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RESUMO 

RAMOS, J. K. N. Análise do impacto do consumo de dieta hiperlipídica associado ou não 

ao modelo de disfunção tireoidiana sobre o epitélio intestinal de camundongos adultos. 

2019. 43f. Dissertação (Mestrado em Fisiologia Humana) – Instituto de Ciências Biomédicas, 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2019. 

Introdução e objetivos: O consumo crônico de dieta hiperlipídica (HFD) provoca obesidade e 

causa inflamação sistêmica. No intestino grosso, a HFD promove inflamação e, em paralelo, 

diminui o conteúdo de proteínas de junção de oclusão (claudina 1 e ocludina), tornando o 

epitélio intestinal mais permeável aos produtos bacterianos, o que pode contribuir com a 

instalação da inflamação sistêmica. No intestino delgado, local de maior absorção dos 

componentes da dieta, a HFD promove redução da maioria dos transportadores de nutrientes, o 

que indica que o excesso de gordura na dieta afeta, também, o intestino delgado. Entretanto, 

não sabemos se a HFD promove uma inflamação local ou se afeta a expressão das proteínas de 

oclusão, o que comprometeria a integridade da barreira intestinal. Adicionalmente, os 

hormônios tireoidianos (HTs), em especial o T3, exercem efeitos de supressão da inflamação, 

o que pode contribuir para a integridade da barreira. Sendo assim, o nosso interesse é avaliar a 

expressão das proteínas de junção no intestino delgado de animais eu, hipo e hipertireoideos 

alimentados com HFD. Material e métodos: Para este estudo, utilizamos camundongos 

machos adultos da linhagem C57BL-6 que, a partir dos dois meses de idade, foram distribuídos 

em dois grupos experimentais: alimentados com dieta padrão (LFD) ou com dieta hiperlipídica 

(HFD). No final de 12 semanas, momento em que os animais estavam obesos, os animais 

receberam salina, T3 ou PTU por via subcutânea durante 30 dias consecutivos. No final do 

tratamento, os animais foram submetidos à eutanásia, o intestino removido e o epitélio separado 

da mucosa para análise da expressão gênica (mRNA) e do conteúdo proteico das proteínas de 

junção, por PCR em tempo real e western blotting, respectivamente. Resultados: Considerando 

a diversidade de proteínas de junção no epitélio do intestino delgado, optamos por avaliar a 

expressão gênica dessas proteínas apenas nos grupos dieta padrão e HFD para, a partir daí, 

avaliar o conteúdo das proteínas apenas para aquelas cujo mRNA foi alterado pela HFD. Nesse 

caso, foram avaliados os seguintes mRNAs: ZO-1, ZO-2, ZO-3, JAM-1, JAM-2, JAM-4, 

claudina 3, claudina 7, claudina 12, claudina 15 e ocludina (todos expressos no intestino 

delgado). Observamos que na condição de ingestão de HFD houve uma redução dos mRNAs 

de ZO-2 (p = 0,06) e ocludina (p = 0,05), com valor de “p” próximo do considerado estatístico. 

Com base nesses achados, realizamos a análise de western blotting para ZO-2 e ocludina nos 

animais alimentados com dieta padrão e HFD tratados com salina, T3 e PTU. Observamos 

aumento do conteúdo da ocludina e da ZO-2 (apesar da redução do mRNA) nos animais 

alimentados com HFD. O hipotireoidismo ou hipertireoidismo não afetou o conteúdo das 

proteínas. O hipertireoidismo foi confirmado por redução do mRNA do Tshb, aumento da 

ingestão alimentar, hipertrofia cardíaca e redução da gordura perigonadal. Já o hipotireoidismo 

foi confirmado pelo aumento da expressão do gene do Tshb. Conclusão: Apesar do conteúdo 

reduzido do mRNA da ZO-2 e da ocludina, observamos aumento dessas duas proteínas no 

intestino delgado, possivelmente, por um maior recrutamento desses mRNA para a síntese 

proteica. Dado a importância dessas proteínas para a adesão célula – célula, os nossos resultados 

sugerem que há uma possível diminuição da permeabilidade intestinal frente à ingestão de HFD, 

tornando o epitélio do intestino delgado menos frouxo.   

Palavras-chave: Dieta Hiperlipídica; Intestino Delgado; Proteínas de Junção; Hormônios 

Tireoidianos. 

 



 
 

ABSTRACT 

RAMOS, J. K. N. High-fat diet intake and its effects on the intestinal barrier of hypo and 

hyperthyroidism mice. 2019. 43f. Dissertation (Master degree in Human Physiology) - 

Institute of Biomedical Sciences, University of São Paulo, São Paulo, 2019. 

Introduction and aim: Chronic consumption of high-fat diet (HFD) causes obesity as well as 

systemic inflammation. In the large intestine, HFD promotes inflammation and, in parallel, 

decreases the content of occlusion junction proteins (claudin 1 and occludine), making the 

intestinal epithelium more permeable to bacterial products, which may contribute to the onset 

of systemic inflammation. In the small intestine, the main site of dietary compounds absorption, 

HFD promotes a reduction of the most nutrient transporters, which indicates that excess dietary 

fat also affects the small intestine. However, we do not know whether HFD promotes 

inflammation or affects occlusion proteins expression, which would damage the integrity of the 

intestinal barrier. Additionally, thyroid hormones (HTs), especially T3, exert inflammation 

suppression effects, which may contribute to barrier integrity. Therefore, we were attempted to 

evaluate the junction proteins expression in the small intestine of HFD-fed hypo and 

hyperthyroid mice. Material and methods: For this study, we assorted 2-years-old male 

C57BL-6 mice into two experimental groups: standard diet (LFD) or high-fat diet (HFD). After 

12 weeks of HFD feeding, mice received subcutaneous saline, T3 or PTU for more 30 days. At 

the end of the treatment (PTU and T3), animals were euthanized, intestines were removed and 

epithelium was separated from the mucosa and submitted to analysis of gene expression 

(mRNA) and protein content of the junction proteins by real time PCR and western blotting, 

respectively. Results: Considering several junction proteins in the small intestine epithelium, 

we chose to evaluate their gene expression only in the standard diet and HFD groups and, from 

there, evaluate the protein content for those whose mRNA was altered by HFD. The following 

mRNAs were evaluated: ZO-1, ZO-2, ZO-3, JAM-1, JAM-2, JAM-4, claudin 3, claudin 7, 

claudin 12, claudin 15 and occludine (all expressed in small intestine). We observed that HFD 

promoted a reduction of ZO-2 (p = 0.06) and occludine (p = 0.05) mRNAs, with a value of “p” 

near to that considered statistical. Based on these findings, we performed western blotting for 

ZO-2 and occludine in animals fed LFD and HFD plus saline, T3 and PTU. We observed an 

increase of occludine and ZO-2 content (despite a reduction of their mRNAs) in HFD-fed mice. 

Hypothyroidism or hyperthyroidism did not affect protein content. Hyperthyroidism was 

confirmed by reduction of Tshb mRNA, high food intake, cardiac hypertrophy and reduction 

of perigonadal fat. Hypothyroidism was confirmed by increased Tshb gene expression. 

