicepção induzida por TNF-α é mediada por 

prostanóides e aminas simpáticas. Estes dados sugerem que o TNF-α induz 

hipernocicepção em ratos por duas vias independentes e paralelas: (1) TNF-α – IL-1β – 

prostanóides e (2) TNF-α – CINC-1 – aminas simpáticas (Verri et al.,2006).  

Foi demonstrado ainda que a IL-1β está envolvida em várias características da 

inflamação, como recrutamento de glóbulos brancos, febre, liberação de proteínas de 

fase aguda e aumento da permeabilidade de vasos sanguíneos (Dinarello,1984). A 

produção de IL-1β ocorre em diferentes tipos celulares como macrófagos, monócitos e 

células da glia, os quais por sua vez induzem a produção de outros mediadores 

inflamatórios (Dinarello, 1998). A IL-1β estimula a expressão da COX-2 e a liberação 

subseqüente de seus produtos, prostaglandinas (Zucali et al., 1986; Crofford et al., 

1994). Uma vez que as prostaglandinas são capazes de sensibilizar os nociceptores, a 

IL-1β pode ser vista como um importante mediador da hipernocicepção inflamatória. 

De fato, a IL-1β foi a primeira citocina a demonstrar envolvimento com a nocicepção 

inflamatória em experimentação animal. Injeções intraplantares de IL-1β em pequenas 

doses produzem hipernocicepção mecânica severa e dependente da ação de 
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prostanóides, já que pode ser bloqueada pelo tratamento prévio com um inibidor da 

COX (Ferreira et al., 1988). Células dendríticas, macrófagos, linfócitos e mastócitos são 

componentes teciduais que, após o reconhecimento do estímulo inflamatório, liberam 

uma cascata de citocinas, as quais exercem função essencial no desenvolvimento da dor 

inflamatória, bem como em outros eventos inflamatórios. As primeiras citocinas 

descritas como participantes no desenvolvimento da dor inflamatória e/ou neuropática 

foram a IL-1β, TNF-α, IL-6, e as quimiocinas IL-8, CINC-1 e quimiocina derivada de 

queratinócitos (KC). Recentemente, foi demonstrado que IL-18 e IL-12 também 

induzem hipernocicepção (Verri et al., 2006).  

1.3 Leptina  

Uma adipocina que tem chamado atenção em especial é a leptina, um hormônio 

descoberto em 1994, produto do gene ob do camundongo obeso (ob/ob) (Zhang et 

al.,1994). Este camundongo apresenta comportamento e fisiologia de animais em um 

estado constante de jejum, com níveis séricos de corticosterona elevados, incapazes de 

se manterem aquecidos, com comprometimento no crescimento, reprodução e alterado 

limiar de apetite, o que gera a obesidade característica, com distúrbios metabólicos 

similares àqueles de animais diabéticos resistentes à insulina. Os níveis de leptina 

circulantes parecem estar diretamente relacionados à massa de tecido adiposo. No 

sistema imune, a leptina parece ser capaz de aumentar a produção de citocinas em 

macrófagos, aumentar a adesão e mediar o processo de fagocitose, a partir de uma 

supra-regulação dos receptores de macrófagos ou pelo aumento da atividade fagocitária. 

Também exerce efeito direto na proliferação das células T, mostrando uma resposta 

adaptativa desse hormônio ao aumento da competência imune do organismo contra a 

imunossupressão associada à falta de energia (Fonseca-Alaniz et al.,2006). 
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A leptina é um componente importante da resposta imune a patógenos, em parte, 

através da indução de IL-1β no cérebro. Foi demonstrado que este hormônio atua sobre 

a microglia como um modulador e não como “gatilho” para inflamação, ao induzir a 

liberação de IL-1β por meio de ações em seus receptores funcionais (Lafrance et 

al.,2009).  

A expressão da leptina é controlada por diversas substâncias, como a insulina, os 

glicocorticóides e as citocinas pró-inflamatórias. Estados infecciosos e as endotoxinas 

também podem elevar a concentração plasmática de leptina. Inversamente, a 

testosterona, a exposição ao frio e as catecolaminas reduzem a síntese de leptina. 

Situações de estresse impostas ao corpo, como jejum prolongado e exercícios físicos 

intensos, provocam a diminuição dos níveis circulantes de leptina, comprovando, dessa 

maneira, a atuação do sistema nervoso central na inibição da liberação desta pelos 

adipócitos (Sandoval & Davis,2003).  

A leptina reduz o apetite a partir da inibição da formação de neuropeptídeos 

relacionados ao apetite, como o neuropeptídeo Y, e também do aumento da expressão 

de neuropeptídeos anorexígenos, como o hormônio estimulador de melanócito (α-

MSH), hormônio liberador de corticotropina (CRH) e substâncias sintetizadas em 

resposta à anfetamina e cocaína (Friedmann & Halaas,1998). No entanto, indivíduos 

obesos apresentam elevados níveis plasmáticos de leptina, cerca de cinco vezes mais 

que aqueles encontrados em sujeitos magros
 
(Considini et al.,1996). Esses contrastes 

indicam que os mecanismos que controlam o metabolismo e o peso corporal em 

humanos são mais complexos do que se imagina, e maiores investigações relacionadas 

ao gênero e à espécie são necessárias
 
(Vierhapper et al.,2003). A hiperleptinemia, 

encontrada em pessoas obesas, é atribuída a alterações no receptor de leptina ou a uma 

deficiência em seu sistema de transporte na barreira hematoencefálica, fenômeno 
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denominado resistência à leptina, semelhante ao que ocorre no diabetes mellitus
 

(Considini et al.,1996).  

Foi observado estar a leptina significantemente aumentada em ratos com 

obesidade induzida por dieta, composta de 32% de lipídeos, 51% de carboidratos e 17% 

de proteínas, administrada por 12 semanas, comparada aos animais controle e estar a 

sua expressão diretamente relacionada ao peso corporal. Estes resultados sugerem que 

12 semanas de uma dieta hipercalórica poderia induzir anormalidades endócrinas típicas 

da obesidade, embora não fosse suficiente para causar anormalidades cardíacas 

significativas (Carroll et al.,2006). 

