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RESUMO 

 

 

VEIGA, Flávia Maria da Silva. Implicações e efeitos da utilização do inibidor da DPP-4 e 

ativação do PPAR-alfa, isolados ou em associação, sobre o eixo entero-hepático de 

camundongos alimentados com dieta rica em frutose ou lipídeos. 127f. Tese (Doutorado em 

Biologia Humana e Experimental) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022. 

 

A dieta hiperlipídica ou rica em frutose configuram um dos principais catalisadores para a 

gênese da doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA) intensificada pelas alterações do 

eixo entero-hepático. Este trabalho teve o objetivo de avaliar os efeitos da ativação do inibidor da 

DPP-4 e da ativação do PPAR-alfa (WY14643), isolados ou em associação, sobre o eixo entero-

hepático, inflamação e metabolismo energético hepático de camundongos alimentados com dieta 

hiperlipídica ou rica em frutose. Foram utilizados camundongos machos C57BL/6 (3 meses de 

idade) que receberam dieta controle (C, 10% da energia proveniente de lipídeos, n=20), dieta 

hiperlipídica (HF, 50% da energia proveniente de lipídeos, n=40) ou dieta rica em frutose (HFRU, 

50% da energia proveniente da frutose, n=40) durante 12 semanas. Após as 12 semanas, os grupos 

HF e HFRU foram subdivididos para receber o tratamento durante 5 semanas (n=10 por grupo): 

HF, HFA (agonista PPAR-α, 3,5 mg/kg/MC incorporado à dieta HF), HFT (Linagliptina–

Trayenta–15mg/kg incorporada à dieta HF) e HFC (agonista PPAR-α associado com Linagliptina 

incorporados nas mesmas doses à dieta HF); HFRU, HFRUA (agonista PPAR-α, 3,5 mg/ kg /MC 

incorporado à dieta HFRU), HFRUT (Linagliptina 15mg/kg incorporado à dieta HFRU) e 

HFRUC (agonista PPAR-α associado com Linagliptina nas mesmas doses incorporados à dieta 

HFRU). Foram realizadas análises bioquímicas, RT-qPCR, imunofluorescência e microscopia 

eletrônica de transmissão no fígado e intestino. O grupo HFRU apresentou intolerância à glicose, 

endotoxemia e disbiose (com aumento de Proteobacteria) sem alterações na massa corporal 

(MC), mas com danos na ultraestrutura intestinal, o que levou à inflamação e esteatose hepática 

acentuada no grupo HFRU comparado ao grupo C. Os tratamentos contornaram a intolerância à 

glicose, a endotoxemia e a disbiose, melhorando a ultraestrutura da barreira intestinal e reduzindo 

a expressão de Tlr4 no fígado dos animais tratados. Esses efeitos benéficos suprimiram a 

lipogênese e atenuaram a esteatose. Já a dieta HF foi obesogênica em comparação com a dieta C. 

Todos os tratamentos provocaram perda de MC, e o grupo HFC mostrou MC semelhante ao grupo 

C. Todos os tratamentos minimizaram a intolerância oral à glicose e aumentaram os níveis de 

GLP1. Esses benefícios metabólicos restauraram a relação Bacteroidetes/Firmicutes, resultando 

em aumento de células caliciformes por área do intestino grosso e níveis reduzidos de LPS nos 

grupos tratados, os quais também mostraram maior expressão de Mucina 2, Ocludina e Zo-1 em 

relação ao grupo HF. A endotoxemia reduzida suprimiu a expressão gênica de inflamassomas e 

macrófagos no fígado dos animais tratados. Esses resultados coincidem com a redução da 

densidade de volume da esteatose e triacilglicerol hepático, reafirmando o papel do tratamento 

proposto na mitigação da DHGNA. Ambos os tratamentos melhoraram a resistência à insulina e 

maximizaram o metabolismo energético hepático com o favorecimento da beta-oxidação e 

reduziram a disbiose intestinal. No entanto, os tratamentos combinados apresentaram resultados 

mais expressivos na reversão dos efeitos deletérios da dieta hiperlipídica ou rica em frutose. A 

ativação do PPAR-α e a inibição da DPP-4 se configura como uma ferramenta importante para 

evitar a progressão da DHGNA e de comorbidades associadas à obesidade. 

 

Palavras-chave: PPAR-alfa. Inibidor da DPP-4. DHGNA. Intestino. Dieta hiperlipídicas. Dieta rica 

em frutose. 



ABSTRACT 

 

 

VEIGA, Flávia Maria da Silva. Implications and effects of the use of DPP-4 inhibitor and 

PPAR-α agonist, alone or in association, on the enterohepatic axis of mice fed diets rich in 

fructose or lipids. 127f. Tese (Doutorado em Biologia Humana e Experimental) – Instituto de 

Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de 

Janeiro, 2022. 

 

 

 High-fat and high-fructose diets are potent triggers of non-alcoholic fatty liver disease, 

intensified by gut-liver axis impairments. This study aimed to evaluate the effects of DPP-4 

inhibitor activation and PPAR-α (WY14643) activation, alone or in combination, on the 

enterohepatic axis, inflammation and hepatic energy metabolism of mice fed a high-fat or high-fat 

diet fructose. Male C57BL/6 mice (3 months old) were fed a control diet (C, 10% of energy from 

lipid, n = 20), high-fat diet (HF, 50% of energy from lipid, n = 40) or high-fructose diet (HFRU, 

50% of energy from fructose, n=40) for 12 weeks. After 12 weeks, the HF and HFRU groups 

were subdivided to receive treatment for 5 weeks (n = 10 per group): HF, HFA (PPAR-α agonist, 

3.5 mg/kg/MC incorporated into the HF diet) , HFT (Linagliptin – Trayenta – 15mg/kg 

incorporated into the HF diet) and HFC (PPAR-α agonist associated with Linagliptin incorporated 

in the same doses to the HF diet); HFRU, HFRUA (PPAR-α agonist, 3.5 mg / kg /MC 

incorporated into the HFRU diet), HFRUT (Linagliptin 15mg/kg incorporated into the HFRU 

diet) and HFRUC (PPAR-α agonist associated with Linagliptin at the same doses incorporated 

into the HFRU diet). Biochemical analysis, RT-qPCR, immunofluorescence, and transmission 

electron microscopy (TEM) were performed in liver and intestine samples. The HFRU group 

presented glucose intolerance, endotoxemia and dysbiosis (with increased Proteobacteria) with 

no changes in body mass compared to the C group, but with intestinal ultrastructure damage, 

which led to liver inflammation and marked hepatic steatosis in the HFRU group compared to 

group C. The treatments rescued glucose intolerance, endotoxemia and dysbiosis, improving the 

ultrastructure of the intestinal barrier and reducing Tlr4 expression in the liver of treated animals. 

These beneficial effects suppressed lipogenesis and attenuated steatosis. The HF diet was 

obesogenic compared to the C diet. All treatments caused significant body mass loss, and the HFC 

group showed similar body mass to the C group. All treatments mitigated oral glucose intolerance 

and increased GLP1 levels. These metabolic benefits restored the Bacteroidetes/Firmicutes ratio, 

resulting in increased goblet cells per large intestine area and reduced LPS levels in the treated 

groups, which also showed higher Mucin 2, Occludin and Zo-1 expression compared to the HF 

group. Reduced endotoxemia suppressed gene expression of inflammasomes and macrophages in 

the liver of treated animals. These observations complied with a marked reduction in the volume 

density of steatosis and hepatic triacylglycerol, reaffirming the role of the proposed treatment in 

the mitigation of non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD). Both treatments improved insulin 

resistance and maximized hepatic energy metabolism, favoring beta-oxidation, and controlling gut 

dysbiosis. However, the combined treatments showed the most expressive results in reversing the 

deleterious effects of high-fat and high-fructose diets. The activation of PPAR-α and inhibition of 

DPP-4 may be an approach to prevent the progression of NAFLD and other obesity comorbidities. 

 

  

Keywords:  PPAR-α. DPP-4 inhibitor. NAFLD. Intestine. High-fat diet. High-fructose diet. 
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INTRODUÇÃO  

 

 

As doenças crônicas não transmissíveis (DCNTs), como o diabetes mellitus tipo 2 

(DM2), hipertensão arterial, dislipidemia e doenças cardiovasculares e hepáticas, assumem 

importância crescente na saúde pública mundial (1). Embora as DCNTs possam estar 

relacionadas com fatores genéticos, a dieta e o estado nutricional representam um fator 

importante e modificável para a saúde humana. 

A mudança nos padrões dietéticos envolve alterações quantitativas e qualitativas na 

dieta. O consumo elevado de alimentos contendo gorduras saturadas e frutose aumentou 

consideravelmente nos últimos anos, especialmente em países desenvolvidos em 

decorrência do maior consumo de produtos industrializados acarretando a gênese e 

desenvolvimento da doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA). A DHGNA se 

caracteriza pelo acúmulo de gordura no tecido hepático (2).  

Um conceito inovador propõe que o eixo entero-hepático desempenha papel 

fundamental na progressão da DHGNA, pois o excesso do consumo de gordura saturada ou 

de frutose altera a composição da microbiota (disbiose) e aumenta a permeabilidade da 

barreira intestinal. Dessa forma, ocorre translocação de bactérias e toxinas produzidas por 

elas do lúmen intestinal para o sangue, com consequências para o metabolismo (3). 

Os lipopolissacarídeos (LPS), uma endotoxina presente na parede externa das 

bactérias gram negativas, têm os seus níveis consideravelmente aumentados pela influência 

da qualidade da dieta. Altos níveis de LPS induzem inflamação de baixo grau, que 

compromete a integridade da mucosa por alterações nas proteínas estruturais das zônulas 

de oclusão e aumento da permeabilidade intestinal (4). Além disso, a migração dessa 

endotoxina via veia porta para o tecido hepático leva a um quadro de endotoxemia (5). 

Além da endotoxemia, a dieta hiperlipídica ou com excesso de frutose promove 

comprometimento da homeostase energética hepática, reduzindo a beta-oxidação e 

favorecendo a lipogênese e resistência à insulina (RI) (6). O influxo do LPS e de DNA 

bacteriano para o fígado pela circulação portal aumenta a expressão dos receptores toll like 

4 (TLR4), com consequente prejuízo à sinalização hepática da insulina (7). 

Dessa forma, dietas ricas em frutose ou em gordura saturada aumentam a 

endotoxemia pós-prandial com efeitos cumulativos quando consumidas cronicamente, 

como a inflamação hepática que favorece a progressão da DHGNA para formas mais 

graves como a esteatohepatite não alcoólica (EHNA) e a cirrose  (8).  
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Estudos em camundongos mostram aumento na contagem de macrófagos intestinais 

e maior expressão de TLR4 no fígado, estimulada pelo aumento de LPS plasmático após o 

consumo de dieta rica em frutose (3). A disbiose promovida pelo consumo crônico 

excessivo de frutose ou lipídeos é geralmente demonstrada por um aumento da razão 

Firmicutes / Bacteroidetes que, além de induzir o binômio inflamação e estresse oxidativo, 

desencadeia a esteatose hepática por mecanismos associados ao aumento da extração de 

energia alimentar e favorecimento da lipogênese (7). 

Diante deste cenário, a utilização de fármacos que revertam a disbiose e contenham 

as alterações hepáticas advindas do excesso dietético de frutose ou gordura saturada são 

pertinentes dada a elevada prevalência de DHGNA na população com sobrepeso ou obesa 

e sua progressão deletéria à saúde. Nesse contexto, os receptores ativados por proliferador 

de peroxissoma (PPARs) são fatores de transcrição que se encontram no entrelaçamento de 

várias vias metabólicas (9).  

A ativação farmacológica da isoforma alfa (PPAR-alfa) promove redução da massa 

corporal, alívio da RI, formação de adipócitos beges (10), além de redução expressiva da 

DHGNA pelo aumento da beta-oxidação mitocondrial (6). 

 Um estudo recente indicou que a ativação de PPAR-alfa está relacionada a 

regulação positiva sobre o metabolismo hepático (11). No entanto, não há relatos na 

literatura se o tratamento com agonista do PPAR-alfa melhora a disbiose em animais 

alimentados com dietas ricas em frutose ou gordura saturada e nem se a melhora do 

metabolismo energético hepático promovido pela ativação do PPAR-alfa tem relação com 

uma possível redução da endotoxemia e preservação da integridade da barreira intestinal 

(12).  

Já a Linagliptina, um inibidor seletivo da dipeptidil peptidase-4 (DPP-4) que 

suprime a rápida degradação do peptídeo endógeno semelhante ao glucagon-1 (GLP-1), 

aumenta a secreção de insulina dependente de glicose. A linagliptina tem sido utilizada em 

combinação com dieta e exercício físico na terapia do DM2, isoladamente ou em 

combinação com outros agentes hipoglicêmicos orais (13).  

Até o momento, não existem relatos na literatura sobre a associação desses dois 

tratamentos (agonista PPAR-alfa e linagliptina) sobre o eixo entero-hepático. Portanto, a 

hipótese desse estudo é que a ativação do PPAR-alfa e a inibição da DPP-4 (isoladas ou 

associadas) revertam a disbiose e endotoxemia promovida pelo excesso dietético de frutose 

ou gordura saturada em camundongos C57BL/6 machos, com mitigação da esteatose 
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hepática por estímulos anti-inflamatórios e anti-lipogênicos oriundos da modulação do eixo 

entero-hepático. 
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1. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

1.1 Modelos Experimentais  

 

 

A experimentação utilizando modelos animais nas pesquisas científicas tornou-se 

imprescindível para o desenvolvimento da ciência e tecnologia. Por volta de 1865, Claude 

Bernard, em seus estudos de fisiologia, descreveu os princípios da utilização de animais 

como modelo de estudo e transposição para a fisiologia humana. Seu trabalho “Introdução 

ao Estudo da Medicina Experimental” buscou estabelecer as regras e os princípios para o 

estudo experimental da medicina. A partir de experimentos físicos e químicos, ele 

demonstrou que as alterações observadas nos animais eram semelhantes às doenças em 

humanos (14).  