Conclusion: Despite of reduced content of ZO-2 mRNA and occludine, we observed an 

increase of these two proteins in the small intestine, possibly due to a higher recruitment of 

these mRNAs for protein synthesis. Given the importance of these proteins for cell-to-cell 

adhesion, our results suggest a possible decrease of intestinal permeability after HFD intake, 

which lead to the epithelium less loose. 

 
Keywords: High-fat diet; Small intestine; Junction proteins; Thyroid hormones. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Aspectos funcionais do trato gastrointestinal: ênfase no intestino delgado 

O trato gastrointestinal (TGI) é formado por várias estruturas: boca, faringe, esôfago, 

estômago, intestino delgado e intestino grosso. O intestino delgado, principal local de absorção 

dos nutrientes, possui uma área de superfície aumentada por vilos e microvilos e é constituído 

por um epitélio simples, com células justapostas, conectadas umas às outras por proteínas de 

junção de oclusão.  Os tipos celulares localizados no epitélio intestinal são os enterócitos 

(células absortivas), células-tronco, Paneth, caliciformes, enteroendócrinas, entre outras 

(SNOECK et al., 2005).  

O processo de absorção ocorre por via paracelular e transcelular.  O transporte 

paracelular é limitado por proteínas de oclusão, por ex. claudinas e ocludina, que formam uma 

verdadeira barreira que impede a passagem de macromoléculas da luz do TGI para o interstício-

vascular.  Na ausência das proteínas de oclusão (claudinas e ocludina), ocorrem três defeitos 

significativos: 1) diminuição da absorção por via transcelular; 2) aumento da secreção de 

solutos e água, provocando diarreia; 3) aumento da absorção de macromoléculas com potencial 

inflamatório (BARMEYER et al., 2015; PFANNKUCHE & GABEL, 2008; HWANG et al., 

2013). 

Já o transporte transcelular é altamente seletivo e depende de várias proteínas 

transportadoras localizadas na membrana apical dos enterócitos. Por exemplo, o transporte dos 

carboidratos é feito pelo SGLT1, GLUT2, GLUT5, o transporte dos peptídeos é feito pelo 

PEPT1, cuja atividade depende do trocador sódio/hidrogênio (NHE), enquanto o transporte de 

lipídios envolve diversas proteínas, tais como FAT/CD36, FABPpm, FATP4 e NPC1L1 

(LOSACCO et al., 2018). Convém ressaltar que não está claro como essas proteínas medeiam 

à entrada de lipídios digeridos, mas pode ser que haja uma integração entre difusão simples e 

difusão facilitada. 

 

1.2 Aspectos gerais da obesidade 

A organização mundial de saúde (OMS) reconhece a obesidade como um problema de 

saúde pública, pois está associada com a instalação de várias doenças crônicas não 

transmissíveis, tais como as doenças cardiovasculares (infarto e acidente vascular encefálico) e 

doença metabólica (Diabetes mellitus) que, no seu conjunto, comprometem a qualidade de vida 

e aumentam os custos médicos (VECCHIÉ et al., 2018; BOLES et al., 2017). Portanto, são 

necessárias políticas de saúde pública direcionadas ao controle da obesidade, o que exige 
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estudos/pesquisas, principalmente porque, para intervir, precisamos entender primeiro quais 

são as alterações fisiológicas induzidas pelo consumo crônico de uma dieta hipercalórica.  

Entende-se por obesidade o excesso de gordura corporal ou aumento da adiposidade, 

determinada pelo cálculo matemático do índice de massa corporal (IMC) que pode ser calculado 

a divisão do peso do indivíduo pela sua altura ao quadrado e indica se o indivíduo está ou não 

com peso ideal (APOVIAN, 2016). Entretanto, essa equação não é muito adequada porque os 

valores obtidos podem ser superestimados, uma vez que o IMC não faz distinção entre massa 

adiposa e massa muscular (GÜNGÖR, 2014). 

A obesidade é uma condição multifatorial (ROGERO & CALDER, 2018) e, até o 

presente momento, não foi possível isolar os efeitos de um único fator devido à correlação entre 

eles (GÜNGÖR, 2014). Aproximadamente 30% da população mundial apresenta sobrepeso 

(IMC ≥ 25 kg / m2) e, nas condições do cenário atual, esses números tendem a aumentar ainda 

mais (ROGERO& CALDER, 2018), o que exige atenção das autoridades públicas para a 

elaboração e implementação de políticas de combate à obesidade. 

As interações de diferentes fatores como genéticos, comportamentais, metabólicos e 

ambientais podem ser favoráveis à instalação da obesidade em um indivíduo 

(ROGERO&CALDER, 2018; HEIANZA& QI, 2017). Poucas são as mutações de um único 

gene que tem a obesidade como causa específica. Um exemplo é a mutação de proteínas que 

pertencem à via de sinalização da leptina ou especificamente à mutação do receptor de leptina 

(WASIM et al., 2016). Cabe aqui ressaltar que a leptina é um hormônio liberado no período 

pós-prandial e que age em populações distintas de neurônios do núcleo arqueado, promovendo 

a saciedade e inibindo a fome (XU& XIE, 2016). Portanto, a inibição da ação desse hormônio 

pode levar ao quadro de hiperfagia e aumento da adiposidade (DI SPIEZIO et al., 2018). 

A obesidade é resultado de um desequilíbrio no balanço energético entre a ingestão 

alimentar e o gasto energético, e é potencializada pela inatividade física (NARCISO et al., 

2019) e pelas doenças endócrinas (KOKKORIS & PI-SUNYER, 2003). No que diz respeito às 

doenças endócrinas, podemos citar o hipotireoidismo, condição caracterizada pela redução dos 

hormônios tireoidianos e que afeta negativamente o metabolismo energético de maneira direta 

e indiretamente, levando ao aumento do peso corporal por aumento da adiposidade (AICELES 

& DA FONTE RAMOS, 2016; XIA et al., 2016; SANYAL & RAYCHAUDHURI 2016). Em 

relação à regulação indireta, a diminuição dos HTs leva à diminuição da expressão do mRNA 

do GH (VOLPATO & NUNES, 1994), que por sua vez, leva à diminuição da síntese e secreção 

do GH que é um hormônio que exerce ações catabólicas no tecido adiposo. Portanto, a carência 

do GH pode provocar o aumento da massa adiposa (MOLLER et al., 2003). 



15 
 

Em relação ao sedentarismo, em geral, a área urbana das grandes metrópoles prioriza e 

facilita a mobilidade por meio de veículos motorizados, de modo que, a mobilidade ativa, que 

envolve gasto energético, como caminhar ou pedalar, perderam espaço nessas áreas, o que, 

também, contribui com o aumento da obesidade (CASTRO et al., 2017). Dessa forma, 

comportamentos sociais voluntários como a compulsão alimentar e o sedentarismo são 

condições favoráveis ao aumento da obesidade e suas comorbidades (HUANG et al., 2016). 