1.4 Grelina 

A grelina é um hormônio gastrointestinal identificado no estômago de ratos, em 

1999 (Kojima et al.,1999; Hosoda et al.,2000; Rosicka et al.,2003). O hormônio grelina 

é um potente estimulador da liberação de GH, nas células somatotróficas da hipófise e 

do hipotálamo, sendo o ligante endógeno para o receptor secretagogo de GH (GHS-R). 

Estudos em modelos animais indicam que esse hormônio desempenha importante papel 

na sinalização dos centros hipotalâmicos que regulam a ingestão alimentar e o balanço 

energético
 
(Nakazato et al.,2001). Recentes estudos com roedores sugerem que a 

grelina, administrada perifericamente ou centralmente, independentemente do GH, 

diminui a oxidação das gorduras e aumenta a ingestão alimentar e a adiposidade
 

(Ukkola & Poykoo,2002). Assim, esse hormônio parece estar envolvido no estímulo 

para iniciar uma refeição. Sabe-se ainda que os níveis de grelina são influenciados por 

mudanças agudas e crônicas no estado nutricional, encontrando-se elevados em estado 

de anorexia nervosa e reduzidos na obesidade
 
(Rosicka et al.,2003; Tschop et al.,2000; 

Leidy et al.,2004). 
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 Conhece-se estar a leptina envolvida em efeitos nociceptivos e a grelina, bem 

como as orexinas A e B, em efeitos antinociceptivos. Alguns estudos admitem a 

hipótese de que a diminuição da susceptibilidade à dor em animais ou humanos magros 

possa ser induzida pelo aumento da atividade endógena de grelina, ou que o aumento na 

susceptibilidade à dor em animais ou humanos obesos possa ser induzido por 

diminuição da atividade endógena de grelina (Guneli et al.,2010). 

A grelina poderia levar a uma inibição da expressão de citocinas pró-

inflamatórias induzidas pela leptina, como o TNF-α, a Il-1β e a IL-6. Estes dados 

sugerem a existência de uma rede reguladora recíproca pelo qual a grelina e a leptina 

controlam a ativação de células imunes e a inflamação. Além disso, a grelina também 

exerce potentes efeitos anti-inflamatórios (Dixit et al.,2004). 

Foram avaliados os efeitos da administração central de grelina no 

desenvolvimento da hiperalgesia inflamatória e no edema induzido pela injeção I.Pl. de 

Cg em ratos. A grelina central (4 µg por animal i.c.v.), administrada 5 minutos antes da 

Cg, reverteu a hiperalgesia mecânica e inibiu o edema de pata induzidos pela Cg. Os 

efeitos anti-hiperalgésico e antiedematoso da grelina foram revertidos pelo naloxone 

(10µg/rato i.c.v.), indicando que a grelina poderia exercer uma função inibitória na dor 

inflamatória através da interação com o sistema opióide central (Sibilia et al.,2006).  

Entretanto, o papel funcional da grelina na regulação da resposta imune 

permanece indefinido. 

1.5 Opióides endógenos 

A interrelação entre opióides endógenos ou endorfinas, resposta à dor, obesidade e 

comportamento alimentar têm sido descritos na literatura. A resposta à dor, examinada 

em um modelo de obesidade induzida por dieta palatável, com alto conteúdo de 
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gorduras insaturadas, mostrou serem os obesos menos sensíveis ao estímulo doloroso, 

consistente com um aumento de opióides endógenos na obesidade (Ramzan et al.,1993). 

Curvas dose/resposta para a analgesia por morfina indicam que esta substância é 

menos potente em ratos Zucker obesos que em ratos magros, o que sugere um defeito 

no sistema opióide endógeno destes animais obesos (Roane & Porter,1986). 

Os opióides endógenos provavelmente contribuem para a hiperfagia, obesidade e 

hiporesponsividade dos hormônios esteróides ovarianos em ratas obesas Zucker, 

testadas com antagonista de receptor opióide, naltrexone (Marin-Bivens & Olster,1999). 

As mudanças endócrinas ocasionadas pelo estado inflamatório crônico 

característico da obesidade parecem abranger aspectos fisiopatológicos que poderiam 

desencadear mudanças comportamentais e fisiológicas em humanos e animais 

experimentais, levando a um aumento ou diminuição no limiar de dor. Por esta razão, 

torna-se importante avaliar as respostas nociceptiva e inflamatória de animais, 

alimentados com dieta hipercalórica, em relação aos animais alimentados com dieta 

padrão, frente a estímulos térmicos e químicos, após aplicação intraplantar de Cg, a fim 

de se verificar as diferenças no perfil nociceptivo e inflamatório destes animais.  
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2   OBJETIVOS 

2.1 GERAL  

Investigar e caracterizar as alterações nociceptivas e inflamatórias agudas, em 

ratos com obesidade induzida por dieta hipercalórica (grupo HD), comparando-as aos 

ratos com dieta padrão (grupo CD).  

2.2 ESPECÍFICOS 

I – Avaliar ansiedade e atividade motora voluntária entre os grupos HD e CD, através de 

testes de comportamento Labirinto em Cruz Elevado e Campo Aberto; 

II – Investigar se há alterações basais de nocicepção do grupo HD em relação ao grupo 

CD, através do teste de Retirada de Cauda;  

III – Investigar as diferenças de nocicepção basal e hiperalgesia térmica, após aplicação 

I.Pl. de Cg, no teste de Placa Quente; 

IV - Avaliar as diferenças na hipernocicepção mecânica entre os grupos HD e CD, 

submetidos à aplicação I.Pl.de Cg, através do teste Von Frey eletrônico; 

V – Investigar as respostas inflamatórias entre os grupos HD e CD, na avaliação do 

Edema de Pata por Pletismometria; 

VI – Analisar parâmetros metabólicos, como Índice de Lee, glicemia de jejum, 

triglicerídeos e proteínas séricas; 

VII – Avaliar as gorduras perigonadal e retroperitoneal para caracterização da obesidade 

experimental. 
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3   MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Animais experimentais:  

Foram utilizados 80 ratos machos da linhagem Wistar, provenientes do biotério da 

Universidade Federal de Alfenas, com 4 semanas de vida, com pesos variando entre 

150-200gr, mantidos em número de 2 animais por caixa, sob ciclo claro/escuro de 12 

horas, sob condições de temperatura controlada (22±2°C). Os animais da amostra foram 

alimentados, a partir da quarta semana de vida, por um período de 16 semanas, sendo 

que quarenta (n=40) receberam ração industrial balanceada (NUVITAL,NUVILAB-

CR,PR,Brasil) e água ad libitum.  Os animais que tiveram obesidade induzida (n=40) 

foram tratados como se segue: 

3.2 Indução de obesidade:  

Os animais receberam, após quatro semanas de vida, alimentação composta por ração 

industrial moída (51.4%), leite condensado (33%), açúcar (7%) e água (8.6%) durante 

16 semanas (Lima et al.,2008). A ração moída foi preparada com a própria ração 

comercial (NUVITAL – BR), adicionada aos outros ingredientes e confeccionada em 

peletz no laboratório de Nutrição da Universidade Federal de Alfenas e mantida em 

freezers apropriados. O ganho de peso corporal, em ambos os grupos, foi medido 

quinzenalmente, durante o período experimental. O controle da ingestão, tanto no 

grupo HD quanto CD, foi também analisado por um período de 24 h, quinzenalmente. 