 As descobertas realizadas com as pesquisas científicas auxiliam na descoberta de 

medidas profiláticas e tratamentos de inúmeras patologias que acometem os seres vivos. 

Como exemplo de contribuições provenientes da experimentação animal, temos a 

descoberta da insulina e antibióticos que contribuíram para o tratamento de diversas 

doenças, o desenvolvimento de técnicas de transplante de órgãos, a descoberta de fármacos 

que atenuam ou suprimem a evolução de determinadas doenças, assim como o 

desenvolvimento de vacinas para grandes pandemias como a atual epidemia do Covid-19, 

entre outros. Além da utilização de animais, as pesquisas científicas contam com o recurso 

alternativo dos estudos in vitro como a cultura de células. 

Do ponto de vista científico, a escolha do modelo animal “ideal” deve levar em 

consideração o fenótipo e que a patogênese da condição do animal se assemelhe à doença 

humana em estudo (15). Animais de diversas espécies têm sido utilizados ao longo de 

séculos para o desenvolvimento científico. Dentre as espécies analisadas, o camundongo é 

o que mais atende os critérios científicos, sendo assim, é o mais utilizado nas pesquisas 

científicas. Somente no século XIX o camundongo passou a ser utilizado como 

instrumento para as pesquisas científicas (16).  

O camundongo pertence a classe Mammalia, ordem Rodentia, família Muridae, 

gênero Mus, espécie Mus musculus. Existem controvérsias sobre espécies e subespécies 

criadas em laboratório, porém, está é a classificação mais aceita devido à presença de 
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cruzamentos. No caso de camundongos de linhagem C57BL/6, o genoma é originário de 

Mus spretus, e não de Mus musculus  (17). 

A escolha de camundongos de linhagem C57BL/6 para o desenvolvimento deste 

trabalho se deve ao fato de apresentarem um fenótipo semelhante ao observado em 

humanos quando alimentados com dieta hiperenergética (que mimetiza as dietas 

ocidentais). Esse modelo é conhecido como “obesidade induzida por dieta” (DIO – do 

inglês diet-induced obesity) e é utilizado em larga escala na literatura científica (5, 18). 

Dentro do contexto da experimentação com animais, a escolha da dieta é um fator 

importante para a experimentação animal. Dietas ricas em carboidratos e/ou lipídeos são 

amplamente utilizadas para avaliação das alterações metabólicas em cepas de 

camundongos C57BL/6 (19, 20).  

O excesso da ingestão de frutose e/ou lipídeos é capaz de alterar o metabolismo de 

carboidratos e lipídeos respectivamente, levando ao desenvolvimento da obesidade, DM2 

(21), RI (22), hipertrigliceridemia (23), aumento da pressão arterial e doenças 

cardiovasculares (24) inflamação (25), doenças hepáticas  (26).  

 

 

1.2 Frutose e lipídeos: consumo e impacto na saúde 

 

 

1.2.1 Epidemiologia e relação da frutose e lipídeos com a síndrome metabólica  

 

 

Nas últimas décadas, o mundo tem passado por mudanças nos padrões dietéticos 

que caracterizam a chamada transição nutricional que envolvem alterações quantitativas e 

qualitativas na dieta. As novas práticas alimentares incluem elevado conteúdo energético, 

com maior ingestão de gorduras saturadas (maior parte de origem animal) e açúcares de 

adição, seguido da redução no consumo de fibra dietética, frutas, hortaliças e cereais (1).  

A crescente prevalência de sobrepeso e obesidade em países desenvolvidos e em 

desenvolvimento vem sendo considerada uma pandemia global (24). Tal condição aumenta 

consideravelmente a gênese e o desenvolvimento de comorbidades e DCNTs como: DM2, 

dislipidemia, doenças cardiovasculares, esteatose hepática, entre outros. Dentre os 

múltiplos fatores etiológicos que predispõem as doenças crônicas, destacam-se os fatores 

genéticos, mudanças no comportamento alimentar e sedentarismo (27).  Esse conjunto de 

desordens, quando associadas em um indivíduo, pode ser denominada de Síndrome 
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Metabólica (SM). Estudos recentes têm demonstrado que frutose e lipídeos têm 

contribuído para o aumento da incidência de sobrepeso e obesidade em todo o mundo (28).  

Segundo o VIGITEL BRASIL1 2020, as DCNTs são um dos maiores problemas de 

saúde do Brasil. Dados da Organização Mundial de Saúde (OMS) indicam que as DCNTs 

foram responsáveis por 73,6% das mortes ocorridas globalmente em 2019 (World Health 

Organization - WHO, 2018a, 2018b). Para OMS, um conjunto de fatores de risco é 

responsável pelas mortes por DCNTs e por uma fração da carga de doenças devida a essas 

enfermidades. Dentre esses fatores destacam-se o tabagismo, o consumo alimentar 

inadequado, o sedentarismo e o consumo excessivo de bebidas alcoólicas  (29).  

 

 

1.2.2 Dietas ricas em Frutose 

 

 

A frutose é um carboidrato2 do tipo monossacarídeo, que apresenta sua estrutura 

molecular na forma de hexose (C6H12O6), muito semelhante à glicose, diferindo apenas 

pela posição do grupo carbonila (Figura 1). Está presente em muitos alimentos, como 

frutas, vegetais, leguminosas, mel, constituinte da sacarose (β-D-Frutofuranosil α-D-

glicopiranosida) e de outros polímeros, como a inulina (30).  

 

Figura 1 – Estrutura molecular da glicose e frutose 

 

 
Legenda: Representação esquemática da estrutura molecular da glicose e frutose (projeção de Fisher). 
Fonte: Harper, 2007.  

 

                                                 
1 O VIGITEL realizou um inquérito telefônico para estimar a frequência e distribuição sociodemográfica de 

fatores de risco e proteção para doenças crônicas nas capitais dos 26 estados brasileiros e no Distrito Federal 

no ano de 2020. Os dados publicados no VIGITEL são de responsabilidade do Ministério da Saúde e 

Secretaria de Vigilância em Saúde. 
2 Carboidrato – São substâncias que liberam determinados compostos por hidrólise. Podem ser divididos em 

três classes principais de acordo com o número de ligações glicosídicas: monossacarídeo, oligossacarídeos e 

polissacarídeos. 
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O consumo de frutose, o mais doce de todos os carboidratos, aumentou 

consideravelmente nos últimos anos. A frutose e a glicose formam o dissacarídeo sacarose. 

A sacarose já foi utilizada como o principal adoçante pela indústria alimentícia, porém, o 

fato de a frutose ser 1,5 – 1,7 vezes mais doce que a sacarose, a sua utilização aumentou 

consideravelmente em comparação com a sacarose nos últimos anos (31, 32).  Além disso, 

a frutose possui baixo custo devido ao desenvolvimento no processo de extração de xarope 

de milho rico em frutose (HFCS - do inglês high fructose corn syrup).  

Sendo assim, a frutose tem sido amplamente utilizada pela indústria alimentícia na 

produção de diversos produtos como as bebidas açucaradas (Sugar-sweetened beverages – 

SSBs), doces, pães, temperos prontos e embutidos. As SSBs são uma importante fonte de 

HFCS em todo o mundo e incluem refrigerantes, bebidas com sabor de frutas e bebidas 

esportivas. Em média, os SSBs contribuem com aproximadamente 7% das calorias diárias 

de boa parte da população (31, 33).  

O consumo aumentado de alimentos que provenientes da incorporação da frutose, 

principalmente em bebidas como refrigerantes e sucos adoçados, trouxeram diversos 

efeitos deletérios para a saúde. Portanto, suscita o interesse científico para as 

consequências do consumo excessivo da frutose em órgãos-alvo (Figura 2). Há evidências 

de que a frutose seja mais deletéria do que a glicose em termos cardiovasculares como na 

hipertensão arterial (4).  

 

Figura 2 – Efeitos do excesso da ingestão frutose ou HFCS em órgãos-alvo  

 

                 

Legenda: Principais efeitos do excesso da ingestão da frutose ou do HFSC em órgãos-alvo como o cérebro, 

fígado, rins, intestino, tecido adiposo e endotélio.  

Fonte: Adaptado Johnson et al., 2009. 
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1.2.2.1 Absorção e metabolismo da frutose 

 

 

A capacidade de absorção de frutose entre os seres humanos varia em torno de 

15g em indivíduos adultos e, é, independente de energia. Entretanto, a capacidade de 

absorção da frutose pode ser aumentada em 29%, caso seja ingerida em associação com a 

glicose, ou sob a forma de sacarose  (Caussy et al., 2018; Panasevich et al., 2018).  

A frutose é um monossacarídeo, e, não requer clivagem enzimática para ser 

digerida. No período pós-prandial, a frutose é absorvida e, posteriormente, captada via 

transporte facilitado mediada pelo transportador GLUT5 (transportador de glicose 5) 

presente no epitélio intestinal (Figura 3). O GLUT5 possui alta afinidade pela frutose e 

encontra-se na membrana apical da região terminal do duodeno e jejuno (34).   

Dentro do enterócito, parte da frutose é convertida em lactato, e em seguida é 

difundida através da membrana basolateral dos enterócitos com auxílio do GLUT2 (Figura 

3). Dessa forma, atinge a corrente sanguínea pela veia porta, sendo transportada até os 

hepatócitos, onde é primariamente metabolizada  (35).  

 

 

Figura 3 – Ilustração do transporte de frutose através do epitélio intestinal  

 

Legenda: A imagem ilustra o transporte da frutose e da glicose através do epitélio intestinal do enterócito. A 

frutose entra pela membrana luminal com o auxílio do transportador GLUT5. Após absorção, a 

frutose sai pela membrana basolateral com o auxílio dos transportadores GLUT2. 
Fonte: Modificado de Brooks, Jones, Butler, 2010. 

 

No hepatócito, a frutose é captada pelo seu receptor GLUT2, sem gasto de energia e 

estímulo de insulina (Figura 3). Nos hepatócitos, a frutose é fosforilada no carbono 1, 

mediada pelas enzimas frutoquinase ou cetoquinase, ou no carbono 6, mediada pela enzima 

hexoquinase, gerando a frutose-1 fosfato. A frutose-1 fosfato é clivada em duas trioses, 
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gliceraldeído-3-fosfato e dihidroxiacetona (sendo uma a forma isomérica da outra), em 

uma reação mediada pela enzima aldolase B. Essas duas trioses poderão seguir três 

caminhos distintos:  

1) via glicolítica, que tem como produto o piruvato e a adenosina trifosfato (ATP) para o 

ciclo de krebs;  

2) reduzido até glicerol, que será utilizado na síntese de triacilgliceróis, fosfolipídeos e 

outros lipídeos; ou condensado até formar frutose 1,6 difosfato e, depois formar glicose ou 

glicogênio (ou seja, parte da frutose pode ser convertida em ácidos graxos livres no interior 

dos hepatócitos pelo processo de lipogênese de novo (LDN, do inglês de novo lipogenesis);  

3) podem formar frutose 1,6-difosfato e a partir daí, formar glicose (50%) e glicogênio 

através da gliconeogênese (Figura 4) (36, 37). A frutose 1P ainda ativa proteínas quinase e, 

consequentemente, ativam proteínas da família de proteínas quinase ativada por mitógenos 

(MAPK) induzindo a fosforilação em serina do receptor de insulina (IRS-1), levando à 

resistência à insulina hepática.  

 A alta ingestão da frutose produz TAG por meio de produtos intermediários, 

culminando em sobrecarga no metabolismo lipídico hepático. Como consequência, ocorre 

inibição da oxidação de lipídeos, favorecendo a reesterificação dos ácidos graxos com o 

glicerol para formar TAG. O mecanismo pelo qual a frutose está associada com o aumento 

do TAG relaciona-se com o aumento da LDN. A contínua produção de acetil-CoA formada 

pelo metabolismo da frutose, gera produtos que contribuem para a síntese de TAG. A 

acetil-CoA é convertida a citrato, que é um substrato para LDN. O citrato é convertido em 

malonil-CoA, por uma reação mediada pela malonil-CoA carboxilase. A presença dessa 

enzima inibe a ação da carnitina palmitoil transferase (CPT-1), reduzindo a entrada de AGs 

na mitocôndria. Como consequência, ocorre uma limitação da beta-oxidação mitocondrial 

(31).  
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Figura 4 – Esquema resumido da via de oxidação da frutose nos hepatócitos 

 

 

Legenda: O esquema mostra de forma resumida os produtos provenientes da degradação da frutose: formação 

de piruvato pela via glicolítica; formação de glicerol a partir de gliceraldeído 3-fosfato que será 

direcionado para a síntese dos triacilglicerois e fosfolipídeos; e formação de frutose 1,6 difosfato 

que é direcionado para formação de glicogênio. A imagem ilustra o transporte da frutose e da 

glicose através do epitélio intestinal do enterócito. A frutose entra pela membrana luminal com o 

auxílio do transportador GLUT5. Após absorção, a frutose sai pela membrana basolateral com o 

auxílio dos transportadores GLUT2. 

Fonte: A autora, 2022. 

 

 O excesso de frutose ainda ativa a proteína de ligação ao elemento regulador do 

esterol-1 (SREBP-1). O aumento de SREBP-1 estimula a transcrição de genes envolvidos 

na síntese dos AGl, como o acetil-CoA carboxilase (converte acetil-CoA em Malonil-CoA) 

e FAS (ácido graxo sintase). Esse mecanismo sobreexcede a capacidade metabólica 

mitocondrial, aumentando a lipogênese e reduzindo a beta-oxidação mitocondrial, o que 

predispõem o desenvolvimento da dislipidemia e esteatose hepática (31). 