Vale a pena mencionar que, além de problemas físicos, cursa com a obesidade doenças 

mentais tais como a depressão, que é um motivo de muita preocupação na sociedade 

contemporânea devido a sua alta associação com o suicídio (JANTARATNOTAI et al., 2017; 

SCHACHTER et al., 2018). Essa relação entre a obesidade e a depressão pode se tornar mais 

intensa e perigosa devido ao preconceito e desinformação que relacionam o indivíduo obeso 

como alguém que sofre de gula e de preguiça, excluindo os diversos fatores supramencionados 

responsáveis pela gênese da obesidade. 

 

1.3 Obesidade, intestino e inflamação 

 O aumento da adiposidade está associado com o aumento sérico de citocinas pró-

inflamatórias, tais como interleucina -6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), 

secretadas pelos adipócitos e pelos macrófagos e que são transportadas por todo o organismo 

através da circulação (DENG et al., 2016). Portanto, outra característica da obesidade é o 

desenvolvimento da inflamação, caracterizada pelo aumento sérico de citocinas, chamada de 

inflamação sistêmica de baixo grau (CÂNDIDO et al., 2018), e que está diretamente envolvida 

com a etiologia de doenças crônicas não transmissíveis.  

 Outra questão relevante é que o desequilíbrio da microbiota intestinal (disbiose) devido 

ao alto consumo de dieta hiperlipídica pode aumentar a permeabilidade do epitélio do intestino 

grosso por redução de proteínas de junção, tais como claudina -1 e ocludina (KIM et al., 2012), 

de modo a permitir que substâncias presentes na luz do intestino passem livremente para o 

interstício e plasma, contribuindo com a inflamação sistêmica de baixo grau. Uma dessas 

substâncias é o lipopolissacarídeo (LPS), constituinte da parede bacteriana e que aumenta frente 

ao consumo de uma dieta hiperlipídica (ARAÚJO et al., 2017). Quanto mais LPS, maior a 

probabilidade de sua ligação com os receptores TLR-4 e indução da inflamação (Figura 1). De 

fato, o consumo de dieta hiperlipídica promove aumento da cicloxigenase tipo 2 (COX-2), 

óxido nítrico sintetase induzível (iNOS), do conteúdo fosforilado de IkB-quinase beta (IKKb) 

e ativação do fator nuclear kappa B (NF-kB), efeitos que sinalizam para um processo 

inflamatório no intestino grosso/cólon (KIM et al., 2012).   
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Figura 1. Ativação do fator de transcrição NF-κB. O LPS se liga ao receptor do tipo Toll-like 4 (TLR4) para 
induzir ativação do IKK que fosforila IκB, promovendo sua dissociação do complexo NF-κB. O NF-kB é liberado, 

migrando para o núcleo onde estimula a expressão de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-1β, IL-6, COX-2) e 

da óxido nítrico sintase indutível (iNOS). FONTE: (ROGERO, 2018). 

 

No que diz respeito ao intestino delgado, local onde a presença de bactérias, vírus e 

fungos é bem limitada (EL AIDY et al., 2015), o LPS não deve ser um fator importante na 

indução de uma possível condição inflamatória, contudo, não se pode descartar a ação de outras 

moléculas com potencial ou capacidade comprovada de se ligar aos receptores que ativam vias 

de inflamação, principalmente porque o TLR-4 está presente nos enterócitos (MANTANI et al., 

2011). Nesse sentido, sabe-se que os ácidos graxos saturados, um dos principais produtos 

gerados a partir da hidrolise da gordura da dieta, interage com receptores localizados em células 

de defesa ou em células que não fazem parte do sistema imune, acionando vias intracelulares, 

cujo resultado é o aumento de citocinas pró-inflamatórias (NORDE et al., 2017).  

Cabe salientar que a ativação do receptor do tipo Toll-like 4 (TLR-4) aumenta a 

expressão de citocinas pró-inflamatórias e que os ácidos graxos saturados, por exemplo, o ácido 

palmítico, é um ligante desse receptor, portanto com potencial inflamatório (HWANG et al., 

2016). Entretanto, não se sabe se o consumo de dieta hiperlipídica induz ou não inflamação no 

intestino delgado, o que precisa ser investigado, principalmente porque, em caso afirmativo, a 

inflamação pode afetar a expressão de proteínas de junção dos enterócitos, aumentando a 

permeabilidade do epitélio intestinal na sua porção proximal (jejuno). A ação inflamatória pode 

alterar a regulação da expressão/conteúdo dos transportadores dos produtos de hidrólise dos 
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macronutrientes (BARRENETXE et al., 2013; VAVRICKA et al., 2006) o que pode nos ajudar 

a entender parte dos nossos resultados, obtidos com animais alimentados com dieta 

hiperlipídica e que, de uma maneira geral, são caracterizados pela diminuição da maioria dos 

transportadores de nutrientes orgânicos (macronutrientes): carboidratos, lipídios e peptídeos no 

epitélio intestinal desses animais (LOSACCO et al., 2018). 

 

1.4 Fisiologia dos hormônios tireoidianos 

 Os hormônios tireoidianos (HTs) são essências para o crescimento e desenvolvimento 

de diversas estruturas orgânicas, por ex., sistema nervoso (SN), músculo esquelético e os 

intestinos, sendo assim essenciais no período intrauterino (PRÉAU et al., 2014; CASSAR-

MALEK et al., 2007; LAURENT& YUN-BO, 2000). No período pós-natal, os HTs exercem 

ações metabólicas, regulando o metabolismo dos carboidratos, lipídios e proteínas, além de 

ações regulatórias nos sistemas cardiovascular, respiratório, muscular esquelético, ósseo e 

digestório (MONDAL et al., 2016). 

 A biossíntese dos hormônios tireoidianos depende, essencialmente, de iodo proveniente 

da dieta, cuja ausência está associada com o hipotireoidismo. Na natureza, o iodo é encontrado 

principalmente em alimentos de origem marinha, mas para combater o bócio endêmico, que é 

uma condição que se estabelece por carência desse mineral, o iodo também é adicionado ao sal 

de cozinha (PEARCE et al., 2016). No trato gastrointestinal (TGI), por ação de bactérias, o iodo 

é reduzido a iodeto e é nesta forma que ele é absorvido no intestino delgado, principalmente, 

na porção do duodeno (YEAGER et al., 2017). Uma vez absorvido, o iodeto circula pelo corpo 

e, na tireoide, é captado pela proteína NIS (cotransportador Na+/I-) e utilizado na biossíntese 

dos HTs. 

Resumidamente, podemos dizer que a biossíntese dos HTs se processa da seguinte 

maneira, também ilustrado na figura 2: captação de iodeto pela NIS que utiliza o gradiente de 

sódio gerado pela Na+/K+ATPase; transporte do iodeto para o coloide (substância amorfa que 

ocupa a luz dos folículos tireoidianos); oxidação do iodeto, incorporação do iodo à molécula de 

tireoglobulina (Tg) formando monoiodotirosina (MIT) e diiodotirosina (DIT); acoplamento dos 

MITs com DITs ou DITs com DITs, formando triiodotironina (T3) e tetraidotironina/tiroxina 

(T4), respectivamente; absorção do coloide e secreção dos HTs pelas células foliculares.  Os 

processos de oxidação do iodeto, incorporação à Tg e acoplamento para formação do T3 e do 

T4 são catalisados pela tireoperoxidase (TPO), localizada na membrana apical das células 

foliculares. Convém salientar que a TPO é alvo de agentes farmacológicos, tais como o 
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metimazol e propiotiouracil/PTU. A síntese e a secreção dos HTs são reguladas pelo hormônio 

tireoestimulante (TSH) e pelo iodo (CARVALHO & DUPUY, 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Ilustração da biossíntese dos hormônios tireoidianos. Inicia-se com a captação do iodeto mediada 

pela NIS, seguido pelo transporte do iodeto para o coloide via pendrina. O iodeto é convertido a iodo e incorporado 

a tireoglobulina para formação do T3 e T4. Segue-se com a absorção do coloide contendo T3 e T4 e secreção para 

a circulação. FONTE: (CANGU et al., 2018). 