O Indice de Lee foi usado para confirmação da obesidade, consistindo na raiz cúbica do 

peso corporal em gramas dividido pela medida do comprimento naso-anal x 10 (Lee, 

1929) e realizado ao final da indução de obesidade (idade: 20 semanas). Ainda na 

caracterização da obesidade experimental, foram excisadas e pesadas as gorduras 

perigonadal e retroperitoneal em ambos os grupos. 
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3.3 Labirinto em Cruz Elevado:  

O Labirinto em cruz elevado é um modelo animal validado do ponto de vista 

farmacológico, bioquímico e comportamental como teste de ansiedade no rato (Pellow; 

Chopin; File & Briley, 1985). Sua funcionalidade como modelo animal de ansiedade 

baseia-se na atividade exploratória espontânea e na aversão natural do animal pelos 

braços abertos. O número de entradas e tempo gasto nos braços abertos são usados 

como indicadores inversamente relacionados à ansiedade (Pellow et al., 1985; Hogg, 

1996): quanto mais intensa a exploração dos braços abertos, menor a ansiedade. Várias 

manipulações são capazes de alterar o comportamento do rato neste teste, observando-

se aumentos seletivos da exploração nos braços abertos após administração de 

anseolíticos, como clordiazepóxido e diazepan (Pellow et al., 1985). O aparato 

constitui-se de dois braços abertos (50 x 10 cm) e dois braços fechados (50 x 10 x 40 

cm) com um teto aberto, colocados de tal forma que os braços abertos e fechados ficam 

dispostos perpendicularmente, suspensos a uma altura de 50 cm do assoalho da sala. Ao 

início do experimento, os animais são colocados, um por vez, no centro do labirinto, 

com a cabeça voltada para um dos braços fechados e filmados, durante 5 minutos cada 

um. Após a filmagem, os dados foram analisados, sendo registradas variáveis 

comportamentais apresentadas pelos animais dos grupos HD e CD, que incluíam a 

porcentagem de entradas nos BFs, a porcentagem de entradas nos BAs, o número total 

de entradas e o tempo gasto nos BAs do aparato. Uma entrada era registrada quando o 

animal colocava todas as quatro patas dentro de um dos braços. È importante ressaltar 

que os animais deste estudo foram avaliados quanto à ansiedade apresentada em 

condições basais, sem aplicação de quaisquer patógenos. 
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3.4 Campo Aberto: 

O teste do Campo aberto (do inglês, Open field), é um modelo animal que consiste em 

colocar um animal dentro de uma grande câmara vazia e desconhecida, geralmente 

circular e dividida em quadrantes. Uma vez dentro do campo, a atividade do animal é 

registrada, através de linhas dispostas no assoalho da câmara, contando-se o número de 

vezes que tais linhas são cruzadas durante o teste. Tem por finalidade avaliar a atividade 

exploratória e a tendência do animal em preferir o centro à periferia do CA e também 

contar o número de rearings (exploração do ambiente pelo animal, que fica sobre as 

patas traseiras). Quando o animal apresenta baixa atividade motora e grande preferência 

pela periferia, diz-se que esses animais apresentam níveis elevados de ansiedade. 

Observa-se que uma baixa atividade motora frequentemente indica uma reação de medo 

do animal. Ratos com medo apresentam um comportamento tigmotáxico, ou seja, eles 

procuram não se aventurar para longe das paredes da câmara, além de evitarem ficar 

sobre as patas traseiras e explorarem o ambiente ou se limparem. Os ratos apresentam 

tal comportamento de medo quando introduzidos num campo aberto desconhecido. Este 

comportamento irá diminuir à medida que o animal se familiarize com a caixa (Archer, 

1973). Os animais dos grupos HD e CD foram colocados, um por vez, no centro da 

arena e filmados por 5 minutos, quanto ao número de crossings na periferia e no centro, 

número total de crossings, número de crossings no centro/total de crossings (efeito 

antitigmotático) e o número de rearings. Também neste estudo, os animais dos dois 

grupos foram testados em seu estado basal, sem aplicação de quaisquer patógenos.  

3.5 Teste de Retirada de cauda (Tail Flick test): 

O teste de Retirada de Cauda avalia a nocicepção térmica manifesta por reflexo de 

retirada da cauda, podendo ser realizado em ratos ou camundongos. Ratos pesando entre 
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100 e 200 g são colocados no aparelho com os dois terços inferiores da cauda sobre um 

filamento aquecido, e o tempo que os animais levam para retirar a cauda após a 

aplicação do estímulo térmico é cronometrado. Foram avaliados os animais do grupo 

HD e CD e foram feitas três medidas-controle em intervalos de 30 minutos. Por meio 

dessas medidas se estabeleceu o tempo de “cut-off” (máximo de permanência da cauda 

sobre o filamento), calculado como sendo de aproximadamente 3 vezes o valor médio 

da 2ª medida-controle. Adotou-se, porém, um cut-off de 15s, devido a lesões causadas 

na cauda quando exposta a um tempo superior a este. A primeira leitura-controle tem o 

objetivo de adaptação dos animais ao ensaio. A segunda leitura-controle é utilizada para 

exclusão do ensaio animais que possuem período de latência superior a 7,9s, sendo 

considerada a resposta-controle do tempo zero.  Os animais de ambos os grupos foram 

avaliados quanto à latência e à temperatura para o reflexo de retirada da cauda (Kuraishi 

et al.,1983). 