 

 

1.2.3 Dietas ricas em Lipídeos 

 

 

Os lipídeos são moléculas orgânicas insolúveis em água. São formadas a partir de 

ácidos graxos e glicerol (Figura 5) armazenados nos adipócitos via captação de ácidos 

graxos ou através da lipogênese. Existem inúmeros tipos de lipídeos tanto de origem 

animal quanto vegetal. Eles são classificados de acordo com a sua estrutura em: lipídeos 

simples, lipídeos compostos e lipídeos derivados. Os triacilgliceróis são lipídeos simples e 
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representam a forma mais abundante de lipídeos encontrados nos alimentos, bem como no 

organismo humano. Existem inúmeros tipos de lipídeos complexos, no entanto, os de 

maior importância na dieta ocidental são o colesterol (COL), os ésteres de colesterol (Col-

E) e os fosfolipídeos (FL)  (38). 

Os lipídeos desempenham funções importantes no organismo humano, como: 

constituição da membrana plasmática, isolamento térmico e físico, transporte e absorção de 

vitaminas lipossolúveis, proteção aos órgãos, precursor de hormônios e fornecimento de 

energia sob a forma de ATP para as funções metabólicas ( (39). São classificados de 

acordo com a cadeia carbônica dos ácidos graxos em: curta – 2 a 4 átomos de carbono; 

média – 6 a 10 átomos de carbono e longa – mais de 12 átomos de carbono (40). 

Representam a maior fonte energética (9 kcal/g) da alimentação, e estão sob a 

forma de TAG e COL (39, 41). Os TAG são armazenados principalmente no tecido 

adiposo (TA) como reserva energética, e a mobilização dessa energia ocorre quando 

necessário, como por exemplo em períodos de privação de alimentação (Figura 5A-B) 

(11).  

 

 

Figura 5 – Esquema geral da constituição dos TAG 

 

 

          

 

 

Legenda: Os TAG apresentam em sua estrutura AGs ligados a três moléculas de glicerol. Estrutura química 

do TAG (A); representação esquemática do TAG armazenado no TA (B).  

Fonte: A autora, 2022. 

 

 

 

 

A B 

Triacilglicerol 
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1.2.3.1 Digestão, mobilização e transporte de lipídeos  

 

 

A quebra de lipídeos é denominada lipólise, e inicia-se no intestino delgado, com o 

auxílio dos sais biliares que emulsificam as gorduras formando micelas. As lipases 

hidrolisam os TAG, liberando ácidos graxos e glicerol. Os ácidos graxos livres (AGL) e 

COL formam micelas mistas com os sais biliares que se aproximam do sítio de absorção 

lipídica, onde atravessam a camada de água e é absorvido (Esposito et al., 2014).  

Dentro das células intestinais, a área de superfície da interface é aumentada pelos 

movimentos peristálticos do intestino, combinados à ação emulsificante dos ácidos biliares 

(ou sais biliares). Os ácidos graxos formam complexos com a proteína intestinal de ácidos 

graxos, que aumenta a solubilidade efetiva dos lipídeos e protege a célula dos efeitos 

dessas substâncias (Figura 6) (Di Paola et al., 2018). 

O processo de emulsificação dos lipídeos ocorre no duodeno. A colecistoquinina, 

um hormônio peptídico, é produzido em resposta à presença de lipídeos, atuando sobre a 

vesícula biliar e estimulando a secreção da bile, e ainda, sobre as células exócrinas do 

pâncreas, estimulando a secreção de enzimas. A secretina, um hormônio peptídico, tem a 

função de auxiliar na neutralização do pH do conteúdo intestinal, por estimular o pâncreas 

a secretar uma solução rica em bicarbonato. Sendo assim, os lipídeos são degradados por 

enzimas pancreáticas que estão sob controle hormonal. As lipases agem na interface 

lipídeo-água por ativação interfacial (42). 

 O glicerol atravessa a mucosa intestinal, sendo convertido em TAGs. TAGs e COL 

são incorporados às proteínas transportadoras, as apolipoproteínas, formando os 

quilomícrons, que são carreados pela corrente sanguínea até chegar no fígado, principal 

órgão que metaboliza os lipídeos. A esterificação3 de cadeias acil dos ácidos graxos 

juntamente com glicerol-3-fosfato é realizada para a formação de novos TAG. Este 

processo ocorre através de uma reação enzimática por enzimas denominadas 

aciltransferases (Birchenough et al., 2015; Burgueno e Abreu, 2020).  

 

 

 

 

                                                 
3 Ácidos Graxos com menos de 10 carboidratos não são esterificados no interior do intestino, sendo 

absorvidos diretamente para corrente sanguínea via veia porta.  
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Figura 6 – Esquema representativo da digestão de lipídeos 

 

 

Legenda: Esquema representativo da digestão de lipídeos ao longo do trato intestinal. 

Fonte: Princípios de Bioquímica de Lehninger, 2017.  

 

 

1.2.3.2 Metabolismo hepático dos lipídeos 

 

 

Após chegarem no tecido hepático, os ácidos graxos são metabolizados no interior 

da mitocôndria. A molécula de ácido graxo não consegue permear a membrana 

mitocondrial, portanto, é necessário que este seja convertido a acil-CoA. Dentro da 

membrana mitocondrial externa (MME), o acil-CoA se ligará à carnitina formando o 

complexo acil – carnitina graxo. Na formação deste complexo ocorre a liberação de uma 

coenzima A. O acil – carnitina graxo, então, entra na matriz mitocondrial com o auxílio do 

transportador denominado carnitina. Na matriz mitocondrial a carnitina será substituída 

pela coenzima A e teremos novamente um acil-CoA que poderá, então, ser oxidado pelo 

processo chamado de β-oxidação que ocorre na matriz mitocondrial (43). 
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1.2.3.3 Oxidação de ácidos graxos 

 

 

A β-oxidação compreende um processo catabólico pelo qual os ácidos graxos são 

transferidos para as mitocôndrias e são decompostos para gerar precursores para a geração 

de ATP. É um processo no qual fragmentos de dois carbonos são sucessivamente 

removidos da extremidade carboxila da acilCoA, produzindo acetil coa (44). 

O Acil-CoA entra na MME acoplado à CPT1 e chega na matriz mitocondrial 

acoplado à CPT2. Na matriz mitocondrial, os AGs sofrem remoção oxidativa de unidades 

de carbono na forma de acetil-CoA, começando da extremidade carboxila da cadeia 

carbônica (45). 

A β-oxidação é concluída quando todo o acil-CoA é oxidado totalmente e 

convertido em acetil-CoA. O objetivo da β-oxidação é reduzir a cadeia de acil-CoA graxo 

de cadeia longa em 2 carbonos. A regulação da via é realizada pela enzima CPT1, que 

regula a entrada de ácidos graxos na mitocôndria. Essa enzima é inibida pelo Malonil-

CoA, um intermediário que tem sua concentração aumentada na presença de excesso de 

carboidratos disponíveis, que se configuram como precursor na biossíntese de ácidos 

graxos (46). 

 

 

1.2.3.4 Alta ingestão de lipídeos e a obesidade 

 

 

A obesidade tornou-se uma epidemia mundial de caráter multifuncional. Os fatores 

epigenéticos e ambientais estão fortemente relacionados à obesidade, no entanto, os 

hábitos nutricionais associados ao estilo de vida sedentário, têm um impacto relevante para 

o desenvolvimento da obesidade. Está fortemente associada as doenças cardiovasculares 

associadas à hipertensão arterial, dislipidemia, DM2, entre outras (47). 

O consumo elevado por um tempo prolongado de dieta hiperlipídica leva a um 

quadro de hiperplasia e hipertrofia do tecido adiposo visceral, o que é determinante para a 

gênese e desenvolvimento da obesidade. Vale ressaltar que uma dieta hiperlipídica (Figura 

7) está relacionada com o aumento da massa corporal (MC) e comorbidades (48).  

O TA é o principal reservatório energético do organismo. Portanto, quando o TA 

excede sua capacidade de armazenamento, o excesso de lipídeos é mobilizado para outros 



30 

 

órgãos como o fígado, tecido muscular e pâncreas. Como consequência, ocorre aumento da 

adiposidade, produção de citocinas pró-inflamatórias, RI, dislipidemia e, frequentemente, 

este quadro está relacionado com a doença cardiovascular e aterosclerose (49). 

A obesidade está relacionada à desregulação do metabolismo lipídico, que pode 

resultar em níveis elevados de lipídeos na corrente sanguínea, deposição lipídica ectópica e 

doenças metabólicas associadas, como a DHGNA e aterosclerose (48). 

Atualmente, admite-se que a obesidade desempenha um importante papel na 

microbiota e na integridade da barreira intestinal. O mecanismo pelo qual estão associados, 

se deve ao fato de ocorrer um desequilíbrio na composição da microbiota intestinal (50).    

 

 

Figura 7 – Esquema representativo de alimentos que podem favorecer a obesidade 

 

 

Legenda: Esquema que ilustra alguns alimentos ricos em gorduras saturadas e frutose como os alimentos 

fast-food, bebidas adoçadas, entre outros provenientes da dieta favorecem a gênese e 

desenvolvimento da obesidade.  

Fonte: A autora, 2022. 

 

 

1.3 Morfologia e barreira intestinal  

 

 

O intestino apresenta peculiaridades na sua morfologia que lhe conferem 

características distintas em cada região, pois, além de atuar no processo de absorção de 

nutrientes, desempenha a importante função de barreira contra a entrada sistêmica de 

agentes nocivos, sejam eles microrganismos ou antígenos provenientes da alimentação 
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(51). Os elementos que formam a barreira do epitélio intestinal são classificados em 

componentes extracelulares e celulares, de acordo com a sua localização e funcionalidade. 

 

 

1.3.1 Componentes extracelulares  

 

 

Compreendem o pH gástrico, as secreções pancreáticas e biliares de enzimas 

digestivas (lipases, proteases, amilases e nucleases). Tais elementos conferem um 

mecanismo de defesa ao trato gastrointestinal, auxiliando no processo de digestão e 

fornecendo uma proteção catalítica e tóxica sobre os microrganismos e antígenos. 

Simultaneamente, na mucosa intestinal estão presentes as mucinas. Possuem propriedades 

hidrofóbicas e surfactantes, conferindo uma barreira física no epitélio intestinal contra 

traumas de partículas dentro do lúmen, assim como, fornecem proteção contra 

microrganismos, como bactérias e vírus, impedindo sua adesão à mucosa e ao epitélio 

intestinal (51). 

 

 

1.3.2 Componentes celulares  

 

 

Os componentes celulares estão dispostos sobre o epitélio intestinal que é formado 

por uma monocamada de células colunares justapostas que revestem o lúmen intestinal. O 

epitélio tem a função de atuar como uma barreira para impedir a passagem de antígenos, 

além de ser seletivo à translocação de nutrientes provenientes da dieta, eletrólitos e água do 

lúmen intestinal para a circulação (52). 

  Compreendem vilosidades e criptas que se dispõem ao longo de todo 

epitélio. As vilosidades são projeções microscópicas que se estendem no lúmen intestinal e 

são revestidas por uma camada de epitélio colunar que contém células diferenciadas. As 

vilosidades permitem aumentar a área de contato com os alimentos, facilitando a absorção 

de água e nutrientes. As criptas são invaginações epiteliais na mucosa do intestino, 

responsáveis pela proliferação desse tecido. Nas criptas residem as células-tronco 

intestinais (CTI), que apresentam duas propriedades funcionais: auto-renovação e 

multipotência. As CTIs produzem um tipo celular denominado, células progenitoras ou 
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transitórias. À medida que, as células progenitoras migram em direção à região apical do 

intestino, elas diferenciam-se em células absortivas ou colunares: enterócitos, ou em 

células secretórias: células caliciformes, células de Paneth ou células enteroendócrinas 

(53).  

As células absortivas apresentam borda digitiforme, caracterizada por uma densa 

matriz de vilosidades em sua superfície apical. As células caliciformes apresentam uma 

contínua produção e acúmulo de vesículas de secreção glicoproteica, composta 

principalmente de mucina, na região apical. Estão localizadas entre as células absortivas 

(enterócitos). A sua característica de produzir muco, confere a função de lubrificar e 

proteger o epitélio intestinal (53). 

As mucinas formam uma barreira física no epitélio intestinal, ajudando a conter 

bactérias comensais no lúmen do intestino, impedindo a sua adesão nas células epiteliais. 

As células de Paneth diferenciam-se dos demais tipos celulares. Estão presentes dispersas 

na parte inferior da cripta, e, secretam proteínas antibacterianas que impedem a passagem 

de microrganismos para a mucosa intestinal, atuando como reguladora da densidade 

microbiana e protetora de células-tronco próximas. As células enteroendócrinas, são as 

menos abundantes e secretam hormônios intestinais, como os peptídeos e catecolaminas 

(53). 

Existem duas vias pelas quais íons e moléculas, incluindo os nutrientes, podem 

atravessar a monocamada epitelial intestinal, são elas: a via transcelular e a via paracelular 

(Figura 8A) (52). A integridade da via paracelular depende da regulação das junções 

oclusivas, também conhecida como tight junctions4. Elas exercem função de barreira 

semipermeável entre o domínio apical e basolateral, mantendo a polaridade celular e 

bloqueando a livre difusão de proteínas, lipídeos e produtos patogênicos (54).  

Em nível molecular, as junções oclusivas são constituídas por três grupos de 

proteínas integrais de membrana: claudina, ocludina e moléculas de adesão juncional 

(Figura 8B). As junções formam um complexo formado por proteínas integrais que 

interagem indiretamente com o anel perijuncional do citoesqueleto da actina por meio de 

proteínas citoplasmáticas como as zônula de oclusão (ZO-1, ZO-2 e ZO-3), cingulina e 

antígeno 7H6 (55). As proteínas integrais formam uma vedação na região mais apical da 

                                                 
4 As tight junctions (ou junções oclusivas) são estruturas dinâmicas que regulam a passagem paracelular de 

íons, solutos e água, cuja permeabilidade pode ser alterada em resposta a estímulos como nutrientes, 

sinalização humoral ou neuronal ou mediadores inflamatórios, o que lhe atribui importante função no epitélio 

gastrointestinal, seja em condições fisiológicas ou patológicas. 
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membrana lateral das células conferindo uma obliteração parcial do espaço intercelular 

nessa região da membrana plasmática (52).  