  

O T4 é o principal hormônio produzido pela tireoide, corresponde à cerca de 3/4, mas 

considerando que a afinidade do receptor nuclear dos HTs é maior para o T3 do que ao T4 e 

que as ações mais conhecidas dos HTs são mediadas pelo receptor nuclear, faz-se necessário à 

conversão do T4 à T3. Essa conversão é feita principalmente nos tecidos extra-tireoidianos por 

ação das enzimas desiodases do tipo 1, 2 e 3 (CHO et al., 2017). A desiodase1 (D1) é alvo 

farmacológico do PTU (TAUROG et al., 1995). 

 O mecanismo de ação dos HTs depende de receptores nucleares e extranucleares; 

contudo os efeitos mais discutidos na literatura são os dependentes da interação dos HTs com 

os receptores nucleares ilustrados na figura 3 (MONDAL et al., 2016). A partir da interação 

com os seus receptores, os HTs desencadeiam seus efeitos biológicos, tais como o controle do 

metabolismo energético, controle da temperatura corporal, crescimento e regulação de vários 

processos biológicos (ZHANG et al., 2017). 
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Figura 3. Ilustração da ação dos hormônios tireoidianos. No interior da célula, o T4 é convertido a T3 que se 

liga ao seu receptor nuclear, ativando ou reprimindo a expressão gênica. FONTE: adaptada de MONDAL et al, 

2016. 

Outra ação dos HTs é o controle do eixo hipotálamo-hipófise-tireoide para manutenção 

da concentração sérica dos HTs. Esse controle é feito por retroalimentação negativa (feedback 

negativo) e depende da inibição da secreção do hormônio liberador de tireotrofina (TRH) de 

origem hipotalâmica e da inibição da secreção do TSH de origem hipofisária (figura 4). Dessa 

forma, numa condição de diminuição dos HTs (hipotireoidismo) se observa ativação desse eixo, 

caracterizado pela elevação do RNAm que codifica o TSH, aumento da síntese do TSH e da 

sua secreção para a circulação, enquanto que o oposto ocorre na condição de excesso dos HTs 

(hipertireoidismo).  Existem outros hormônios que regulam o eixo hipotálamo-hipófise-

tireoide, tais como a somatostatina, leptina, cortisol, entre outros (ORTIGA-CARVALHO et 

al., 2016). 
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Figura 4. Controle do eixo hipotálamo-hipófise-tireoide. O TRH secretado pelo hipotálamo estimula a hipófise 

a secretar o TSH, que por sua vez, age na tireoide estimulando a síntese dos HTs. Os HTs secretados na circulação 

sistêmica inibem tanto a liberação do TRH quanto do TSH.  FONTE: (HAMNVIK et al, 2011).  

 

1.5 Os hormônios tireoidianos e o processo inflamatório 

 Os HTs, em especial o T3, exercem efeitos de supressão do processo inflamatório, mas 

os mecanismos responsáveis por essa supressão são pouco explorados. Sabe-se que proteínas 

desacopladoras (UCPs), tais como UCP-2 e UCP-3 atuam como antioxidantes, inibindo 

espécies reativas de oxigênio e que o T3 regula positivamente a expressão dos genes 

codificadores das UCPs, o que aumenta o conteúdo dessas proteínas nos tecidos alvos dos HTs, 

contribuindo para os seus efeitos de supressão da inflamação (KOWALTOWSKI et al., 1998; 

HOANG et al., 2015). Por outro lado, os estrogênios promovem inflamação por suprimir a 

expressão das UCPs (HIMA &SREEJA, 2015) o que reforça a importância dessas proteínas na 

regulação do processo inflamatório.  

As espécies reativas de oxigênio (ERO) e as espécies reativas de nitrogênio (ERN) são 

os mais importantes pró-oxidantes e seu aumento está associado com dano ao DNA e a 

membrana plasmática. Por outro lado, enzimas como a superóxido dismutase, catalase e 

glutationa peroxidase estão envolvidas com o bloqueio da produção e inativação das espécies 

reativas (MANCINI et al., 2016). O aumento de espécies reativas por desequilíbrio entre sua 

produção e inativação é denominado de estresse oxidativo (LANCASTER, 1992). Essa 

condição é observada tanto no hipotireoidismo quanto no hipertireoidismo, mas por 

mecanismos distintos, pois no hipotireoidismo se observa uma baixa disponibilidade de 
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antioxidantes, enquanto que no hipertireoidismo se observa aumento das espécies reativas de 

oxigênio (RESCH et al., 2002). 

Outro achado que fortalece a ação do T3 na modulação é o aumento de citocinas pró-

inflamatórias (TNF-a e IL-6) no soro, músculo e tecido adiposo de ratos obesos, diabéticos e 

com função tireoidiana reduzida, que, quando tratados com T3, apresentaram melhora da 

sensibilidade insulínica e redução das citocinas pró-inflamatórias (PANVELOSKI-COSTA et 

al., 2016). Portanto, os HTs participam da regulação do processo inflamatório, especificamente, 

diminuindo esse processo, o que é muito relevante haja vista existe uma relação entre obesidade 

e diminuição da função tireoidiana (KIM et al., 2013; SANTINI et al., 2014). 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

O processo inflamatório depende da interação de diversos fatores com células que 

pertencem ou não ao sistema imune. Na atualidade, cresce a relação entre obesidade e doenças 

não transmissíveis que podem ter sua origem num quadro inflamatório. Considerando que os 

constituintes da dieta, por ex. ácidos graxos saturados, interagem com receptores localizados 

em células intestinais, como os TLR-4, e que os ácidos graxos saturados são abundantes numa 

dieta hiperlipídica, é possível que essa interação possa causar uma inflamação com repercussão 

negativa sobre a expressão das proteínas de junção dos enterócitos, aumentando a 

permeabilidade intestinal. Adicionalmente, os HTs podem regular a expressão das proteínas de 

junção devido ao seu mecanismo de supressão da inflamação, o que pode impactar a integridade 

da barreira intestinal. Portanto, para se avançar na compreensão desses mecanismos, propomos 

este estudo.  
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3. OBJETIVO 

 

Geral: 

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a expressão de proteínas de junção de 

oclusão na porção proximal do intestino delgado (jejuno) de camundongos alimentados com 

dieta padrão (LFD) ou hiperlipídica (HFD) associado ou não aos distúrbios da tireoide. 