3.6 Teste da Placa Quente:  

O modelo da Palca Quente (PQ) é um dos testes termo-algesimétricos comumente 

utilizados para investigação de nocicepção e analgesia em roedores. Este método foi 

originariamente descrito por Woolfe e MacDonald (1944) e sofreu modificações para 

aumento da reprodutibilidade e adequação (Eddy e Leimback,1953; Handwerker,1983; 

Hunskaar et al.,1986). A técnica consiste na colocação individual do animal em caixa 

acrílica transparente, com piso de alumínio de espessura constante (2 mm). Após 

período de ambientação (± 1 min), suficiente para que o animal cesse a exploração do 

ambiente, o fundo de alumínio da caixa é aquecido à temperatura de 50ºC. Neste 

momento, é disparado um cronômetro digital para contagem do tempo de latência (em 

décimos de segundos). Decorridos alguns segundos, o estímulo térmico torna-se 

aversivo e os animais reagem com um padrão consistente de comportamento. A 
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observação destas respostas determina o final do teste. Parte da confiabilidade deste 

teste reside no fato de que estes comportamentos raramente são manifestados pelo 

animal na ausência do estímulo térmico (Eddy et al., 1950). O limiar nociceptivo foi 

avaliado pelo tempo de permanência na PQ até o aparecimento de uma das seguintes 

respostas características do animal: troca de apoio dos pés como um “sapateio”, o 

animal "agita" ou lambe a pata injetada.  O limiar nociceptivo (valor basal) é 

considerado como 1º episódio de resposta ao calor e é obtido antes de qualquer 

procedimento ou da injeção de Cg. Lavich e cols. (2005) descreveram em seu estudo 

que doses baixas de agentes nociceptivos como a Cg são capazes de reduzir o tempo 

para a retirada da pata, permitindo avaliação reprodutível da hiperalgesia inflamatória. 

Também foram obtidos os valores na 1ª e 3ª horas após injeção I.Pl. de Cg ou veículo, 

tanto nos animais com obesidade induzida quanto nos animais não obesos. Reduções no 

tempo de permanência basal, observadas nos diferentes tempos após a injeção de Cg 

foram tomadas como indicativo do desenvolvimento da hiperalgesia inflamatória. A 

medida da hipernocicepção pode ser definida como a redução no tempo de latência para 

o aparecimento de uma resposta motora após a exposição da região inflamada ao 

estímulo térmico. Alterações no perfil temporal destas reduções foram interpretadas 

como um efeito pró ou antinociceptivo (redução ou aumento do tempo de permanência, 

respectivamente). O tempo de 180 minutos foi escolhido por ser suficiente para a 

indução de respostas próximas à resposta máxima, conforme dados obtidos em 

experimentos anteriores (Savernini, 2006). 

3.7 Teste de Nocicepção mecânica de Von Frey eletrônico:  

Avalia a sensibilidade cutânea ao estímulo mecânico, usando-se uma série de filamentos 

calibrados de diferentes diâmetros e capazes de fornecer pressões variadas, sendo que o 

de maior diâmetro e resistência promove maior pressão sobre a superfície cutânea 
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aplicada (Asfaha et al.,2002). No método eletrônico, um transdutor de pressão acoplado 

a uma ponteira de calibre fixo possibilita o registro da força necessária para a resposta 

comportamental (Vivancos et al.,2004). No teste, cada rato é alocado individualmente 

em uma câmara acrílica com fundo composto de uma grade metálica onde foram 

habituados por 15 minutos antes do teste. A ponta do transdutor é pressionada de 

encontro à região subplantar da pata posterior do animal, de modo que a pressão 

exercida seja lentamente aumentada e se registre a força necessária para a reação de 

retirada ou flinching do membro estimulado. Foi empregada carragenina (100 mg) 

dissolvida em salina estéril (10ml) na dose de 50 µl na região subplantar da pata direita, 

para indução de hipernocicepção mecânica. O cálculo da intensidade de 

hipernocicepção (variação limiar nociceptivo) é obtido pela diferença entre o valor da 

hora basal, sem aplicação de qualquer substância e os valores na 1ª e 3ª horas após 

aplicação I. Pl. Cg ou salina. As medidas foram realizadas pelo mesmo examinador, 

aumentando a confiabilidade da avaliação. 

3.8 Método de avaliação do edema inflamatório através da Pletismometria:  

A injeção intraplantar de Cg na pata de ratos ou camundongos induz aumento 

progressivo de volume da pata injetada. Este edema é proporcional à intensidade da 

resposta inflamatória. A resposta inflamatória induzida pela Cg atinge um pico em torno 

da 5ª hora pós-injeção e é modulado por inibidores específicos da cascata inflamatória, 

entre os quais as drogas anti-inflamatórias não esteroidais (DAINEs), como a 

indometacina (Morris, 2003). A fim de se verificar o aumento do volume da pata 

provocado pela injeção de Cg, nos grupos HD e CD foi usado um Hidropletismômetro, 

aparelho que consiste de duas câmaras transparentes, ligadas em um sistema de vasos 

comunicantes. A pata do animal é submersa até a articulação tíbio-társica, em uma 

cubeta (primeira câmara) preenchida com uma solução salina contendo Extran 1% para 
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reduzir a tensão superficial. O deslocamento de volume causado pela imersão da pata é 

registrado por eletrodos de fluxo iônico localizados em um compartimento anexo e 

comunicante com a cubeta (segunda câmara). Este registro é convertido para volume 

(unidade=0,1ml) e lido no monitor digital do aparelho. O cálculo do edema de pata é 

obtido pela diferença entre o volume da hora basal, sem Cg e o volume da pata 

inflamada 1, 2, 3 e 4 h após aplicação I. Pl. de Cg. As medidas foram realizadas pelo 

mesmo examinador, aumentando a confiabilidade da avaliação. 

3.9 Dosagem glicemia de jejum, triglicerídeos e proteínas no plasma:  

Os animais de ambos os grupos foram decapitados e tiveram seu sangue colhido em 

tubetes com anticoagulante heparina (50 a 100μl), centrifugados a 3000 rpm por 15 

minutos e congelados (-20ºC), até o momento das análises. A glicemia e os 

triglicerídeos foram dosados pelo método enzimático-colorimétrico e a proteína sérica 

pelo método colorimétrico. 