As claudinas são fosfoproteínas consideradas componentes chaves para a função 

das junções oclusivas (56). A interação das alças extracelulares de ocludina com as células 

adjacentes cria uma barreira para macromoléculas, por isso é considerada fundamental para 

manter a permeabilidade intestinal. As claudinas executam funções diferentes em cada 

segmento e podem ser divididas em dois tipos:  

2 envolvidas na formação de barreira – conferem maior ou menor permeabilidade 

paracelular – claudina -1, -3, -4, -8;   

3 desempenham um papel na formação de poros ou canal – claudina -2, -7, -12 (57). 

 

No intestino delgado, há maior expressão de claudinas relacionadas à formação de 

poros e ao transporte paracelular de íons, como por exemplo claudina -2. No entanto, no 

cólon, é detectado uma maior expressão de claudinas formadoras de barreira, como 

claudina-1. De acordo com alguns estudos, as claudinas -2, -3 e -7 são detectadas em todos 

os segmentos do epitélio intestinal (57).  

 

 

Figura 8 – Esquema representativo da permeabilidade intestinal 

 

 

        
 

Legenda: O esquema representativo mostra o epitelial intestinal. Delimitações da célula intestinal: membrana 

apical, lateral e basolateral; presença de tight junction e as vias de transporte de nutrientes: 

transcelular e paracelular (A); Estrutura junções oclusivas - ZO, Claudina, Ocludina (B).  

Fonte: Disponível em https://doi.org/10.3390/ijms22136729. 

 

 

 

 A B 

https://doi.org/10.3390/ijms22136729
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1.4 Microbiota Intestinal 

 

 

O trato gastrointestinal (TGI) é o sítio orgânico mais povoado por microrganismos 

comensais e simbióticos, como bactérias, fungos, archaea, vírus e protozoários (58-60). O 

termo microbiota foi designado para caracterizar a população de microrganismos que 

habitam o TGI, enquanto o termo microbioma refere-se ao material genético da microbiota 

de um determinado local do corpo humano (61). 

O TGI possui aproximadamente 1013-1014 microrganismos. O intestino humano é 

um ecossistema densamente povoado por bactérias (Siezen e Kleerebezem, 2011) e estima-

se que o conjunto de genomas bacterianos possui aproximadamente 3 milhões de genes, o 

que representa aproximadamente 150 vezes superior aos genes do hospedeiro (Qin J, 

2010). Atualmente, é possível identificar a diversidade filogenética através da análise do 

DNA ribossômico 16S (rDNA) para 90% dos tipos bacterianos presentes na microbiota 

intestinal (62). 

As bactérias comensais exercem o papel de proteção, impedindo a proliferação de 

bactérias patogênicas que geralmente são causadas pelo desequilíbrio da microbiota. A 

colonização microbiana do intestino inicia-se no período neonatal e é fundamental para o 

desenvolvimento das vias metabólicas e imunológicas do recém-nascido. Após o 

nascimento a microbiota intestinal é muito instável, tendo o seu processo de 

amadurecimento concluído aproximadamente aos três anos de idade (56).  

Somente na idade adulta a microbiota se diversifica e estabiliza, e passa a exercer 

uma grande influência na fisiologia e no desenvolvimento do sistema imunológico do seu 

hospedeiro. Alterações durante este processo de colonização mostraram aumentar a 

suscetibilidade à doença durante a vida humana (56). Na flora microbiota intestinal de 

humanos são encontrados predominantemente os filos Firmicutes (64%) e Bacteroidetes 

(23%), e, em menor proporção os filos Proteobacteria e Actinobacteria. Embora estes 

organismos estejam presentes na maioria dos indivíduos nesta proporção, há sempre 

variações existentes de acordo com cada espécie (62, 63). 

O filo Bacteroidetes compreende bactérias Gram-negativas que inclui os gêneros 

Bacteroides e Prevotella.  O filo Firmicutes é dividido em duas classes principais de 

bactérias Gram-positivas, Bacilli e Clostridia, incluindo os gêneros Clostridium, 

Enterococcus, Lactobacillus e Ruminococcus (Woting e Blaut, 2016). Estas bactérias 

representam mais de 90% da população microbiana em camundongos e humanos, sendo 
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que Proteobacteria, Tenericutes, Verrucomicrobia, Actinobacteria, Fusobacteria e 

Cyanobacteria são os filos mais representados nas demais bactérias (12) (12).   

A quantidade e a diversidade de bactérias presentes no TGI demonstram variação 

ao longo do TGI. Deste modo, o número de células bacterianas presente no intestino dos 

mamíferos mostra um contínuo que vai desde as 102 a 103 bactérias por grama de 

estômago e duodeno até 104 a 107 de bactérias por grama de jejuno e íleo e culmina com 

109 a 1012 de células por grama de cólon (Figura 9). 

 

Figura 9 – Perfil de distribuição bacteriana ao longo do intestino 

 

 

.  

Legenda: Composição microbiana do intestino humano. 

Fonte: Adaptado de Costela et. al., 2009 

 

 

Pela proximidade com o estômago, o intestino delgado (duodeno) apresenta um 

quantitativo relativamente baixo de bactérias em função da presença de ácidos gástrico e 

biliares, suco pancreático e intestinal (60). A microbiologia do íleo terminal representa 

uma zona de transição entre o jejuno, onde predominam espécies aeróbias, e a população 

de elevada densidade de anaeróbios que se encontra no cólon. Na região do íleo terminal 

estão presentes predominantemente microrganismos gram-negativos e anaeróbios. Ao 

passo que, na região do cólon, a concentração e diversidade da microbiota eleva-se 

consideravelmente. Estas são constituídas na grande maioria por bactérias anaeróbias, 

como os pertencentes aos gêneros Bacteroides, Porphyromonas, Bifidobacterium, 

Lactobacillus e Clostridium, com as bactérias anaeróbias numa relação para as aeróbias de 

100 a 1000:1 (56, 60). 

 



36 

 

1.4.1 Alterações da barreira intestinal ocasionada pelo excesso no consumo de dietas 

ricas em frutose e lipídeos 

 

 

Numerosos estudos apontam que a composição da dieta se configura como um 

gatilho para a desregulação da barreira intestinal, assim como a composição da microbiota 

do seu hospedeiro (60). As variações na composição da microbiota fecal podem ser 

observadas em indivíduos com condições fisiológicas associadas à dislipidemia e 

deposição lipídica ectópica, como aterosclerose e esteatose hepática (63). 

A função da barreira intestinal está intimamente relacionada com a homeostase das 

células epiteliais intestinais (CEI), camada de muco e das células imunes. As CEI 

expressam receptores de reconhecimento de padrões (PRRs) que são proteínas codificadas 

que reconhecem e se ligam a ligantes microbianos específicos (56).  

Estudos demonstram que dietas ricas em frutose e lipídeos levam à redução de 

ácidos graxos de cadeia curta (AGCC), favorecendo a redução da diversidade filogenética 

das bactérias simbióticas, bem como mudança na composição e função da microbiota 

intestinal (1). 

Concomitantemente, os receptores do tipo Toll-like (TLR5), que são pertencentes à 

subfamília dos PRRs, como exemplo o TLR4, reconhecem padrões de moléculas 

associados a patógenos (PAMPs) que são expressos por bactérias gram-negativas. Os LPS, 

também conhecida como endotoxina bacteriana, são estruturas presentes na membrana 

externa das bactérias gram-negativas. Os LPS consistem em PAMPs que ativam uma 

resposta imune inata (60).  

Níveis aumentados de LPS induzem inflamação de baixo grau, que compromete a 

integridade da mucosa por alterações nas proteínas estruturais das junções oclusivas e 

aumento da permeabilidade intestinal (5). Níveis aumentados de LPS na corrente 

sanguínea desencadeiam um quadro de endotoxemia metabólica. A endotoxemia é uma 

condição ligada a perturbações metabólicas como dislipidemia, RI, DHGNA e doenças 

cardiovasculares. A translocação dessas endotoxinas contribui para gerar uma resposta 

metabólica deficiente, assim como, promove um estado inflamatório crônico através da 

ativação do TLR4, que é expresso em células imunes, como os macrófagos e em outros 

                                                 
5 Os TLRs são receptores que desempenham um papel fundamental no sistema imunológico. São expressos 

nas membranas de células imunes e não imunes, incluindo as células epiteliais, e reconhecem moléculas que 

são amplamente compartilhadas por microrganismos.  
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tipos celulares, incluindo os hepatócitos e adipócitos, dificultando a absorção de nutrientes 

(64).  

A sinalização TLR na mucosa intestinal também pode induzir a produção de 

citocinas inflamatórias, que levam à ativação de respostas inflamatórias envolvidas na 

progressão da DHGNA. Por exemplo, a ativação do inflamassoma NOD-, LRR- e pyrin 

domain-coninting protein 3 (NLRP3) pelo LPS via TLR4 está envolvida no 

desenvolvimento da DHGNA. O aumento da permeabilidade intestinal também está ligado 

à DHGNA em humanos. Os pacientes com DHGNA têm mostrado aumento da 

permeabilidade intestinal em comparação com controles saudáveis e a permeabilidade 

intestinal está correlacionada à gravidade da esteatose (63).  

 

 

1.5 Fígado 

 

 

1.5.1 Comparação entre os fígados humano e de camundongo  

 

 

O fígado humano ocupa o quadrante superior do abdômen e encontra-se fixado 

por alguns ligamentos, enquanto o fígado do camundongo abrange todo o espaço 

subdiafragmático e aparentemente não apresenta ligamentos (Figura 10A). Embora os 

padrões dos lobos sejam específicos de cada espécie, as subunidades lobulares são 

altamente conservadas em estrutura e função. Apresentam quatro lobos: esquerdo, direito, 

medial e caudado (Figura 10B). As adaptações à exposição a dietas ricas em lipídeos ou 

carboidratos são semelhantes e usualmente verificadas pela análise histológica (65). 
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Figura 10 – Ilustração macroscópica do fígado de camundongo 

 

 

 
Legenda: Ilustração macroscópica da cavidade abdominal do camundongo indicando a localização do fígado 

(A); os quatro lobos presentes no fígado de camundongos: direito, esquerdo, medial e caudado (B).  

Fonte: Adapatado e Rogers, 2012. 

 

Sob a análise microscópica, o fígado humano apresenta uma organização hexagonal 

de lóbulos clássicos, cordões de hepatócitos bem definidos e alinhados, enquanto no fígado 

de camundongo esta organização não é tão linear. Além disso, o fígado dos camundongos 

exibe menos tecido conjuntivo do que o de humanos (66).  

O sangue arterial e venoso  entra no lóbulo a partir de “tríades” portais 

(arteríolas, vênulas, ductos biliares e linfáticos). Nutrientes e macromoléculas são trocados 

entre hepatócitos e plasma através de sinusóides revestidos por endotélio fenestrado, 

enquanto as demais células residentes, incluindo células estreladas hepáticas e 

células de Kupffer  mantêm a imunidade. A função fisiológica é semelhante em ambas as 

espécies, embora existam algumas diferenças morfológicas (65). 

As diferenças existentes entre as duas espécies devem ser observadas e 

consideradas para a utilização de camundongos como modelos de pesquisa. Entretanto, 

observa-se muitas semelhanças na estrutura geral e funções hepáticas entre o humano e o 

camundongo. Fato este que reforça a viabilidade da utilização do modelo animal em 

trabalhos experimentais, sendo uma característica importante para os estudos científicos 

(66). 

 

A B 
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1.5.2 Função, composição celular e resposta imune hepática 

 

 

O fígado é um órgão metabolicamente ativo, tendo em vista a sua multiplicidade 

funcional. Portanto, os hepatócitos são células que apresentam um caráter multifuncional: 

apresenta numerosas mitocôndrias, retículo endoplasmático bem evidenciado, onde ocorre 

a síntese de diversas proteínas plasmáticas, e demais organelas citoplasmáticas com sua 

importância funcional para o funcionamento das atividades metabólicas desenvolvido no 

tecido hepático. Dentre as principais atividades vitais e essenciais à manutenção da 

homeostasia corporal, destaca-se: 

a) Síntese e armazenamento de proteínas; 

b) Secreção biliar; 

c) Formação de fatores de coagulação; 

d) Função metabólica, catabólica, excretora e secretora; 

e) Excreção de substâncias tóxicas. 

Além dos hepatócitos, o tecido hepático é constituído por demais células que são 

essenciais para a manutenção das condições fisiológicas e fisiopatológicas desse órgão, 

conhecidas como células não parenquimatosas. São elas: células de Kupffer, células 

biliares, células estreladas hepáticas (ou células de Ito) e linfócitos intra-hepáticos (Figura 

11) (67). 

As células não parenquimatosas representam aproximadamente 50% das células 

do fígado e revestem as artérias e as veias central e porta, sua morfologia difere 

consideravelmente e formam um endotélio fenestrado. As não parenquimatosas expressam 

moléculas que promovem a captação de antígenos, e moléculas apresentadoras de 

antígenos, incluindo MHC classe I e II e as moléculas coestimuladoras CD40, CD80 e 

CD86. 

 

a) Células de Kupffer (ou macrófagos) – representam cerca de 20% das células não 

parenquimatosas do fígado. Residem no espaço vascular sinusoidal, 

predominantemente na área periportal. Tem a função de fagocitar hepatócitos 

apoptóticos; 

 

b) Células estreladas hepáticas (CEHs) ou células de Ito – estão localizadas no espaço 

de Disse e sua principal função é o armazenamento de vitamina A sob a forma de 
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ésteres de retinol. No fígado saudável, as CEHs mostram um fenótipo quiescente. 