 

Específicos:  

1- Expressão gênica das proteínas de junção de oclusão: ZO-1, ZO-2, ZO-3, JAM-1, JAM-2, 

JAM-4, claudina 3, claudina 7, claudina 12, claudina 15 e ocludina (todos expressos no intestino 

delgado) apenas nos grupos LFD e HFD; 

2- Conteúdo proteico dos genes alterados pelo consumo de HFD. Estudo conduzido com os seis 

grupos experimentais.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Animais e tratamento 

As abordagens experimentais deste protocolo estão de acordo com os Princípios Éticos 

no Uso de Animais em Experimentação elaborados pelo Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação animal (CONCEA), e os procedimentos com os animais descritos no projeto 

foram aprovados pela CEUA-ICB (protocolo nº 119/2017). 

Para este estudo, utilizamos camundongos da linhagem C57BL/6, machos e adultos, 

adquiridos do Centro de Bioterismo (FM, Rede USP de Biotérios). Os animais foram alojados no 

Biotério de experimentação do Departamento de Fisiologia e Biofísica, em gaiolas coletivas (5 

animais/gaiola), mantidos em condições padronizadas de ciclo claro/escuro (12h claro, 12h 

escuro) e temperatura (23  2C), com água e ração ad libitum. 

A partir dos dois meses de idade, os animais foram distribuídos em dois grupos 

experimentais: alimentados com dieta padrão (LFD) ou com dieta hiperlipídica (HFD), 

[composição das dietas na tabela 1], ambas obtidas da PRAGSOLUÇÕES Biociências (Jaú, SP). 

A quantidade de calorias ingerida e o peso corporal dos animais foram acompanhados 

semanalmente. No final de 12 semanas com as dietas específicas, os animais foram redistribuídos 

nos seguintes grupos experimentais: 

1) LFD + Salina     

2) LFD + T3 (0,25 µg/g)   

3) LFD + PTU (12,5 mg/Kg) 

4) HFD + Salina 

5) HFD + T3 (0,25 µg/g)  

6) HFD + PTU (12,5 mg/Kg)  

 

O veículo (salina), T3 (triiodotironina) e PTU (propiltiouracil) foram injetados por via 

subcutânea (região do dorso), num volume de ± 0,1 mL / 10 g de peso corporal, uma vez ao dia 

por 30 dias consecutivos após a 12º semana. O T3 e o PTU foram utilizados para indução do 

hiper e hipotireoidismo, respectivamente, e a concentração desses fármacos, necessários para a 

indução desses estados, foram determinadas a partir da literatura vigente (LOSACCO et al., 

2018). Durante o tratamento com veículo, T3 e PTU, os animais foram alimentados com LFD ou 

HFD e acompanhados semanalmente quanto à ingestão calórica e ao peso corporal.  
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Tabela 1. Composição das dietas LFD e HFD 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Belchior et al, 2015. 

 

No final do tratamento com salina, T3 e PTU, os animais foram submetidos à eutanásia 

por decapitação, sob efeito anestésico (inalação de ar saturado com isoflurano), e os seguintes 

órgãos e tecidos foram removidos: hipófise, sangue (soro), coração, gordura perigonadal, tíbia e 

intestino delgado.  A hipófise foi utilizada para análise da expressão gênica do Tshb (confirmar 

estado hipo e hipertireoideo), e o coração e a gordura foram pesados e seu peso normalizado pelo 

comprimento da tíbia (parâmetros funcionais – explicados na seção de resultados). O 

comprimento do intestino delgado foi mensurado, anotado, e parte dele removido para análise da 

expressão gênica e, posteriormente, análise proteica. 

 

4.2 Isolamento do epitélio intestinal 

O intestino, porção do jejuno, foi removido, aberto para expor a mucosa intestinal e 

limpo com salina para remoção do conteúdo luminal. Nós descartamos os cinco centímetros 

(cm) iniciais do intestino proximal a partir do piloro e coletamos os 10 centímetros seguintes 

(DESESSO; JACOBSON, 2001).  



26 
 

O protocolo para separar o epitélio absortivo da mucosa intestinal foi adaptado de 

Santos, Curi e Fava-de-Morais (1992) e está ilustrado na figura 5. Resumidamente, os pedaços 

de intestino foram colocados em solução de lavagem (3.2 mM de DTT e 3 mM de azida sódica 

diluídos em salina) por cinco minutos em temperatura ambiente (TA), seguido por tampão 

fosfato-salina (PBS) por 20 minutos à 4 °C e, na sequência, agitação (200 rpm) em solução 

contendo: 0,5 mM de DTT e 1.5 mM de EDTA, sem cálcio e magnésio, diluído- em PBS à 37 

°C por 1 h (Orbital Shaker, ThermoScientific, Modelo 420).  

No final da agitação, os fragmentos de intestino foram descartados e o líquido, contendo 

o epitélio, foi transferido para um tubo cônico de 50 mL e centrifugado a 2000 rpm por 10 

minutos à 4 °C (Centrifuga Eppendorf, Modelo 5804 R). O precipitado/pellet que corresponde 

ao epitélio intestinal foi dissolvido em 500 µL Trizol® para extração do RNA total e 500 µL 

de tampão RIPA para extração de proteína. A eficiência de isolamento do epitélio intestinal dos 

camundongos foi confirmada pela técnica de coloração por HE (LOSACCO et al., 2018).   

4.3Extração do RNA total 

A extração do RNA das hipófises e do intestino foi realizada como se segue: As 

hipófises foram retiradas dos animais e homogeneizadas em 300 µL de Trizol e o epitélio do 

intestino homogeneizado em 500 µL de Trizol. Em cada amostra foi adicionado 60 µL de 

clorofórmio, seguido por agitação por 15 segundos, incubação em TA por 3 minutos e 

centrifugação (12,000 g/ 15 min/ 4 °C). A fase transparente do sobrenadante foi transferida para 

um novo microtubo, onde foram adicionados 150 µL de álcool isopropílico, agitado em vórtex 

e incubado por 10 min em TA. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 12,000 g por 10 

min a 4ºC. O sobrenadante foi descartado e, no precipitado, foram adicionados 300 µL de etanol 

75%, agitado em vórtex até o precipitado se desprender do tubo, e centrifugado a 7,500 g por 5 

min a 4 ºC.  No final, o sobrenadante foi descartado e o microtubo foi levado à secadora à vácuo 

por 5 min para remover o excesso de líquido na parede do tubo e liofilizar o produto do tubo.  
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Figura 5.Isolamento do epitélio intestinal. 1 – Piloro; 2 – Jejuno cortado; 3 – Fragmentos de jejuno; 4 – 
Fragmentos de jejuno com mucosa exposta; 5 – Lavagem com salina na placa de Petri; 6 – Solução de lavagem no 

tubo cônico; 7 – Solução de incubação no tubo cônico; 8 – Erlenmeyer para agitação mecânica; 9 – Solução filtrada 

em tubo cônico seguido de centrifugação; 10 – Pellet homogeneizado com tampão RIPA e armazenado em 

eppendorf ; 11 – Pellet homogeneizado com Trizol e armazenado em eppendorf livre de RNAses e DNAses.  