3.10 Excisão e pesagem tecido adiposo branco: 

Após a decapitação e coleta sanguínea, as gorduras perigonadal e retroperitoneal dos 

animais dos grupos HD e CD foram excisadas, lavadas em solução salina (0.9%) e 

imediatamente pesadas, para caracterização da obesidade experimental. 

3.11 Drogas utilizadas:  

Foram usadas Carragenina (100 mg) dissolvida em salina estéril apirogênica (10ml), na 

dose de 50 µl na região subplantar da pata direita e solução salina estéril como veículo, 

nos animais controle, também na dose de 50 µl, na região subplantar. 
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4   ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados obtidos foram apresentados como média e erro padrão da média e 

analisados considerando-se, dentro de cada protocolo, sempre a coerente relação entre 

os grupos experimentais e seus respectivos controles. Os dados foram confrontados 

através dos testes estatísticos indicados para cada protocolo, como a Análise de 

Variância (ANOVA) seguida de pós-teste de Tukey para 3 ou mais médias e o teste de t-

Student ou Mann-Whitney para 2 médias, quando indicado. Sempre que necessário, foi 

adotada ferramenta estatística adequada ao processo de análise. Foram considerados 

estatisticamente diferentes grupos analisados em que p<0,05. 
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5   RESULTADOS 

 

5.1 Valores nutricionais da dieta hipercalórica e da dieta padrão 

 

 A quantidade de calorias (Kcal/100g) e a composição centesimal, tanto da ração 

comercial NUVITAL (NUVILAB-CR,PR, BRASIL), quanto da ração hipercalórica é 

mostrada abaixo, no Quadro 1. A ração hipercalórica preparada foi efetiva em induzir 

obesidade em 37 dos 40 animais submetidos a ela, ou seja, 92.5% dos animais que 

tiveram indução de obesidade conseguiram um ganho de peso até 20% superior aos 

animais que não tiveram obesidade induzida. 

 

 

Valores nutricionais                             CD                          HD 

 

Calorias (Kcal/100g)                          332                        350,86 

 

Carboidratos                                      57.5%                   62.03% 

 

Proteínas                                             22%                      16.93% 

 

Lipídeos                                                 4%                       3.86% 

 

Água                                                    12%                      11.23% 

 

Matéria mineral                                 10%                       5.74% 

 

 

Quadro 1 – Quantidade de calorias (Kcal/100g) e composição centesimal da dieta 

padrão (CD) e da dieta hipercalórica (HD), administrada a partir da quarta 

semana de vida, por 16 semanas. 

 

5.2 Peso corporal e ingestão 

 

 O ganho de peso corporal foi maior no grupo que recebeu dieta hipercalórica, 

em relação à dieta padrão, sendo esta diferença significantemente maior a partir da 8ª 



39 
 

semana de vida, intensificando-se nas semanas seguintes, como mostrado na figura 1.   
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Figura 1 – Ganho de peso corporal em gramas, nos grupos CD (n=10) e HD (n=10), 

iniciando-se na 4ª até a 20ª semana de vida. (*) Representa diferença estatística 

quando comparado ao valor correspondente do grupo controle *p<0.05 

**p<0.01***p<0.001 Unpaired t-test 

 

A ingestão alimentar dos animais foi avaliada por um período de 24 h, 

quinzenalmente, durante as 20 semanas de vida, a partir da 4ª semana. A ingestão da 

ração hipercalórica foi maior do que a ração padrão, a partir da 8ª semana, tornando-se 

ainda maior da décima à décima oitava semanas de vida, decaindo na vigésima semana, 

como mostra a Figura 2. 
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Figura 2 – Ingestão alimentar em gramas no grupo HD (n=10) comparada ao 

grupo CD (n=10). Dados da ingestão foram avaliados por 24 hs, quinzenalmente, 

iniciando-se na 4ª até a 20ª semana de vida. (*) Representa diferença estatística 

quando comparado ao valor correspondente do grupo controle *p<0.05 ***p<0.001 

Unpaired t-test 

 

5.3 Índice de Lee e parâmetros metabólicos 

 

Os parâmetros metabólicos analisados, como glicemia de jejum (mg/dL), 

triglicerídeos (mg/dL) e proteínas plasmáticas (g/dL), juntamente com o Índice de Lee 

são mostrados no Quadro 2. Todos os parâmetros foram significantemente diferentes no 

grupo HD em comparação ao grupo CD, exceto a dosagem de proteína plasmática, que 

foi semelhante entre os grupos.  

 

               grupo controle               grupo hipercalórico  

Índice Lee               3.230 ± 0.0307               3.377 ± 0.0361***  

Glicose (mg/dL)               101.00 ± 3.41               132.00 ± 10.80**  

Triglicerídeos (mg/dL)                75.15 ± 8.49               180.60 ± 25.36**  

Proteína (g/dL)                  6.56 ± 0.17                      6.26 ± 0.25   
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Quadro 2 – Parâmetros metabólicos, representados pelo Índice de Lee, glicose, 

triglicerídeos e proteínas, nos grupos CD e HD, analisados após 16 semanas de 

dieta. (*) Representa diferença estatística quando comparado ao valor 

correspondente do grupo controle **p<0.01 ***p<0.001 Unpaired t-test 

 

Na figura 3, é mostrada a diferença no Índice de Lee, entre o grupo CD (n=10) e 

o grupo HD (n=10), após 16 semanas de dieta. 
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Figura 3 – Índice de Lee, após 16 semanas de dieta, nos animais dos grupos HD e 

CD. (*) Representa diferença estatística quando comparado ao valor 

correspondente do grupo controle ***p<0.001 Unpaired t-test 

5.4 Peso das gorduras perigonadal e retroperitoneal 

 

Com 20 semanas de idade, os animais de ambos os grupos foram decapitados e o 

TAB, representados pela gordura perigonadal e retroperitoneal, foram excisados, 

lavados em solução salina a 0.9% e pesados. Conforme Figura 4, os ratos que tiveram 

obesidade induzida (n=7) apresentaram maior peso, tanto da gordura perigonadal quanto 

retroperitoneal, em relação ao grupo sem indução de obesidade (n=8). 
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Figura 4 – Peso em gramas do tecido adiposo branco, nos grupos HD e CD, após 16 

semanas de dieta. (*) Representa diferença estatística quando comparado ao valor 

correspondente do grupo controle ***p<0.001 Unpaired t-test 

 