Existem muitas evidências de que a ativação das CEHs desempenha um papel 

crítico na fibrose hepática; 

 

c) Linfócitos – encontrados por todo o parênquima, incluem linfócitos do sistema 

imunológico adaptativo (células T) e células do sistema inato produzidas pelo Timo 

(células NKT e NK – natural Killer). 

 

 

Figura 11 – Esquema das células presentes no tecido hepático 

 

 

 

Legenda: O esquema mostra as principais células presentes no tecido hepático. 

Fonte: A autora, 2022. 

 

As células imunes são ativadas por diversos estímulos que incluem produtos 

bacterianos como o LPS. As citocinas derivadas de células de kupffer desempenham um 

papel fundamental na modulação da diferenciação e proliferação de outras células. Em 

resposta a concentrações fisiológicas de LPS, as células de kupffer produzem TNF-α e IL-

10, que regulam negativamente a captação de antígeno mediada por receptor e a expressão 

de MHC6 classe II em células não parenquimatosas e células dendríticas, e diminuem a 

ativação de células T (68).  

As células natural killer (NK) hepáticas modulam a lesão hepática equilibrando a 

produção local de citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias após a ativação por meio 

de seus receptores ativadores e inibitórios. Acredita-se que células NTK polarizam as 

respostas imunes adaptativas locais e sistêmicas a um perfil tipo I (IFN-ϒ e TNF-α) e um 

                                                 
6 MHC (do inglês Major Histocompatibility Complex) complexo principal de histocompatibilidade – é a 

região presente na superfície dos linfócitos que atua no reconhecimento e na apresentação de antígenos. 

Possui papel importante no sistema imune. 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Sistema_imune
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perfil tipo II (IL-4, IL-10, IL-13). Admite-se que as células NTK estejam envolvidas nas 

infecções hepáticas. Estudos com camundongos deficientes de NTK são mais suscetíveis a 

certas infecções virais e bacterianas (68). 

 

 

1.5.3 Metabolismo energético hepático 

 

O fígado é um órgão que apresenta um papel central na regulação da homeostase do 

metabolismo de carboidratos, lipídeos e proteínas. O metabolismo energético hepático 

compreende o conjunto de reações metabólicas que produzem a energia necessária para a 

realização das funções vitais através da degradação ou ligação das moléculas (catabolismo 

ou anabolismo). Para que essas reações ocorram, são necessários substratos energéticos, 

que são provenientes da alimentação. As principais fontes de energia utilizadas nessas 

reações são os carboidratos, os lipídeos e as proteínas. A regulação do metabolismo de 

carboidratos e lipídeos ocorre no fígado e órgãos como o tecido adiposo e músculo, para 

manter a homeostase corporal, em condições de jejum e pós-prandial (69). 

 

 

1.5.3.1 Metabolismo da glicose e triacilglicerois (TAG)  

 

 

Em condições fisiológicas, a glicose proveniente da dieta é utilizada para a 

manutenção das condições metabólicas de corpo.  Quando os níveis de glicose e lipídeos 

excedem as necessidades energéticas, a capacidade hepática de absorção, síntese, 

exportação e oxidação de AGl no fígado fica comprometida (70). 

O excesso de glicose é captado por um processo de difusão facilitada, através do 

transportador GLUT2, um mecanismo independente da regulação da insulina. Essa glicose 

captada é estocada na forma de glicogênio, que funciona como reserva de glicose em 

períodos entre as refeições, por exemplo. Esse processo é chamado de glicogênese. Se os 

níveis de glicose estiverem baixos, o glicogênio é convertido em glicose – glicogenólise 

(Schreurs et al., 2010). 

O excesso de glicose é convertido em ácidos graxos no fígado, que são utilizados 

na síntese da principal fonte de estoque energético do organismo, os TAGs. Os ácidos 
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graxos provenientes da degradação dos TAGs são liberados na forma de AGl para serem 

utilizados mediante estímulos hormonais (Bernsmeier e Albano, 2017). Estes AGl chegam 

até o fígado através de três vias:  

a) fontes alimentares;  

b) Hidrólise de TAG em glicerol e AGl (lipólise), que ocorre no interior 

do tecido adiposo; e 

c) lipogênese de novo (LDN). 

 

 

A LDN é caracterizada como uma via de conversão de fontes glicídicas para a 

síntese de ácidos graxos (Ameer et al., 2014). A LDN é um processo modulado por fatores 

de transcrição ativados por insulina, o principal regulador da expressão da proteína de 

ligação ao elemento regulador dos esteroides 1c (SREBP-1c) (71). A SREBP-1c é um 

membro da família SREBP que controla a regulação transcricional de genes lipogênicos 

(Kim et al., 2009). A sua ativação leva à conversão do piruvato em AGl no fígado e a um 

aumento da expressão de genes que ativam a síntese e captação de colesterol, ácidos 

graxos, TAG e FL (Figura 12) (72). Estudos demonstram que uma ingestão dietética 

aumentada de lipídeos, o processo da LDN provoca um estado de lipotoxicidade, predispõe 

à RI e ao desenvolvimento de alterações hepáticas (9, 73).   

Em condições normais, ao entrarem nos hepatócitos, os AGl provenientes da 

degradação dos TAG, podem seguir os seguintes caminhos: 

 Beta-oxidação pelas mitocôndrias para gerar energia sob a forma de adenosina trifosfato 

(ATP); 

 Convertidos em TAG acoplados às lipoproteínas de baixa densidade (VLDL) e 

transportados e armazenados no tecido adiposo.  

  Quando ocorre alguma alteração dessa via, os AGl são armazenados no tecido 

hepático (74, 75). A beta-oxidação de AGs é uma reação que ocorre na matriz 

mitocondrial, e, tem como produto o Acetil-CoA. Esse nome é dado porque a oxidação 

ocorre no carbono beta do ácido graxo. O AG é inicialmente oxidado na membrana externa 

da mitocôndria pela enzima acil-CoA sintetase a uma forma ativa conhecida como acil-

CoA. Porém, a membrana interna da mitocôndria é impermeável a acil-CoA. Então, esses 

grupos acila são transportados para mitocôndria através da sua associação com uma 
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molécula de carnitina. A molécula de acil-CoA de cadeia longa (LC-CoA) acoplado a 

CPT-1a entra na MME, onde é beta-oxidada (72, 76).  

  Na presença de concentrações elevadas de glicose e AGl, a enzima CPT-1a excede 

a sua capacidade funcional e, é inibida. Logo, ocorre aumento de Malonil-CoA, um 

intermediário na síntese de ácidos graxos e o principal modulador negativo da beta-

oxidação. O Malonil-CoA é capaz de inibir a CPT1. Consequentemente, ocorre aumento 

da FAS, enzima limitante na biossíntese de ácidos graxos e catalisadora do último passo 

desta via. Quando este processo é inibido, ocorre aumento na concentração de LC-CoA no 

citoplasma, o que reduz a expressão de genes que podem retardar a beta-oxidação hepática 

(77). 

Em síntese, podemos dizer que dietas com excesso de carboidratos e lipídeos, 

levam a desregulação do metabolismo de glicose e TAG, causando acúmulo de AGl 

hepático, o que se configura como gatilho para o acúmulo intra-hepático AG 

caracterizando um quadro de esteatose hepática.  

 

Figura 12 – Esquema simplificado da lipogênese de novo hepática 

 

 

 

Legenda: O esquema mostra de forma simplificada o mecanismo pelo qual o excesso de frutose e lipídeos. O 

excesso de insulina na corrente sanguínea, promovem o aumento de SREBP-1c, que regula genes 

lipogênicos. Como consequência, ocorre aumento da lipogênese de novo resultando no aumento da 

síntese de AGl acúmulo ectópico no tecido hepático resultando em esteatose hepática.   

Fonte: A autora, 2021. 
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1.5.3.2 Doença Hepática Gordurosa não alcoólica (DHGNA) 

 

 

A DHGNA, do inglês “Non-alcoholic fatty liver disease” (NAFLD), é uma 

condição clínica de etiologia multifatorial, que se caracterizada pelo aumento da deposição 

de esteatose7 no fígado. A DHGNA tem características histopatológicas semelhantes às 

encontradas na hepatite alcoólica. O seu espectro constitui a presença de esteatose 

acompanhada de um estado inflamatório. Denomina-se DHGNA quando um indivíduo 

apresenta ausência de um histórico significativo do uso de álcool ou outra doença hepática 

conhecida (78).  

A prevalência é de aproximadamente 25% na população adulta, e é a causa mais 

comum das doenças crônicas do fígado no mundo (79). Está fortemente associada à 

obesidade (50-70% em pacientes), DM2, RI, dislipidemia, sedentarismo e hábitos 

alimentares inadequados, sendo considerada um importante problema de saúde pública, em 

países desenvolvidos e subdesenvolvidos (78). 

A esteatose hepática é assintomática e, embora não existam marcadores 

bioquímicos ou moleculares com sensibilidade específica para assegurar o diagnóstico da 

DHGNA, a alteração das enzimas hepáticas, aspartato aminotransferase (AST) e alanina 

aminotransferase (ALT) detectadas no exame laboratorial, e/ou evidências em exame de 

imagem nos permitem identificar o início de uma possível lesão hepática. Outro indicador 

importante para o diagnóstico da DHGNA é quando a deposição de lipídeos no citoplasma 

dos hepatócitos, na forma de micro e/ou macrovesículas excede 5% do peso total do órgão 

ou quando a avaliação microscópica dos hepatócitos é igual ou superior a 5% de gordura 

(80).  

A importância do diagnóstico precoce da esteatose hepática deve-se ao fato de que 

28% dos pacientes evoluem para doenças hepáticas mais nocivas como a esteatohepatite. A 

esteatohepatite não alcoólica (EHNA), do inglês nonalcaholic steatohepatitis (NASH), é 

considerada a forma clínica e histológica mais grave relevante da DHGNA por apresentar 

maior potencial de evoluir para formas mais graves da doença, como cirrose e carcinoma 

hepático, com alto risco da necessidade de transplante hepático (Figura 13) (78). 

 

                                                 
7 Esteatose hepática – segundo a Sociedade Brasileira de Hepatologia, caracteriza-se pelo acúmulo de 

lipídeos nos hepatócitos. Ocasionada pela síntese hepática e esterificação de AGl em trialcilgliceróis 

aumentados acompanhado de redução do transporte dos AGl. 
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Figura 13 – Esquema da progressão da DHGNA 

 

Legenda: A imagem mostra de forma a progressão da DHGNA no tecido hepático.   

Fonte: A autora, 2022. 

 

 

Atualmente, já se sabe que o excesso de AGl, colesterol e seus metabólitos, tem 

um papel importante na fisiopatologia da DHGNA por diversos mecanismos, e são capazes 

de induzir inflamação no tecido adiposo. O aumento de citocinas pró-inflamatórias levam a 

um comprometimento na sinalização de insulina e desenvolvimento da RI e agravo do 

DM2, além de ativar células de kupffer e estreladas, que induzem a deposição de colágeno 

e favorecem a gênese da fibrose hepática (81). 

 As citocinas estão envolvidas na comunicação intracelular. Estímulos como o 

acúmulo de lipídeos, induzem as células hepáticas a produzirem moléculas inflamatórias. 

As citocinas podem desempenhar um papel importante no desenvolvimento e progressão 

da DHGNA através da estimulação da inflamação hepática (82), assim como, provoca 

danos na função mitocondrial e exacerbada o dano oxidativo hepatocelular (81).  

 

  

1.6 Resistência à Insulina (RI)  

 

 

A insulina é um hormônio polipeptídico secretada pelas células beta das ilhotas 

pancreáticas em resposta ao aumento dos níveis circulantes de glicose sanguínea pós-

prandial. Tem ação metabólica no músculo esquelético, fígado e tecido adiposo (83). São 

funções da insulina: 

 

a) Inibir a produção e liberação de glicose no fígado através do bloqueio da 

gliconeogênese e glicogenólise; 

b) Estimular o acúmulo de glicogênio através do aumento do transporte de 

glicose no músculo e síntese de glicogênio no fígado e músculo; 
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c) Estimular a síntese de AG no fígado em períodos de excesso de carboidratos 

pelo aumento de SREBP-1; 

d) Na gliconeogênese, a insulina inibe a transcrição de genes que codificam a 

fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), enzima chave no controle deste 

processo. 

 

Metabolicamente, a insulina desempenha um papel central na captação da glicose 

para a manutenção da homeostase do fígado, aumento da síntese de AGs, redução da 

produção hepática de glicose (gliconeogênese e glicogenólise) e a lipólise (84).  

Quando a insulina apresenta uma resposta metabólica inadequada, diminui os níveis 

circulantes de insulina nos tecidos como músculo, fígado e tecido adiposo, resultando um 

estado de hiperinsulinemia compensatória. Essa condição é definida como RI. A RI causa 

prejuízos na translocação de vesículas que contém GLUT8, diminuindo a capacidade dos 

tecidos de captar glicose para as células. Como consequência, a captação de glicose 

estimulada pela insulina nos tecidos citados é diminuída, levando a um estado 

hiperglicêmico (69).  

Elevadas concentrações plasmáticas de glicose e AGs resultam no aumento da 

captação hepática de lipídeos, comprometendo a lipogênese e a β-oxidação mitocondrial, 

resultando em resistência periférica à insulina e hiperinsulinemia (69). 

No fígado, a RI estimula a expressão de genes lipogênicos, enquanto reduz a 

lipólise nos adipócitos. Os mecanismos para o desenvolvimento da RI são caracterizados 

por alterações em certas etapas na sinalização da insulina, apresentando redução nas 

proteínas de substratos de receptor de insulina (IRS-1) e da serina/treonina proteína 

quinase 2 (Akt29), que influenciam diretamente na captação e translocação de glicose 

(GLUT2) por dependência de insulina . 