 

4.4 Quantificação e integridade do RNA 

Os tubos com as amostras liofilizadas foram colocados no gelo e 20 µL de água tratada 

com dicarbonato de dietila (água DEPC) foram adicionados a cada tubo. Os tubos foram 

agitados em vórtex, colocados no Banho Maria a 65 ºC por 10 min, agitados novamente e 

colocados rapidamente em microcentrífuga para decantar o líquido espalhado na parede do 

tudo.  Para quantificação, um (1)µL da amostra foi aplicado em cada pocinho da placa de leitura 

e levada ao espectrofotômetro EpochBiotek para determinação da concentração (µg/µL) e da 

pureza (razão 260/280) do RNA das amostras por meio do programa Gen 5.10. Antes da leitura 

das amostras, o aparelho foi calibrado e zerado com água DEPC. Consideramos como razão 

adequada (indicador do grau de pureza do RNA), os valores das amostras entre 1,8 a 2,0.  Para 

checar a integridade dos RNAs, aplicamos 1 µg de RNA total em cada poço do gel de agarose 

1% e submetidas à eletroforese. Somente foram consideradas aptas para a transcrição reversa, 

as amostras cujos RNAs ribossomais 28S e 18S estavam visíveis no final da eletroforese.  As 

bandas dos RNAs foram visualizadas no fotodocumentador.  
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4.5 Transcrição reversa 

Para a transcrição reversa, 1 µg do RNA total, previamente tratado com DNAse, foi 

acrescido de 0,5 µg de Randon Primer. Esta mistura foi mantida a 65 °C por 10 min, seguido 

de 4 °C por 5 min. Em seguida, foi adicionado 10 nM de dNPTs (Desoxirribonucleotídeos 

Fosfatados), 4 µL do tampão da enzima (50 mM de Tris-HCl pH 8,3, 75 mM de KCl, 3 mM de 

MgCl2, 10 mM DTT) e 1 µL da enzima M-MLV Transcriptase Reversa. Essa mistura de RNA 

e reagentes foi incubada a 37 °C por 1 hora. Para inativação da enzima, essa mistura foi aquecida 

a 72 °C por 15 min. O produto de RT foi então estocado a -20 °C.  

4.6 PCR em tempo real – amplificação 

Para a amplificação do produto de RT, foram adicionados 5 µL SYBR Green e 10 nM 

dos primers sense e anti-sense (Tabela 2). O processo de amplificação envolve três etapas: 

desnaturação da fita dupla (95 °C / 15 s), anelamento dos primers (60 °C / 15 s) e extensão do 

fragmento de DNA (72 °C / 30 s), formando uma nova dupla fita.  As três etapas correspondem 

a um ciclo e, para adequada amplificação do nosso fragmento, foram realizados 40 ciclos no 

termociclador (CorbettRotorGene).  

A velocidade de amplificação, em tempo real, foi detectada por meio do Software Rotor-

Gene Q. O cálculo para análise da expressão relativa dos genes foi realizado de acordo com o 

método descrito por Livak e Schmittgen (2001). Os primers utilizados no PCR foram 

desenhados e checados com o auxílio dos seguintes websites: Rat Genome Database 

(rgd.mcw.edu); Blast (blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e Primer-blast 

(ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast). 

4.7Extração e quantificação de proteína 

 O precipitado resultante do isolamento do epitélio intestinal foi homogeneizado em 500 

uL de tampão RIPA [NaCl 150 mM, desoxicolato de sódio a 0,5%, Tris · HCl 50 mM, pH 8, 

SDS 0,1%, Nonidet P-40 a 0,1% P-40, Na3VO4 2 mM, NaF 10 mM suplementado com 

inibidores de protease (Roche Diagnostics)] e centrifugado a 13000 rpm por 20 minutos a 4º C 

(centrífuga 5804 R, Eppendorf, Alemanha). O sobrenadante foi coletado, distribuído em várias 

alíquotas e armazenado a -80º C para posterior análise. Para quantificação das proteínas, 

utilizamos o método de Bradford. 
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Tabela -2: relação dos primers utilizados para o PCR em tempo real. 

 

4.8 WesternBlotting 

 Após quantificação proteica, 50 ug de proteínas totais foram aquecidas e submetidas à 

eletroforese em SDS-PAGE a 8% e 12%. Aplicamos o marcador molecular na primeira faixa 

do gel para identificarmos as proteínas de interesse (Sinapse Biotecnologia, Inc., Brasil). Após 

eletroforese, as proteínas do gel foram transferidas para membranas de nitrocelulose (Bio-Rad 

Laboratories, Inc., EUA). Em seguida, as membranas foram coradas com Ponceau S 

digitalizado e bloqueado com 5% de leite desnatado dissolvido em PBS mais Tween 20 a 0,1% 

(PBST) sob agitação constante e em temperatura ambiente por 1 h. Após bloqueio, as 

membranas foram incubadas overnight com anticorpo primário. 

 As membranas foram lavadas quatro vezes com PBST, incubadas com anticorpo 

secundário conjugado com peroxidasse (Jackson Laboratórios de pesquisa, Inc., EUA) por 75 

minutos em temperatura ambiente. Em seguida, as membranas foram lavadas quatro vezes com 

PBST e submetidas à quimioluminescência (ECL). Os blots foram capturados por meio do 

sistema de documentação fotográfica (Healthcare Amershan 600, GE Healthcare Company, 

Reino Unido) e quantificados usando o programa Image J (National Institute of Health, EUA). 

A normalização foi feita com as membranas coradas com Ponceau.  

4.9 Análise estatística 

Os dados obtidos a partir dos experimentos estão expressos como média ± desvio padrão 

(DP). Considerando que os animais foram alimentados ou com LFD ou com HFD (uma 

variável) e que tanto os animais com LFD quanto os animais com HFD receberam salina, T3 

Gene Proteína Sense  (5’>3’) Antisense (5’>3’) 

Tjp1 ZO-1 GCCTGCTAAGCCAGTCCATT CAGTTTCGGGTTTTCCCTTTGA 

Tjp2 ZO -2 GAGACCGCGGGTTCCCA TTGGAATCCTTCTGCAGGGTC 

Tjp3 ZO -3 CCCCTTGTGATGAAAGCTGG GGGGGTCCTTGTACAGTGTG 

F11r JAM -1 AACTGTAATGGGCACCGAGG AGTGTACACCGAACCCTTGC 

Jam 2 JAM -2 TTCATCTCTTGTTTCTTGTTCAGTT ACCAACCAATGATAGTTCACCA 

Igsf5 JAM -4 GGATGCTGAGAGGTCCAAGG AAGGTTAAGCACCACAGGCT 

Cldn3 Claudina 3 ACAGACGACACACAGTCTGC CAGTTCCTAGGCCCGGTAGT 

Cldn7 Claudina 7 CAGGTCTTGCTGCCTTGGTA CTCGTACTTAACGTTCATGGGC 

Cldn12 Claudina12 AATCCTCAGTGGGTGTGCTG AGCTGAGAAAAGGACAGAGACA 

Cldn15 Claudina15 AACGTGGGCAACATGGATCT CCACAGGCTCCAGCAAGTAT 

Ocln Ocludina CGGAGCAACCGGCTAGG CGGACATGGCTGATGTCACT 



30 
 

ou PTU (outra variável), optamos pelo ANOVA two-way. O pós-teste utilizado foi o de Tukey 

ou Sidak. Para os experimentos de PCR em tempo real, utilizamos o teste t de Student não 

pareado. Os detalhes dos testes estatísticos estão descritos na legenda. Os resultados foram 

considerados com significância estatística quando o “p” foi menor que 0,05. O programa 

utilizado para os testes estatísticos foi o GraphPad Prism, versão 7.0 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Parâmetros morfofuncionais: avaliação da efetividade da HFD na indução da obesidade e 

dos tratamentos com PTU e T3 para indução do hipo e hipertireoidismo, respectivamente. 