5.5 Teste Labirinto em Cruz Elevado 

O teste LCE não apresentou diferença estatisticamente significante entre os 

grupos. Os animais foram avaliados quanto ao % de entradas nos BFs (Fig 5a), % de 

entradas nos BAs (Fig 5b), número total de entradas nos braços fechados e abertos (Fig 

5c) e tempo de permanência nos braços abertos do aparato (Fig 5d). 
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Figura 5a – Porcentagem de entrada nos BFs do LCE nos grupos HD e CD (n=6 

cada). Mann Whitney test 
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Figura 5b – Porcentagem de entrada nos BAs do LCE nos grupos HD e CD (n=6 

cada). Mann Whitney test 
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Figura 5c – Número total de entrada nos BFs e BAs do LCE nos grupos HD e CD 

(n=6 cada). Mann Whitney test 
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Figura 5d – Tempo nos BAs do LCE nos grupos HD e CD (n=6 cada). Mann 

Whitney test 

5.6 – Teste do Campo Aberto 

 O teste CA foi realizado nos grupos HD e CD (n=6 cada). Os animais foram 

analisados quanto ao número de crossings na periferia (Fig 6a), crossings no centro (Fig 

6b) e o número total de crossings no aparato (Fig 6c). Foi  também analisado o efeito 

antitigmotático (crossings no centro/total de crossings) (Fig 6d) e o número total de 

rearings (Fig 6e). 
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Figura 6a – Número de crossings na periferia do CA dos animais dos grupos HD e 

CD. Mann Whitney test 
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Figura 6b – Número de crossings no centro do CA dos animais do grupo HD e CD 

Mann Whitney test 
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Figura 6c – Número total de crossings no centro e periferia do CA dos animais dos 

grupos HD e CD. Mann Whitney test 

0.000

0.025

0.050

0.075
CD

HD

C
e
n

tr
o

/t
o

ta
l 

e
n

tr
a
d

a
s

 

Figura 6d – Efeito antitigmotático no CA dos animais do grupo HD e CD. Mann 

Whitney test 
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Figura 6e – Número total de rearings no CA dos animais dos grupos HD e CD.  

Mann Whitney test 

5.7 Teste Retirada de cauda 

O teste de Retirada de cauda não apresentou diferença estatisticamente 

significante entre os grupos, tanto em latência (Figura 7a) quanto em limiar térmico 

(Figura 7b) para retirada da cauda do filamento aquecido do aparato.
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Figura 7a– Latência em segundos para retirada de cauda nos grupos HD e CD, 

após 16 semanas de dieta. Unpaired t-test 
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Figura 7b – Limiar témico em Cº para retirada de cauda nos grupos HD e CD, 

após 16 semanas de dieta. Unpaired t-test 

5.8 Teste Placa quente 

A nocicepção basal e a hiperalgesia térmica, 1h e 3hs após aplicação I.Pl. de 

salina ou Cg, foram avaliadas pelo método da PQ, em ambos os grupos. Conforme pode 

ser visto na Figura 8, tanto o grupo HD quanto o grupo CD apresentaram latência para 

retirada semelhante na avaliação da nocicepção basal. Na avaliação da hiperalgesia 

térmica, o grupo com obesidade induzida por dieta mostrou menor período de latência, 

em segundos, para reação ao aquecimento da placa que o grupo com dieta padrão, na 1ª 

hora pós-Cg (9.902±0.6921 e 12.69±0.6596, respectivamente), enquanto que na 3ª hora 

pós-Cg, a latência para reação foi ainda menor no grupo HD quando comparado ao 

grupo CD (8.317±0.5436 e 11.70±0.8769, respectivamente). 
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Fig 8 – Avaliação da nocicepção basal (hora zero) e da hiperalgesia térmica, 1h e 

3hs após aplicação I.Pl. de salina ou carragenina, nos grupos HD e CD (n=6 cada). 

(*) Representa diferença estatística quando comparado ao valor correspondente do 

grupo controle *p<0.05 **p<0.01 Unpaired t-test 
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5.9 Teste Von Frey 

 

 O teste Von frey foi realizado para avaliação da hipernocicepção mecânica, em 

ambos os grupos, avaliados na hora basal (zero hora), sem aplicação de Cg e após 1 e 3 

horas da aplicação I.Pl. de Cg ou salina, na pata posterior direita, para indução da 

hipernocicepção e inflamação. O cálculo da intensidade de hipernocicepção (variação 

limiar nociceptivo) é obtido pela diferença entre o valor da hora basal, sem Cg e os 

valores na 1ª e 3ª horas após aplicação I. Pl. Cg. ou salina. Os quatro grupos avaliados 

foram: grupos CD e HD com salina e grupos HD e CD com Cg. A figura 9a mostra as 

diferenças na intensidade de hipernocicepção entre os grupos, sendo que na 1ª e 3ª 

horas, o grupo HD com Cg mostrou maior intensidade de hipernocicepção, em relação 

ao grupo CD com carragenina. As figuras 9b e 9c mostram a intensidade de 

hipernocicepção, medida pelo aparato, separadamente na 1ª e 3ª hs, respectivamente, 

após aplicação Cg I.Pl. ou salina, na pata posterior direita dos animais. 
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Figura 9a – Avaliação mecânica da intensidade de hipernocicepção (∆ limiar 

retirada, em gramas) nos animais dos grupos HD e CD após 1 e 3 hs da aplicação 

I.Pl de Cg ou salina. (*) Representa diferença estatística quando comparado ao 

valor correspondente do grupo controle *p<0.05 ***p<0.001 Mann Whitney test 
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Figura 9b – Avaliação mecânica da intensidade de hipernocicepção 1 h após 

aplicação I.Pl. de Cg ou salina, nos animais dos grupos HD e CD. (*) Representa 

diferença estatística quando comparado ao valor correspondente do grupo 

controle. 

*p <0.05 comparado ao grupo salina  

#p <0.05 comparado ao grupo CD Mann-Whitney test 
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Figura 9c – Avaliação mecânica da intensidade de hipernocicepção 3 hs após 

aplicação I.Pl. de Cg ou salina, nos animais dos grupos HD e CD. (*) Representa 

diferença estatística quando comparado ao valor correspondente do grupo 

controle. 