A RI apresenta importante relevância na fisiopatologia da DHGNA. O excesso de 

AGL, induzido por dieta hiperlipídica, altera o metabolismo da glicose favorecendo o 

desenvolvimento da RI. Os AGs induzem a ativação e aumento da expressão e de TLR4, 

                                                 
8 GLUT – transportador de difusão facilitada. São membros de uma família de proteínas integrais de 

membrana transportadoras de glicose. Esses transportadores exercem importante função no controle das 

alterações na secreção de insulina estimulada pela glicose. 
9AKT – é uma das 3 serina/treonina proteína quinase pertencente à família das AKT quinase que regulam 

processos incluindo o metabolismo, proliferação, sobrevivência celular, crescimento e angiogênese. É 

responsável pela regulação da captação de glicose mediando a translocação induzida pela insulina do 

transportador de glicose GLUT4 para a superfície celular. A AKT também regula o armazenamento de 

glicose na forma de glicogênio. 
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desencadeando a ativação de vias inflamatórias que vão influenciar na captação de glicose 

pela sinalização de insulina (7).  

 

 

1.7 Eixo entero-hepático  

 

 

A compreensão da patogênese da DHGNA relaciona-se com a interação 

metabólica que o fígado mantém com os diversos tecidos corporais. Fatores genéticos e 

ambientais são fatores que contribuem para a gênese e progressão da DHGNA. Como fator 

ambiental, podemos destacar a dieta que leva a alterações no metabolismo energético, 

assim como, provoca alterações na microbiota intestinal (63, 85).  

O fígado e o intestino estão anatomicamente ligados pela veia porta. Alterações na 

composição da microbiota intestinal promovem a translocação de LPS para a corrente 

sanguínea por comprometimento da via paracelular dos enterócitos (alteração na expressão 

das proteínas das zônulas oclusivas). Dessa forma, a sinalização do LPS, a partir de sua 

interação com o TLR4 hepático, promove inflamação no fígado e atua como um dos 

fatores envolvidos na gênese da DHGNA e também na sua progressão para formas mais 

graves como a EHNA (60). 

Sendo assim, as alterações no perfil da microbiota intestinal têm mostrado afetar o 

metabolismo energético hepático tanto em camundongos quanto em humanos (63). 

Portanto, é indicado a realização de estudos mais detalhados a fim de elucidar os 

mecanismos envolvidos nas alterações do eixo entero-hepático, o que o torna um alvo 

terapêutico para a DHGNA. 

 

 

1.8 Tratamento da DHGNA 

 

  

 Atualmente, as recomendações para tratar a DHGNA abrangem mudanças no 

estilo de vida, e não há tratamento farmacológico que tenha sido aprovado para tratar esta 

condição (86). Alguns medicamentos têm sido apontados como promissor para reduzir a 

massa corporal, e, consequentemente, reduzem a adiposidade e RI. Dessa forma, emergem 

como uma alternativa para atenuar a esteatose hepática  (87, 88); objetivo do tratamento é 
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atenuar os efeitos deletérios ocasionados pela DHGNA e inibir o desenvolvimento 

fibrótico que pode eventualmente levar à cirrose (89). Dentro desse contexto, o presente 

estudo avaliou os efeitos do agonista seletivo PPAR-α (utilizado na clínica para tratar 

dislipidemia) e do inibidor da DPP-4 (utilizado na clínica para tratamento do DM2) no eixo 

entero-hepático e possíveis efeitos benéficos na atenuação da esteatose hepática num 

modelo de DHGNA induzido por dieta hiperlipídica ou rica em frutose em camundongos 

C57BL/6. 

 

 

1.8.1 Receptores Nucleares (RN) 

 

 

Os RN constituem uma superfamília de fatores de transcrição ativados por 

ligantes, que atuam em processos fisiológicos através da regulação da expressão de genes-

alvo. Os RN se ligam a seus elementos responsivos na forma de monômeros, homodímeros 

ou heterodímeros. A escolha pelo tipo de ligação ocorre em função do grupo em questão. 

A superfamília de receptores nucleares é formada por três famílias ou classes (90). São 

eles: 

a) Receptores de esteróides (receptores de progesterona (PR), estrogênio, 

glicocorticoide (GR), andrógeno (AR) e mineralocorticoide (MR)) – são os 

principais reguladores de processos metabólicos, reprodutivos e de 

desenvolvimento. Hormônios derivados do colesterol, como cortisol e estrogênio, 

regulam os receptores esteróides por meio de ligação direta. Os receptores 

esteróides reconhecem os elementos responsivos denominados elementos 

responsivos hormonais (HREs), que são repetições dos hexanucleotídeos de 

sequência AGGACA; 

b) Receptores hormonais: tireoideanos/retinóides (RAR); de vitamina D 

(VDR), ácido retinóico (ROR), farnesóides X (FXR); hormônios tireoideanos e 

ativados por proliferadores de peroxissomos (PPAR) – esses receptores são 

regulados por uma variedade de moléculas de sinalização lipofílicas, incluindo 

hormônio tireoidiano, ácidos graxos, sais biliares e esteróides. Os receptores 

tireoideanos/retinóides reconhecem elementos responsivos contendo sequência 

AGGTCA. Este subgrupo reconhece estas sequências na forma de heterodímeros 

com o receptor de ácido X retinóico (RXR), 
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c) Receptores órfãos: receptores retinóides X (RXR), fator 4 nuclear de 

hepatócitos (HNF4). O receptor RXR forma complexos heterodiméricos com 

muitos RN e é o único receptor do grupo com um ligante ativador conhecido, o 

ácido 9-cis retinóico;  

d) Receptor do fator nuclear de células germinativas (GCNF): essa proteína 

apresenta uma diferença crítica em seu ligand binding domain (LBD) e não contém 

a função ativadora HR (AF-H).   

A ligação do receptor com seu ligante induz mudanças conformacionais dentro do 

receptor que, consequentemente, se liga a sequências específicas de DNA em todo o 

genoma. Uma vez ligada ao DNA, proteínas co-reguladoras, remodeladores de cromatina e 

a maquinaria transcricional geral são recrutados para o DNA para ativar ou reprimir a 

expressão do gene alvo (90). Em geral, todos os receptores nucleares apresentam uma 

estrutura de domínio modular comum. Cada subdomínio desempenham um papel 

específico na biologia do receptor, como representado na Figura 14. São eles: 

a) região N-terminal (A/B); 

b) domínio de ligação ao DNA (C ou DBD – DNA binding domain); 

c) região de ligação entre os domínios DBD e LBD (D), e  

d) região que contém o estimulador de ligação ao ligante (E/F ou LBD – 

Ligand Binding Domain). 
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Figura 14 – Composição estrutural dos receptores nucleares 

 

 

 

Legenda: (A-1D) disposição linear dos domínios que compõem os receptores nucleares. (B-3D) disposição 

tridimensional dos domínios que compõem os receptores nucleares e a interação entre o receptor e 

seu elemento responsivo contido na fita de DNA. 

Fonte: Disponível em https://pt.wikipedia.org/wiki/Receptor_nuclear 

 

A região A/B é a mais variável em tamanho e composição da sequência de 

aminoácidos. Esta região apresenta atividade e promotor específico, sugerindo que ela seja 

responsável pela especificidade de ação entre as isoformas de receptores. A região C é um 

domínio curto, contendo normalmente menos que 100 aminoácidos. A estrutura dos DBDs 

de vários receptores nucleares, apresentam a capacidade de reconhecer sequências 

específicas de DNA, denominada elementos responsivos (91). 

 Entre o domínio central DBD e o domínio C-terminal, encontra-se um domínio 

curto e flexível, denominado hinge ou região de dobradiça. Levando-se em consideração 

que os receptores nucleares podem se ligar aos seus elementos responsivos como dímeros 

em repetições diretas, e mantendo sempre uma interface de dimerização no domínio C-

terminal, foi proposto que a hinge serviria como o elo flexível entre os domínios LBD e 

DBD. Sabe-se que, mutações nesta região diminuem a interação entre o receptor 

tireoideano e alguns elementos responsivos (91). 

Os elementos responsivos que são reconhecidos por dímeros são constituídos por 

dois estimuladores de reconhecimento dispostos de tal forma a permitir o adequado contato 

DNA – proteína. As diferentes formas através das quais o receptor pode se ligar a seu 
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elemento responsivo estão relacionadas às diferenças nos domínios de ligação ao DNA e 

no domínio de dimerização. A dimerização é um mecanismo que maximiza a afinidade, a 

especificidade e a diversidade da ligação do receptor ao DNA (90). 

O domínio C-terminal também chamado do LBD é bastante estudado por ser um 

domínio de sinalização alostérica que não só se liga a ligantes, mas também interage com 

proteínas co-reguladoras tanto ativadoras como repressoras. São eles: os receptores de 

várias subfamílias, incluindo os receptores de: estrógeno, andrógeno, glicocorticóide, 

mineralocorticoide, ácido retinóico, ácido X retinóico, o PPAR e o receptor de hormônio 

tireoidiano, entre outros. É o responsável pela interação com o ligante, e do processo de 

dimerização dos receptores. Estes co-reguladores ligam-se ao LBD do receptor em 

diferentes contextos (90).  

 

 

1.8.1.1 Mecanismo de ação dos RN 

 

 

 Os RNs modulam a transcrição através de mecanismos distintos que derivam na 

ativação ou repressão da transcrição gênica específica. Para ativar expressão gênica, os 

RNs interagem com seus elementos de resposta de DNA (90). A interação com o ligante 

resulta em dimerização dos receptores nucleares, que recrutam proteínas coativadoras10 e 

são translocados para o núcleo celular onde se ligam aos seus respectivos elementos 

responsivos. Uma vez formando o complexo composto pelo receptor nuclear dimérico, 

proteínas coativadoras e elemento responsivo no núcleo celular, a transcrição celular é 

iniciada (92). 

 Os RNs ligados ao DNA recrutam proteínas coativadoras que por sua vez 

recrutam enzimas modificadoras de histonas (histonas acetilases) que facilitam a abertura 

da cromatina no DNA, facilitando a transcrição gênica. Para reprimir expressão gênica, os 

RNs recrutam proteínas co-repressoras (Figura 15). Essas proteínas recrutam outras 

histonas desacetiladas que revertem a acetilação das histonas e restringem o acesso da 

cromatina. Dessa forma, a transcrição do DNA é bloqueada e não ocorre a expressão 

gênica (90). 

 

                                                 
10 Os coativadores são responsáveis pela modificação da estrutura de histonas e da cromatina, gerando uma 

estrutura de DNA aberta para a transcrição. 
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Figura 15 – Esquema representativo da regulação dos complexos coativadores e 

correpressores 

 
 

Legenda: O esquema ilustra a regulação exercida pelos complexos coativadores e correpressores sobre os 

receptores nucleares. Uma vez estabelecida a ligação do ligante com o receptor nuclear, o 

complexo correpressor se desliga, dando lugar para o complexo coativador, iniciando uma cascata 

de eventos que culminam na transcrição dos genes alvos do receptor nuclear. 

Fonte: Adapatdo de Lee, Kim et al., 2012. 

 

 

1.8.1.2 PPARs (receptores ativados por proliferador de peroxissoma) e seu mecanismo de 

ação 

 

 

Os PPARs são fatores de transcrição ativados por ligantes pertencentes à 

superfamília de receptores nucleares, sendo encontrados em diversas espécies animais. 

Possuem três isoformas já descritas na literatura consideradas significas (93). São elas:  

a)       PPAR-α (alfa ou NR1C1) – 468 resíduos de aminoácidos; 

b) PPAR-β/δ (beta/delta ou NR1C2) – 441 resíduos de aminoácidos; 

c) PPAR-γ (gama ou NR1C3) – 479 resíduos de aminoácidos. 

Os PPARs foram identificados incialmente em roedores na década de 90, e, desde 

então, suas propriedades fisiológicas vêm sendo pesquisadas. A designação do nome 

PPAR se deve ao fato da ativação do PPAR-α, primeiro receptor descoberto, promover a 

proliferação de peroxissomos em hepatócitos de roedores. Os peroxissomos são organelas 

responsáveis por reações de oxidação ligadas ao metabolismo energético e sua propagação 

resulta em hepatomegalia e carcinogênese em roedores, porém, esses efeitos não foram 

observados em humanos (93, 94).  

Os PPARs são considerados sensores metabólicos, sensibilizados por carboidratos 

e lipídeos. São capazes de induzir a expressão gênica de modo a promover ações 
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adaptativas relacionadas à homeostase lipídica e energética, atuando preferencialmente na 

oxidação de ácidos graxos, diferenciação de adipócitos e sensibilidade à insulina. Além das 

ações metabólicas, têm sido demonstrados importantes efeitos em diversos processos 

fisiológicos, tais como no desenvolvimento e diferenciação celular e em processos 

inflamatórios (95).  

Eles são fatores de transcrição dependentes de ligação que regulam a expressão 

gênica pela ligação específica a elementos responsivos à proliferação peroxissomal 

(PPREs). Cada receptor se heterodimeriza com o receptor X retinóide (RXR alfa, 

beta/delta ou gama) e liga-se ao seu respectivo PPRE, formando uma estrutura que 

reconhecerá sequências específicas do DNA (AGGTCA) para a transcrição de seus genes 

alvo (Figura 16A) (96). 

Os PPARs se expressam de forma distinta em diferentes tecidos. A isoforma do 

PPAR-α é expressa, preferencialmente, nos órgãos que apresentam significativo 

metabolismo de ácidos graxos, como: tecido adiposo marrom, fígado, rins, coração e 

músculo. A isoforma PPAR-β/δ é expressa na maioria dos tecidos, embora sua expressão 

seja relativamente mais baixa no fígado em comparação ao PPAR-α ou PPAR-γ. Este 

receptor está associado à pele, intestinos, placenta, tecido adiposo, cérebro e músculo 

esquelético. As duas isoformas do receptor PPAR-γ são encontradas no tecido adiposo 

marrom e branco, promovendo a diferenciação dos adipócitos e o estoque de lipídeos. 