Inicialmente, avaliamos de maneira temporal a ingestão calórica e o peso corporal dos 

animais nos tempos de 1, 4, 8 e 12 semanas (Fig. 6-A e 6-B). Observamos que, desde a primeira 

até a 12ª semana, houve um aumento do consumo de calorias pelos animais alimentados com 

HFD em relação aos seus controles (LFD). Entretanto, esse aumento foi estatisticamente 

significativo somente na 12ª semana (p < 0,05). Em paralelo ao maior consumo de calorias, 

observamos um aumento gradual do peso corporal dos animais, estatisticamente significativo a 

partir da 4ª até a 12ª semana, indicando que quanto maior o consumo energético, maior o ganho 

de peso, o que era esperado nesse modelo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Análise temporal da ingestão calórica e do peso corporal. A ingestão calórica (A) e o peso corporal 

(B) dos camundongos foram registrados na 1ª, 4ª, 8ª e 12ª semanas após a introdução da LFD e HFD. O “N” 

amostral corresponde a 15 animais/grupo. Os dados foram submetidos à estatística: ANOVA dois fatores, seguida 

do pós-teste de Sidak, comparando apenas o grupo LFD com o HFD em cada semana. A: * p < 0,05 (12ª semana), 

e B: ** p < 0,01, *** p < 0,001 e ****p < 0,0001. 

 

A partir da 12ª semana, tanto os animais alimentados com LFD quanto os com HFD 

foram tratados com salina, T3 e PTU durante 30 dias consecutivos. Observamos ao final desse 

tratamento que os animais tratados com T3 apresentaram aumento do consumo calórico em 

relação aos animais tratados com salina ou PTU, independente da dieta (Fig. 7-A). Esse efeito 

do T3 era esperado, pois ele exerce uma ação central orexígena (hipotálamo) ao regular a 

expressão de mediadores químicos envolvidos com o controle da ingestão alimentar: 

fome/saciedade (ORTIGA-CARVALHO et al., 2016) e por aumentar a taxa metabólica basal, 

o que aumenta a demanda por substratos energéticos (MULLUR et al., 2014).  



32 
 

A B 

Já em relação ao peso corporal desses animais, observamos que aqueles que foram 

alimentados com HFD apresentaram maior peso corporal em relação aos alimentados com LFD, 

independente do tratamento, ação que está atrelada ao maior consumo calórico. Contudo, os 

animais tratados com T3 ou PTU apresentaram uma pequena redução do peso corporal em 

relação aos animais tratados com o veículo/salina, conforme se vê na figura (Fig. 7-B). Sabe-se 

que o T3 aumenta a degradação dos lipídios e proteínas nos seus sítios de estoque, ação que 

leva a diminuição da massa corporal (CICATIELLO et al., 2018; RIIS et al., 2005), enquanto 

o hipotireoidismo (induzido pelo PTU) leva à redução da expressão do hormônio do 

crescimento (GH) que é um importante estimulador do anabolismo no músculo esquelético 

(BARGI-SOUZA et al., 2017). Essas ações podem explicar o resultado obtido com o T3 e PTU 

em relação ao peso corporal dos animais. 

Adicionalmente, nós observamos que o tratamento com T3 levou à redução da gordura 

perigonadal (Fig. 7-C), o que reforça que o tratamento com T3 foi efetivo na indução do 

hipertireoidismo, pois está muito bem estabelecido que o T3 exerce uma potente ação lipolítica 

no tecido adiposo (CICATIELLO et al., 2018). 

 

 

 

 

 

 

. 

Figura 7: Parâmetro morfofuncional: Análise da ingestão calórica, do peso corporal (PC) e da gordura 

perigonadal. A ingestão calórica (A) e o peso corporal (B) dos camundongos foram registrados após os 30 dias 

de tratamento com salina, T3 ou PTU, o que coincidiu com 16ª semana de LFD e HFD. Após eutanásia, a gordura 

perigonadal foi removida, pesada e normalizada pelo comprimento da tíbia (C). O “N” amostral corresponde a 10 

animais/grupo. Os dados foram submetidos à estatística: ANOVA dois fatores. A: ** p < 0,01 vs salina e PTU; B: 

** p < 0,01 vs T3 e PTU (apenas tratamento), e *p < 0,0001: LFD vs HFD (apenas dieta); e C: * p < 0,0001 vs 

salina e PTU. 

 

Outro parâmetro analisado foi à massa cardíaca dos animais, pois se sabe que o T3 

exerce ações de extrema relevância no coração que interferem com a morfologia e com o 

funcionamento cardíaco. Conforme apresentado na Fig. 8, observamos que o T3 aumentou o 

peso seco (8-A) e a razão coração/tíbia (8-B) dos animais em relação aos grupos salina e PTU. 

Considerando que a HFD afeta o peso corporal dos animais, nós optamos pela correção da 

C 
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massa cardíaca pelo comprimento da tíbia que não sofre interferência da dieta. Em relação ao 

resultado obtido, essa ação era esperada, pois se sabe que o T3 aumenta a massa cardíaca dos 

animais (DILLMANN, 2010) e, portanto, esse aumento indica que o tratamento com T3 foi 

efetivo na indução do hipertireoidismo. 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Parâmetro morfofuncional: Análise da massa cardíaca. Peso seco do coração (A) e razão coração 

seco/tíbia (B). O coração foi removido após eutanásia dos animais e seco em estufa por 72 horas. O “N” amostral 

corresponde a 5 animais/grupo. Os dados foram submetidos à estatística: ANOVA dois fatores. A: * p < 0,0001 

vs salina e PTU; e B: * p < 0,0001 vs salina e PTU. 

 

Em relação à expressão gênica do Tshb (Fig. 9), forte indicador da função tireoidiana, 

observamos que o PTU promoveu aumento da sua expressão tanto nos animais alimentados 

com LFD quanto HFD, quando comparado com o grupo salina e T3. Já o tratamento com T3, 

quando comparado ao grupo salina, não apresentou diferença estatística. Contudo, se 

observamos os gráficos dos grupos salina e T3, identificaremos uma nítida diferença de 

expressão gênica do Tshb entre os animais salina e T3. Possivelmente, a falta de força estatística 

está relacionada ao baixo N amostral (novos experimentos serão conduzidos antes da 

publicação dos dados). De qualquer forma, os dados do Tshb indicam claramente uma condição 

de hipotireoidismo e hipertireoidismo, efeito que era esperado e que está de acordo com a 

literatura (ORTIGA-CARVALHO et al., 2016). Além disso, a condição de hipertireoidismo é 

reforçada pela presença de hipertrofia cardíaca, redução da adiposidade e hiperfagia, achados 

que indicam que o protocolo de indução de hipo e hipertireoidismo foi efetivo. 
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Figura 9: PCR em tempo real para o gene do Tshb: RNA total extraído da hipófise de camundongos alimentados 

com LFD ou HFD por 16 semanas e tratados com salina, T3 e PTU. O “N” amostral foi de 2 a 4 por grupo 

experimental. Os genes de interesse foram normalizados pelo gene do Gapdh (constitutivo). Os dados foram 

submetidos à análise estatística: ANOVA dois fatores, seguido de pós-teste de Tukey. * p<0,001. 