*p <0.05 comparado ao grupo salina  

#p <0.05 comparado ao grupo CD 

Mann-Whitney test 
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5.10 Teste do Edema de Pata 

 

 O teste do Edema de Pata, medido através de um Pletismômetro, avaliou a 

magnitude do edema induzido pela aplicação I.Pl. de Cg, na pata posterior direita do 

grupo com dieta hipercalórica (HD) e no grupo com dieta padrão (CD), através do 

deslocamento de volume da pata submersa. Foram medidos os volumes deslocados na 

hora basal (zero hora) e nas 1ª, 2ª, 3ª e 4ª horas após Cg. O cálculo do edema de pata foi 

obtido pela diferença entre o volume da hora basal, sem carragenina e o volume da pata 

inflamada 1,  ,3 e 4 hs após aplicação I. Pl. de Cg. O grupo HD mostrou a partir da 1ª 

hora maior magnitude de edema inflamatório comparado ao grupo CD, com esta 

diferença acentuando-se a partir da 2ª e 3ª horas e tornando-se ainda maior na 4ª hora, 

como pode ser visto na Figura 10a. 
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Figura 10a – Variação do volume da pata 1, 2, 3 e 4 horas após aplicação I. Pl. de 

Cg nos animais dos grupos HD e CD. (*) Representa diferença estatística quando 

comparado ao valor correspondente do grupo controle. *p<0.05 **p<0.01 

***p<0.001 Unpaired t-test 
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6  DISCUSSÃO 

A dieta hipercalórica utilizada neste experimento foi efetiva em promover a 

obesidade em ratos. Esta conclusão baseia-se na maior ingestão e ganho de peso 

corporal em animais com dieta hipercalórica comparado aos animais com dieta padrão. 

A maior ingestão e o consequente ganho de peso foram provavelmente decorrentes da 

maior palatabilidade e da quantidade de calorias da dieta preparada comparada à dieta 

padrão.  Estas diferenças foram também comprovadas pela avaliação do Índice de Lee, 

o qual se apresentou maior no grupo HD. O ganho de peso induzido por dieta está de 

acordo com alguns estudos que utilizaram dietas hipercalóricas (Relling et al., 2006; 

Woods et al., 2003) e de cafeteria (Esteve et al., 1994; Sclafani & Springer, 1976). 

Além disso, os parâmetros metabólicos avaliados, como glicemia e triglicerídeos, 

mostraram-se maiores no grupo HD comparados ao grupo CD, resultados compatíveis 

com outros autores, onde os níveis de ácidos graxos livres e triglicerídeos no plasma de 

animais obesos foram significantemente maiores (124% e 424%, respectivamente) 

(Lima et al.,2008). O aumento do peso corporal está associado à co-morbidades 

conhecidas, como desequilíbrios na tolerância à glicose e resistência à insulina, na qual 

maiores concentrações de insulina são requeridas para manter a normoglicemia (Eckel 

et al., 2005; Wang et al., 2004). O ganho de peso corporal em razão da dieta 

hipercalórica está associado a várias co-morbidades, levando a um aumento da pressão 

arterial sistólica devido a fatores como ativação do sistema nervoso autônomo simpático 

(Barnes et al.,2003; Pausova,2006), maior atividade do sistema renina-angiotensina 

(Okere et al.,2006; Boustany-Kari et al.,2006; Fitzgerald et al.,2001), stress oxidativo 

(Pausova,2006), aumento dos ácidos graxos livres (Tripathy et al.,2003), insulina 

(Defronzo et al.,1975) e leptina (Ren,2004), todos sendo observados na obesidade. 
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Em razão das alterações metabólicas advindas do ganho de peso corporal, as 

quais poderiam levar a alterações nos níveis plasmáticos de diversas substâncias bio-

ativas, decidiu-se avaliar o nível de ansiedade nos animais do grupo HD comparando-os 

aos animais do grupo CD. Para isto, utilizou-se o teste de Labirinto em Cruz Elevado, 

sem aplicação de qualquer patógeno, nos grupos HD e CD, com o propósito de se 

avaliar a ansiedade nestes animais. Pelos resultados obtidos, não observamos quaisquer 

diferenças basais entre o grupo HD e o grupo CD, ou seja, a obesidade induzida pela 

dieta hipercalórica não produziu nestes animais alterações de comportamento 

significativas em relação aos animais com dieta padrão. Nossos resultados 

apresentaram-se diferentes de outros autores, em que ratos DIO (obesidade induzida por 

dieta) Fischer 344 mostraram maiores níveis de ansiedade e comportamento agressivo, 

devido aos níveis basais de corticosterona mais elevados que os animais magros em 

testes comportamentais (Buchenauer et al.,2009). 

No teste de CA, realizado após o teste do LCE,  os animais dos grupos HD e CD 

não apresentaram diferenças significativas entre eles, apresentando-se em condições 

semelhantes quanto à atividade exploratória e à capacidade motora. É importante 

lembrar que os animais testados não sofreram aplicação de quaisquer patógenos, sendo 

nosso objetivo a avaliação do comportamento dos animais em estado saudável, para que 

se verificassem as possíveis diferenças motoras entre os grupos. Embora não tenham 

sido encontradas diferenças basais importantes entre os grupos quanto à atividade 

motora exploratória, os animais obesos que sofrem indução de inflamação pela 

administração intraperitoneal de LPS poderiam apresentar comportamentos 

diferenciados dos animais controle, pois evidências recentes sugerem que a inflamação 

pode ser uma causa comum de muitas condições associadas à obesidade. A obesidade 

seria capaz de induzir mudanças na resposta inflamatória, levando os ratos machos com 
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obesidade induzida por dieta a exibirem febre maior e mais prolongada em resposta ao 

LPS (100µg/Kg), administrado intraperitoneal, em relação aos animais sem indução de 

obesidade (Pohl et al., 2009). 

Embora a obesidade possa causar alterações na resposta inflamatória  e no limiar 

nociceptivo, o mecanismo pelo qual isto ocorre não é bem conhecido. Mudanças 

endócrinas causadas pela obesidade podem ser responsáveis pelo aumento ou 

diminuição no limiar de dor. Ratos Zucker obesos (fa/fa) e magros (Fa/Fa) têm 

respostas diferenciadas à atuação de citocinas como a IL-1β e a IL-6, o que pode ser 

causado por mecanismos diferenciados de absorção e degradação destas substâncias 

entre os animais obesos e não obesos (Plata-Salamán et al.,1998).  