Também está presente no intestino, células vasculares e células do sistema imune (9).  

Os PPARs regulam a transcrição através de mecanismos distintos. A transcrição 

pode ser ativada de forma dependente de ligante, através da ligação ao DNA, denominada 

de transativação ligante dependente. Neste mecanismo, o recrutamento de complexos de 

coativadores modificam a cromatina e facilitam a associação da maquinaria transcricional 

ao promotor dos genes alvos (97). 

A regulação transcricional realizada pelos PPARs se dá através da 

heterodimeração dos isótopos com o RXR e, como tal, podem regular a expressão gênica 

quer em ligação de PPAR quer em RXR. Os heterodímeros PPAR / RXR se ligam a 

PPREs (9). Os PPREs são formados no DNA alvo por repetições diretas com a seqüência 

AGGTCA, espaçamento de um nucleotídeo entre as duas metades. A Figura 16B ilustra o 

mecanismo de ação dos PPARs. O PPAR e o RXR ligam-se aos meio-sítios 5’ e 3’ do 

elemento responsivo, respectivamente, sendo que a região 5’ do PPRE contribui para a 

seletividade de ligação de cada isoforma pertencente à subfamília (98). Os PPAR estão 

relacionados ao controle de diversos genes, e, consequentemente, envolvidos em diversos 
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processos metabólicos, como resistência à insulina, aterosclerose, processos tumorais, 

entre outros. 

 

 

Figura 16 – Esquema representativo do heterodímero formado entre os receptores PPAR  

e RXR e da de ativação dos PPARs 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: O esquema ilustra o heterodímero formado entre os receptores PPAR e RXR (A); Os PPARs 

encontram-se inativos no citoplasma assim como o RXR. Após a ação de um ligante, PPAR e seu 

respectivo RXR se heterodimerizam ligando-se ao seu respectivo PPRE para iniciar a transcrição 

de seus genes alvo (B).  

Abreviações: PPAR: receptor ativador de proliferação peroxissomal; RXR: receptor x retinóide; PPRE: 

elemento responsivo ao PPAR. 

Fonte: Adaptado Lee et al., 2012.  

 

 

1.8.1.3 PPAR e seus ligantes 

 

 

Os PPARs apresentam a capacidade de alterar os padrões de lipídeos/ácidos 

graxos em atividade metabólica (98). A diversidade de funções desempenhadas pelos 

receptores da família de PPAR estão relacionadas à capacidade desses receptores de 

agregar diferentes tipos de ligantes no seu sítio de ligação. Sendo assim, as três isoformas 

apresentam a capacidade de ligar-se a muitos ligantes endógenos, relacionados ao 

metabolismo lipídico como ácidos graxos, prostaglandinas, leucotrienos, fosfolipídeos e 

produtos de seu metabolismo (90). 

A B 
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Os PPARs vêm mostrando um potencial terapêutico nas desordens metabólicas. 

Portanto, a busca por ligantes, seja sintético ou de origem natural, capazes de interagir com 

esta subfamília de receptores nucleares têm aumentado consideravelmente. A primeira 

classe de fármacos reconhecidos como ligantes de PPAR foram os fibratos (99).  

O desenvolvimento dos PPARs ocorreu em função da observação de que certos 

ácidos eram capazes de promover hipocolesteremia em ratos e humanos. Nos anos 70 e 80, 

diversos fibratos, como gemfibrozil e fenofibrato, foram identificados com a capacidade de 

diminuir os níveis séricos de lipídeos. Somente nos anos 90, a segurança e mecanismo de 

ação associados aos fibratos foi concluída, quando foi aprovada a utilização dos fibratos 

como recurso terapêutico para dislipidemia, através da ativação do PPAR-α (91). 

Na busca pela melhora da ação dos fibratos, foram identificadas as glitazonas, que 

ativa a isoforma γ. Diferente dos fibratos, que são capazes de normalizar níveis de lipídeos, 

as glitazonas apresentam ação hipoglicemiante, aumentando a sensibilidade à insulina nos 

órgãos alvos e reduzindo os níveis de ácidos graxos e glicose em pacientes com DM2. 

Além das glitazonas, as sulfoniluréias constituem outra classe de fármacos 

hipoglicemiantes, com ação em PPAR-γ, encontra-se disponível para uso clínico (100).  

Diversos trabalhos demonstram que compostos sintéticos e/ou naturais são 

capazes de ativar um ou mais isoformas de PPAR. Dentro desse contexto, ainda são 

necessários estudos que corroborem com os achados já descritos na literatura sobre os 

benefícios da utilização do PPAR para o tratamento de dislipidemia, obesidade e doenças 

hepáticas. 

 

 

1.8.1.4 Agonista PPAR-α como agente terapêutico  

 

 

O PPAR-α foi o primeiro receptor descoberto, identificado inicialmente em sapos, 

e, posteriormente em ratos, coelhos e depois humanos. Em humanos, este receptor foi 

mapeado no cromossomo 22q12-13.1, e é expresso em tecidos metabolicamente ativos 

como fígado, rim, coração, músculo estriado esquelético e gordura marrom (101, 102).  

O PPAR-α é um receptor que possui agonistas sintéticos e naturais. Dentre os 

agonistas naturais, podemos destacar os AGs saturados e insaturados como o ácido 

palmítico, oleico, linoleico, araquidônico e eicosapentaenoico, e os leucotrienos que são 

importantes mediadores inflamatórios (103).  
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Em relação aos agonistas sintéticos, incluem a classe dos fibratos, que são 

medicamentos utilizados no tratamento das hiperlipidemias. A ativação dos PPAR-α com o 

uso dos fibratos está relacionada com redução da progressão da aterosclerose, o aumento 

de lipoproteínas de alta densidade, como o HDL (high density lipoprotein), e redução dos 

triacilgliceróis plasmáticos e da lipoproteína de baixa intensidade, LDL (low density 

lipoprotein) (104). 

Apesar dos efeitos benéficos, o uso dos fibratos está associado ao aumento dos 

níveis de creatinina sérica, o que o torna limitante para pacientes com doença renal crônica 

(Jun et al., 2012). Além disso, sua administração a longo prazo induz carcinogênese 

hepática em roedores (105), fenômeno não visto em humanos  (106). 

A utilização de agonistas dos receptores PPARs tem sido descrita na literatura por 

seus efeitos benéficos em reduzir a deposição lipídica no TAB, a massa corporal e 

aumentar a β-oxidação hepática contribuindo para minimizar a esteatose. O PPAR-α 

apresenta resultados significativos por estimular a transcrição de genes ligados à síntese de 

proteínas que participam deste processo, como o CPT-1 que é intensamente aumentado 

com a ativação deste receptor (107).  

Outros agonistas sintéticos do PPAR-α foram aprovados pelo Food and Drug 

Admistration (FDA) e estão disponíveis para comercialização e são amplamente utilizados 

no tratamento de dislipidemias. São eles: Gemfibrozila, Clofibrato e Ciprofibrato. Já está 

descrito na literatura que o Bezafibrato é capaz de aliviar os efeitos da esteatose hepática 

em camundongos alimentados com uma dieta deficiente em metionina e colina, 

principalmente através da ativação de PPAR-α que eleva, por exemplo, os níveis de RNA 

mensageiro da CPT-1 (108, 109).  

Igualmente, o Bezafibrato diminui o número de células de Ito no tecido hepático e 

diminui a concentração de RNA mensageiro de TNF-α, uma importante citocina 

inflamatória  (110, 111). Sabe-se que a ativação de Células de Ito é um dos passos para o 

desenvolvimento da cirrose hepática, já que elas se diferenciam em miofibroblastos e 

iniciam a síntese de colágeno tipo I (112).  

O PPAR-α tem demonstrado eficácia na redução de massa corporal, no alívio da 

RI, redução dos níveis plasmáticos de TAGs, formação de adipócitos bege (21), redução 

significativa da esteatose hepática (107), e reversão do whitening no TAM. Além disso, 

aumento de HDLc, modificações no tamanho e na densidade de lipoproteína de baixa 

densidade (LDL, do ingês “low density lipoprotein”) e atividade antiinflamatória são 

frequentemente atribuídas ao uso de agonistas PPAR-alfa (96). 
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Os AGs, ligantes endógenos para PPARs, expressam atividades agonistas em 

concentrações micromolares em comparação com agonistas sintéticos como a clássica 

Pioglitazona. O desenvolvimento de novos ligantes com ativação equilibrada das diferentes 

isoformas, agonismo parcial, menor potência, maior eficácia e segurança, é essencial para 

maior conhecimento das funções fisiológicas e fisiopatológicas moduladas pelas isoformas 

de PPAR, seus mecanismos e características farmacodinâmicas (113, 114). 

 

 

1.9 Incretinas  

 

 

  As incretinas são hormônios secretados pelo trato gastrointestinal. As incretinas 

GIP (polipeptídeo insulinotrópico dependente de glicose) e GLP-1 (peptídeo-1 semelhante 

ao glucagon) pertencem a uma superfamília do peptídeo glucagon. Indivíduos saudáveis 

em jejum apresentam baixas concentrações plasmáticas das incretinas. A liberação de GIP 

e GLP-1 é iniciada após o estímulo da entrada de nutrientes no intestino, e tem o seu pico 

em aproximadamente 1 hora após a ingestão alimentar (115).  

  O GIP é um peptídeo de 42 aminoácidos, clivado do seu peptídeo precursor, 

ProGIP e secretado a partir de células K localizadas principalmente no duodeno e jejuno 

proximal. O GLP-1 é um peptídeo de 30 a 31 aminoácidos, sintetizado e secretado por 

células L, encontradas principalmente no íleo e no cólon. Também é produzido no sistema 

nervoso central (SNC), predominantemente no tronco encefálico, de onde é transportado 

por todo o cérebro para provocar ações metabólicas, cardiovasculares e neuroprotetoras 

(116).  

  O GLP-1 encontra-se no estado inativo em concentrações baixas de glicose. A 

secreção basal de GLP-1 pelas células intestinais é rapidamente aumentada após ingestão 

de nutrientes, sobretudo, por dietas ricas em carboidratos e lipídeos. Uma vez liberadas, as 

incretinas estimulam a secreção de insulina das células β no pâncreas no período pós-

prandial, além de suprimir a liberação de glucagon de forma dependente da concentração 

de glicose, desacelerando o esvaziamento gástrico, e, consequentemente, melhorando a 

sensibilidade à insulina (117, 118).  

  As incretinas são responsáveis por 60-65% da secreção de insulina pós-prandial, o 

chamado efeito incretina. Em indivíduos saudáveis com tolerância oral normal à glicose, o 

GIP parece mediar o volume do efeito incretina. No entanto, possuem uma meia vida curta, 
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pois são rapidamente degradadas pela enzima endógena DPP-4 (119). Em indivíduos com 

DM2, o pâncreas não responde mais ao GIP e é pouco sensível ao GLP-1, com isso, o 

efeito das incretinas está diminuído ou ausente (115).   

  O DM2 está associado a uma redução da capacidade do intestino de secretar GLP-

1. Dessa forma, a administração de medicamentos hipoglicemiantes com GLP-1 tem 

mostrado resultados positivos como droga hipoglicemiante por produzir o prolongamento 

do efeito insulinotrópico (119). A terapêutica recomendada para tratamento do DM2 

consiste na administração do GLP-1 em associação com outros hipoglicemiantes orais. 

Quando estes não são suficientes para atingir o equilíbrio metabólico preconizado para 

cada paciente, é indicado a utilização da insulina (115). 

  O GLP-1 apresenta homologia de 50% a 97% com GLP-1 humano (116). 

Atualmente, a linagliptina, um medicamento hipoglicemiante inibidor da DPP-4, é 

utilizado em humanos como monoterapia ou combinada com outras drogas para manter os 

níveis glicêmicos. Diferente das outras gliptinas, a linagliptina tem uma excreção 

predominante pelas fezes, fato esse que contribui para utilização em pacientes com 

insuficiência renal sem ajuste de dose (120).  

  Os receptores de GLP-1 estão presentes em diversos tecidos como: pâncreas, 

pulmões, coração, vasos sanguíneos, trato gastrointestinal, rins e SNC (115).   

 

 

1.9.1 Inibição da Dipeptidil peptidase-4 (DPP-4) 

 

A DPP-4 é uma glicoproteína transmembrana que cliva e inativa um grande 

número de quimiocinas e hormônios peptídicos envolvidos na regulação do sistema 

imunológico, inferindo um papel para DPP-4 na patogênese da inflamação. Recentemente, 

essa enzima foi descrita como uma adipocina com ação autócrina e parácrina na RI (121, 

122).  

  Fisiologicamente, o GLP-1 é rapidamente degradado pela DPP-4, resultando em 

meia-vida plasmática de aproximadamente 2 minutos. O inibidor da DPP-4 está envolvido 

na inativação da enzima que cliva os hormônios incretinas GLP-1 e GIP. Ele suprime a 

rápida degradação de GLP-1, tornando essas incretinas mais disponíveis, o que resulta em 

aumento da secreção de insulina pelas células β pancreáticas e, consequentemente, ocorre 

redução dos níveis sanguíneos de glicose (Figura 17). Concomitantemente, ocorre inibição 
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da secreção de glucagon nas células alfa pancreáticas, resultando em redução da produção 

hepática de glicose, promovendo assim a homeostase no controle glicêmico (121). 

  O medicamento linaglipitina é um inibidor da enzima DPP-4. A inibição da DPP-

4 leva ao prolongamento do aumento dos níveis circulantes da incretina GLP-1, o que 

torma uma alternativa terapêutica para pacientes portadores de RI e DM2, visto que a sua 

utilização amplia tempo de sinalização pancreática, proporcionando uma maior liberação 

de insulina pós-prandial (118). 