 

5.2 Conteúdo dos mRNAs e das proteínas das junções de oclusão no epitélio do intestino 

delgado. 

Um dos nossos objetivos foi avaliar a expressão das proteínas de junção presentes no 

epitélio do intestino delgado. Essas proteínas de junção formam a barreira intestinal que, 

quando danificada no intestino grosso, permite a passagem de macromoléculas com potencial 

antigênico, tais como toxinas (LPS) para a circulação, contribuindo com a instalação da 

inflamação sistêmica de baixo grau. Essa inflamação sistêmica é uma condição que cursa com 

a obesidade (DINH et al., 2016). Portanto, avaliar a expressão das proteínas que formam a 

barreira intestinal nos permitirá identificar se há dano nessa estrutura na nossa condição 

experimental de consumo de HFD.  

Primeiramente, nós fizemos um levantamento na literatura das proteínas que formam as 

junções oclusivas (tight junctions) no intestino delgado e observamos que algumas dessas 

proteínas são expressas apenas no intestino delgado, enquanto outras são expressas no intestino 

grosso (HWANG et al., 2013). As proteínas de junção expressas no intestino delgado são a ZO-

1, ZO-2, ZO-3, JAM-1, JAM-2, JAM-4, claudina 3, claudina 7, claudina 12, claudina 15 e 

ocludina. Considerando a grande quantidade de proteínas de junção expressas nesse segmento, 

optamos por uma análise prévia do padrão de expressão dos genes codificantes dessas proteínas 

por PCR em tempo real apenas entre os animais alimentados com LFD ou HFD.  

Em relação aos resultados do PCR em tempo real, não observamos qualquer alteração 

do conteúdo dos seguintes mRNAs: ZO-1 (p=0,17), ZO-3 (p=0,07), JAM-1 (p=0,84), JAM-2 

(p=0,95), JAM-4 (p=0,42), claudina 3 (p > 0,999), claudina 7 (p > 0,999), claudina 12 (p=0,07) 

e claudina 15 (p=0,43).  Por outro lado, observamos que apenas os mRNAs para proteínas ZO-

2 (p=0,06) e ocludina (p=0,05) apresentaram diminuição do seu conteúdo, com valor de “p” 

próximo da significância. Com base nesses achados, optamos por avaliar o conteúdo das 

proteínas codificadas por esses mRNAs. 
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Figura 10: PCR em tempo real para os genes codificadores de proteínas da junção de oclusão: RNA total 

extraído do intestino de camundongos alimentados com LFD ou HFD por 12 semanas e submetido ao PCR em 

tempo real. O “N” amostral consta acima de cada gráfico assim como o nome da proteína cujo gene foi avaliado. 

Os genes de interesse foram normalizados pela 18s (constitutivo). Os dados estão expressos como média ± desvio 

padrão (DP). Com exceção da 18s, todos os dados foram submetidos ao teste não paramétrico (Mann-Witney test).  

 

Em relação ao conteúdo de proteínas de junção cujo RNA foi alterado pela HFD, 

observamos que o consumo da HFD promoveu aumento tanto do conteúdo da ZO-2 quanto da 

ocludina. O tratamento com salina, T3 ou PTU não afetou a expressão proteica da ZO-2 ou da 

ocludina. Os dados estão apresentados na Figura 11. Com base nos achados, percebe-se uma 

nítida discrepância de conteúdo entre proteína-mRNA, uma vez que o mRNA da ZO-2 e da 

ZO-1 ZO-2 ZO-3 

JAM-1 JAM-2 JAM-4 

Claudina 3 Claudina 7 Claudina 12 

Claudina 15 Ocludina 18S 
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ocludina estão reduzidos, enquanto que o conteúdo proteico de ZO-2 e da ocludina está 

aumentado no grupo HFD. Possivelmente, o consumo da HFD favoreça um maior recrutamento 

dos transcritos para a maquinaria traducional, levando à redução do seu conteúdo para manter 

a alta síntese proteica de ZO-2 e ocludina. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Western blotting para proteínas de junção de oclusão: Conteúdo de ZO-2 (A) e ocludina (B) no 

epitélio intestinal de camundongos alimentados com LFD ou HFD e tratados com salina, T3 e PTU. Conteúdo de 

proteínas corrigidas pelo arraste do Ponceau S e expressos em unidades arbitrárias (U.A.). O “N” amostral de 10 

a 13 animais por grupo. Os blots correspondentes estão posicionados acima dos gráficos. Os dados estão expressos 

como média ± desvio padrão (DP), submetidos à ANOVA duas vias. O valor de “p” consta acima do gráfico.  

 

Diferente do observado no intestino grosso por Kim (2012), onde o conteúdo da 

ocludina diminuiu frente à ingestão de HFD, no intestino delgado, a exposição crônica aos 

produtos da hidrólise lipídica aumentou o conteúdo da ZO-2 e da ocludina, duas proteínas 

relevantes no processo de adesão célula-célula e formação da barreira intestinal. Portanto, essa 

alteração pode repercutir na permeabilidade intestinal, caso essa ocludina esteja posicionada na 

membrana plasmática das células epiteliais. Cabe aqui ressaltar que num estudo conduzido com 

o segmento do íleo de ratos (porção mais distal do intestino delgado), observou-se aumento do 

conteúdo da ocludina no citoplasma dos enterócitos associado com aumento da permeabilidade 

do íleo e da concentração do LPS circulante (de La SERRE et al., 2010). Por outro lado, num 

outro estudo, observou-se uma redução da proteína ocludina no íleo terminal de camundongos, 

seguido pelo aumento da endotoxemia, sugerindo aumento da permeabilidade intestinal 

(GRUBERET al., 2013). Esses dois achados sinalizam que mais estudos são necessários para 

que possamos entender o impacto do aumento da ZO-2 e da ocludina na funcionalidade da 

barreira intestinal 

A 
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6 CONCLUSÕES 

 

Com base nos dados produzidos até o momento, concluímos que a ingestão de HFD 

aumenta o conteúdo das proteínas de junção de oclusão (ZO-2 e ocludina) na porção proximal 

do jejuno, o que pode contribuir com uma menor permeabilidade e menor passagem de 

moléculas por via paracelular. Convém salientar que esse segmento do intestino corresponde 

ao principal local de digestão e absorção das macromoléculas que, caso tenham acesso direto 

ao interstício-vascular por via paracelular, poderiam alterar a dinâmica funcional das células de 

defesas desse segmento com possíveis repercussões sobre os processos de absorção.  
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