Em nossos resultados, observamos que no teste de Placa Quente, na avaliação da 

nocicepção basal, não houve diferença estatisticamente significante entre os grupos. 

Alguns autores observaram uma diminuição no limiar de dor na PQ em animais com 

indução de obesidade por dieta, na avaliação da nocicepção basal, diferentemente de 

nossos resultados (Buchenauer et al.,2009). Outros autores também relatam que o 

consumo de dietas altamente palatáveis aumenta a ingestão calórica e atenua a resposta 

de roedores à dor aguda e que, a infusão intra-oral de sacarose dobrou a latência de 

retirada ao calor (Blass et al., 1987). A resposta à dor, examinada em um modelo de 

obesidade induzida por dieta palatável, com alto conteúdo de gorduras insaturadas, 

mostrou serem os obesos menos sensíveis ao estímulo doloroso, consistente com um 

aumento de opióides endógenos na obesidade (Ramzan et al.,1993).  

São também conhecidos que fatores como espessura da pele e densidade de 

inervação podem afetar a sensibilidade à dor (Shir et al., 2001), o que pode explicar o 

menor limiar de dor encontrado por estes autores em animais obesos, os quais teriam 
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maior proteção pelo isolamento térmico, advindo da maior quantidade de tecido adiposo 

na pata destes animais.  

Na avaliação da hiperalgesia térmica, o grupo HD apresentou menor latência em 

segundos para reação que o grupo CD após aplicação intraplantar de Carragenina,  

quando comparado ao grupo CD com Cg, sendo que na 1ª hora a latência para reação no 

grupo HD foi significantemente menor (p<0.05) e na 3ª hora o período de latência foi 

ainda menor (p<0.01). Estes resultados validam a hipótese de que o estado inflamatório 

crônico característico da obesidade pode levar a uma resposta nociceptiva e inflamatória 

mais exacerbada, após a aplicação local de Cg, em decorrência das diversas mudanças 

endócrinas e metabólicas em animais com indução de obesidade. Há alterações nos 

níveis circulantes de citocinas pró-inflamatórias e hormônios endócrinos, os quais 

estariam atuando de maneira diferenciada na obesidade e perda de peso (Broberger, 

2002; Cowley et al., 2003). Além da atuação das citocinas, hormônios endócrinos 

relacionados à obesidade, como a leptina e a grelina, têm importantes funções na 

regulação do equilíbrio energético e de ingestão alimentar (Guneli et al., 2010).  

Por outro lado, nossos resultados no teste de RC não mostraram diferenças 

estatisticamente significantes entre os grupos, tanto em latência (seg) quanto em limiar 

térmico (Cº). Outros autores encontraram que ratos obesos apresentaram latência 

significantemente maior para retirada da cauda quando comparados aos animais 

controle e que esta menor sensibilidade ao estímulo térmico poderia estar relacionada à 

liberação de opióides endógenos na obesidade (Ramzan et al.,1993). Também em ratos 

espontaneamente hipertensos (SHRs) e ratos Wistar-Kyoto (WKYs), durante a ingestão 

de dietas palatáveis, houve aumento da latência para retirada da cauda. Aqui também foi 

sugerido que este tipo de dieta aumentaria os níveis de opióides em ambos SHRs e 

WKYs (Zhang et al., 1994). Divergências nas respostas ao estímulo térmico de retirada 
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de cauda podem ocorrer, uma vez que este reflexo não é puramente espinhal, 

envolvendo estruturas neurais em centros superiores e os mecanismos envolvidos nesta 

resposta não são ainda bem compreendidos (Le Bars et al., 2004). 

Quanto à sensibilidade à estimulação mecânica no teste Von Frey eletrônico, 

observamos que o grupo HD apresentou maior intensidade de hipernocicepção que o 

grupo CD, após injeção intraplantar de carragenina. A maior sensibilidade ao estímulo 

mecânico em animais com indução de obesidade comparados aos animais com dieta 

padrão, após aplicação de Cg, poderia ser decorrente das alterações nos níveis 

circulantes de citocinas pró-inflamatórias e outras substâncias bio-ativas,  além da 

ativação simpática e dos sistemas serotoninérgico e dopaminérgico envolvidos na 

ativação da resposta nociceptiva. Foi demonstrado em um modelo de hiperalgesia 

mecânica que a Cg induziu uma resposta derivada da liberação combinada de produtos 

da cicloxigenase e aminas simpaticomiméticas (Nakamura & Ferreira,1987). Também 

observamos que na avaliação do Edema de Pata após Cg, o grupo que recebeu ração 

hipercalórica mostrou maior magnitude de edema e inflamação, comparado ao grupo 

sem indução de obesidade. Este quadro inflamatório mais agudo nos animais obesos 

acompanha evidentemente o quadro de hipernocicepção mecânica mais exacerbada 

nestes animais. 

As respostas nociceptivas e inflamatórias mais intensas e a maior hiperalgesia 

térmica, após a aplicação de Cg, em animais que tiveram obesidade induzida 

comparadas aos animais sem indução de obesidade, reforçam a hipótese de que as 

alterações imunológicas e endócrinas provavelmente são diferenciadas nos animais que  

ganharam peso em decorrência do consumo de dieta hipercalórica, comparados aos 

animais não obesos, alimentados com dieta padrão, em razão da presença de fatores 

liberados pelo tecido adiposo, envolvidos nestas respostas. A inibição da produção e da 
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ação central e periférica de neurotransmissores e neuromoduladores parece constituir-se 

em alvo importante para o controle da dor inflamatória em humanos.  
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Podemos concluir que, as possíveis diferenças endócrinas e metabólicas 

ocasionadas pela obesidade induzida por dieta, levou os animais do grupo HD a 

sofrerem alterações nos perfis nociceptivo e inflamatório, tornando-os mais responsivos 

aos efeitos de agentes algogênicos, como a carragenina, nos testes de avaliação da 

nocicepção aguda e edema inflamatório. 

São ainda necessárias novas investigações que comprovem a relação entre o 

estado inflamatório crônico, proveniente da sobrecarga de tecido adiposo pelo consumo 

de dieta hipercalórica e as possíveis alterações nos quadros nociceptivo e inflamatório 

nestes animais e em humanos. 
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