  Os efeitos do GLP-1 sobre as células β geralmente são agudos, subagudos e 

crônicos. Na forma aguda, o GLP-1 amplia a secreção da insulina dependente da glicose, 

ao passo que os efeitos subagudos incluem a estimulação da transcrição da pró-insulina e a 

biossíntese da insulina. Em relação aos efeitos crônicos, podemos destacar a estimulação 

da proliferação de células β e neogênese a partir das células ductais precursoras, além da 

maior expressão de GLUT-2 (118). 

 

 

Figura 17 – Esquema representativo da inibição da DPP-4 pelas incretinas intestinais 

 

 

Legenda: Dipeptidil peptidase 4 (DPP-4); Peptídeo 1 semelhante ao glucagon (GLP-1) e Peptídeo 

insulinotrópico dependente de glicose (GIP). 

Fonte: A autora, 2022. 
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1.9.2 Efeitos pleiotrópicos do GLP-1 na Obesidade e DHGNA  

 

 

  Já existem relatos na literatura dos efeitos pleiotrópicos do GLP-1. Sabe-se que o 

aumento da disponibilidade de GLP-1, mediado pela inibição de DPP-4, é responsável não 

apenas pela regulação dos níveis de glicose, mas também desempenha um papel benéfico 

no metabolismo lipídico e sobre o TGI (120).     

  O quadro de diabetes pode estar associado a comorbidades como a obesidade, RI, 

hipertensão arterial, doenças cardiovasculares e doenças hepáticas (118). A DHGNA, é um 

fator de risco para a gênese e progressão da esteatohepatite não alcoólica e fibrose, e está 

presente em dois terços dos pacientes diabéticos, onde a prevalência desta condição é cinco 

vezes maior do que em pacientes não diabéticos (123). Em estudo com camundongos 

transgênicos para DPP-4 no fígado, acometidos de DHGNA, exibiram atividade plasmática 

elevada de DPP-4, o que está associado a níveis reduzidos de GLP-1 induzido pelo 

aumento glicêmico (115). 

  Em estudos com ratos alimentados com dieta hiperlipídica mostraram que a 

administração de GLP-1 foi associada a uma melhora na beta-oxidação de ácidos graxos e 

sensibilidade à insulina no fígado. Esse feito resultou em aumento na atividade de PKA, 

AKt e fosforilação de AMPK, resultando em aumento da atividade do PPAR-α (124). Os 

efeitos protetores do GLP-1 na esteatose hepática foram demostrados em camundongos 

obesos induzidos por dieta. A sitagliptina, um inibidor de DPP-4, mostrou uma redução 

nos níveis de TAGs hepático e expressão de genes lipogênicos e gliconeogênese em 

camundongos (125).  

  Estudos experimentais com camundongos mostraram redução da RI, mitigação da 

esteatose hepática e polarização de macrófagos para o fenótipo M2, favorecendo a secreção 

de adipocinas anti-inflamatórias e a adiponectina, além de ativar fatores de transcrição 

envolvidos no metabolismo oxidativo de lipídeos, como os PPARs após tratamento com 

linagliptina (14, 126). Além dos efeitos benéficos sobre o tecido hepático, o inibidor da 

DPP-4 linagliptina também apresenta uma resposta positiva relacionada com a obesidade. 

O aumento dos níveis de GLP-1 induz o escurecimento do TAB de camundongos (13). 

  Outro estudo mostrou que altas doses de linagliptina é capaz de induzir a 

termogênese adaptativa e a polarização de macrófagos para o fenótipo M2 em 

camundongos C57BL/6 alimentados com dieta hiperlipídica. Macrófagos no estado de 

ativação M2 estão diretamente relacionados ao aumento da biogênese mitocondrial devido 
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à inibição do NF-kB e a consequente indução do PGC1-α (127). Vale ressaltar que a 

biogênese mitocondrial é um fator chave para indução de adipócitos beges (128).  

  A obesidade e as doenças hepáticas desencadeiam uma inflamação de baixo grau 

que ativa o sistema imune inato com subsequente recrutamento de células imunes, como os 

macrófagos e células T, para os tecidos metabólicos. A ativação de macrófagos é 

fundamental no processo inflamatório induzido por obesidade (129). Sendo assim, é 

possível admitir que a inibição da DPP-4 tenha efeitos benéficos em relação a função nos 

seus órgãos alvo. 
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2 OBJETIVO 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

Estudar os efeitos da ativação do agonista PPAR-alfa e do inibidor da DPP-4 

(isolados ou em associação) sobre o eixo entero-hepático, inflamação e metabolismo 

energético hepático de camundongos alimentados com dieta hiperlipídica ou rica em 

frutose. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

a)  Avaliar os efeitos do agonista PPAR-alfa e/ou inibidor da DPP-4, em 

camundongos alimentados com dieta hiperlipídica ou rica em frutose, sobre os 

seguintes parâmetros:  

b) Massa corporal, ingestão alimentar, tolerância oral à glicose e níveis plasmáticos de 

LPS; 

c) Remodelamento estrutural hepático e densidade de volume de esteatose hepática;  

d) Ultraestrutura intestinal, com ênfase na integridade da barreira intestinal a partir da 

observação do complexo juncional; 

e) Composição filogenética da microbiota intestinal e possível ligação com a gênese e 

progressão da DHGNA;  

f) Expressão gênica de fatores relacionados à inflamação, beta-oxidação e lipogênese 

hepática; 

g) Expressão gênica de fatores ligados à inflamação dos enterócitos e integridade da 

barreira intestinal. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS, RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

 

3.1 Modelo Experimental 1 - Dieta rica em Frutose - Modulação do eixo entero-

hepático em camundongos alimentados com frutose: um papel para o PPAR-alfa e a 

linagliptina 

 

 

3.1.1  Materiais e métodos 

 

 

3.1.1.1 Animais e Dieta: Camundongos machos adultos C57BL/6 foram mantidos em 

condições controladas de temperatura e umidade (60 ± 10 %), com livre acesso a água e 

dieta, em gaiolas livres de patógenos. O ambiente foi submetido a ciclos claro-escuro de 

12/12h e renovação de ar (15min/h). Todos os procedimentos foram realizados de acordo 

com as recomendações do “National Institutes of Health Guide for the Care and Use of 

Laboratory Animals” (publicação do NIH nº 85-23, revisada em 1996). O protocolo 

experimental foi aprovado pela Comissão de Ética para o Cuidado e Uso de Animais 

Experimentais (CEUA) do Instituto de Biologia da Universidade do Estado do Rio de 

Janeiro (número 041/2018).  

 

3.1.1.2 Protocolo Experimental: Cinquenta camundongos de três meses de idade foram 

usados neste estudo. Inicialmente, os animais foram divididos aleatoriamente em dois 

grupos nutricionalmente diferentes durante doze semanas: 

a) Grupo controle (C) – animais que receberam dieta padrão para roedores durante todo o 

período experimental (n = 10); 

b) Grupo rico em frutose (HFRU) – animais que receberam dieta rica em frutose para 

roedores (50% da energia proveniente de frutose) (n = 40); 

Após doze semanas, os animais do grupo HFRU foram subdivididos de acordo com o 

tratamento, compondo os grupos: 

c) HFRU – continuou recebendo a dieta HFRU (n = 10); 

d) HFRUA – tratado com o agonista PPAR-alfa (WY14-643, Sigma-Aldrich, 3,5 mg/kg de 

massa corporal) incorporado à dieta HFRU (n = 10); 
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e) HFRUT – tratado com Trayenta (Linagliptina, Boehringer Ingelheim, 15 mg/kg de 

massa corporal) incorporado à dieta HFRU (n = 10); 

f) HFRUC – foi tratado com a combinação do agonista PPAR-alfa e Trayenta (mesmas 

doses dos grupos em monoterapia) incorporados à dieta HFRU (n = 10). 

O protocolo experimental foi realizado por 17 semanas. As dietas experimentais foram 

produzidas pela PragSoluções (http://www.pragsolucoes.com.br/, Jaú, São Paulo, Brasil) 

de acordo com as recomendações do American Institute of Nutrition (AIN 93M) (130). As 

análises de tolerância oral à glicose, ELISA e RT-PCR foram realizados em seis animais 

por grupo, enquanto a estereologia foi realizada em cinco animais por grupo. 

 

3.1.1.3 Consumo Alimentar e Energético, Consumo Hídrico e Massa Corporal (MC): O 

consumo alimentar foi medido diariamente subtraindo-se a quantidade de dieta oferecida 

para cada grupo no dia anterior pelo restante verificado no dia seguinte. A ingestão 

energética foi calculada como o produto do consumo alimentar pela energia oferecida por 

1g de cada dieta (em kJ). A ingestão hídrica foi medida e registrada duas vezes por semana 

através da diferença entre a quantidade ofertada (200mL de água) para o restante do dia 

anterior, verificada em uma proveta. Durante todo o período experimental, a MC foi 

avaliada semanalmente. 

 

3.1.1.4 Teste Oral de Tolerância à glicose (TOTG): Uma semana antes do sacrifício, foi 

realizado o TOTG, no qual a glicemia foi medida com um glicosímetro manual (Accu-

Chek, Roche, São Paulo, SP, Brasil) após jejum de 6 horas (tempo 0) e gavagem 

orogástrica de solução de glicose (2g/kg de massa corporal), nos tempos 15, 30, 60 e 120 

min. 

 

3.1.1.5 Sacrifício: Os camundongos foram submetidos a jejum de 6 h e, em seguida, 

submetidos à anestesia profunda com cetamina (240 mg/kg) e xilazina (30 mg/kg). O 

fígado e o intestino foram cuidadosamente dissecados, pesados e seguiram os protocolos 

das diferentes técnicas. As porções do intestino foram coletadas de acordo com a indicação 

do Apêndice 1. As amostras de sangue foram obtidas por punção cardíaca, e o plasma foi 

obtido após centrifugação para realização de ELISA para GLP-1 (Kit multi-espécies GLP-

1 ELISA Cat. #EZGLP1T-36K, Millipore, Missouri, EUA) e LPS (multi-espécies Kit LPS 

ELISA Cat. #SEB526Ge-96T, Cloud-Clone Corp., Katy, EUA). Os coeficientes de 

variação (CV%) inter-ensaio e intra-ensaio cairam dentro do intervalo recomendado para 

http://www.pragsolucoes.com.br/
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GLP1: CV% inter-ensaio, 5,05% (recomendação do fabricante <12%), CV% intra-ensaio, 

1,46% (recomendação do fabricante 1-2%); e para LPS: CV% inter-ensaio, 11,30% 

(recomendação do fabricante <12%), CV% intra-ensaio 2,03% (recomendação do 

fabricante <10%). 

 

3.1.1.6 Estereologia hepática: Fragmentos de fígado de todos os lobos hepáticos foram 

fixados em formalina tamponada Millonig (pH 7,2 - 7,4), e posteriormente desidratados, 

diafanizados e incluídos em Paraplast Plus (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), 

seccionados (5 µm de espessura) e corados com hematoxilina e eosina. Foram obtidas 

fotomicrografias digitais de tecido hepático (microscópio Leica DMRBE, Wetzlar, 

Alemanha, câmera digital Infinity Lumenera, Ottawa, ON, Canadá). Foram analisados 

cinco animais por grupo e dez imagens aleatórias não consecutivas por animal. A 

densidade de volume da esteatose hepática (Vv [est] foi estimada por contagem de pontos: 

Vv [est, fígado] = Pp [est, fígado] / PT (Pp é o número de pontos que atingem as inclusões 

lipídicas, PT é o total de pontos de teste), uma técnica tão reprodutível e confiável quanto a 

dosagem do triacilglicerol hepático para estimar o grau de esteatose hepática (15). As 

imagens foram analisadas com STEPanizer (www.stepanizer.com) usando uma área teste 

com 36 pontos (16). 

 

3.1.1.7 Microscopia Eletrônica de Transmissão (TEM): Fragmentos de ceco (1 mm³, pelo 

menos três animais por grupo) foram fixados em glutaraldeído 2,5% (Merck, Darmstadt, 

Alemanha) em tampão cacodilato 0,1 M (pH 7,2) por duas horas em temperatura ambiente. 

As amostras foram então fixadas em tetróxido de ósmio a 1% por uma hora à temperatura 

ambiente no escuro. Em seguida, foram desidratados em concentrações crescentes de 

acetona e incorporados em resina epóxi (48h a 60/70 ºC). Cortes ultrafinos (60-80 nm de 

espessura) foram cortados em um ultramicrótomo (Leica UltraCut ultramicrótomo, Leica, 

Wetzlar, Alemanha). As seções foram transferidas para grades de 200 mesh, contrastadas 

com 5% de acetato de uranila por 30 min e 2% de citrato de chumbo por 3 min, depois 

examinadas usando o microscópio eletrônico de transmissão JEOL/JEM-1200 EX 

(Instituto Nacional de Bioquímica, Ciência e Tecnologia, Tecnologia de Bioimagem - 

CENABIO – UFRJ, Rio de Janeiro, Brasil). 
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3.1.1.8 Imunofluorescência hepática (REELINA, ALFA-AML, PLIN-2): Os cortes do 

fígado foram desparafinizados e hidratados e, em seguida, foi realizada a recuperação 

antigênica utilizando tampão citrato, pH 6,0 a 60 °C por 20 min, bloqueio com cloreto de 

amônio, glicina 2%, seguido de incubação por duas horas com os seguintes anticorpos 

primários (diluídos em 1% PBS/BSA na concentração de 1:100): anti-alfa-actina de 

músculo liso (alfa-AML, ab7817, monoclonal, desenvolvido em camundongo, Abcam); 

anti-REELINA (ab78540, monoclonal, desenvolvido em rato, Abcam); anti-perilipina 2 

(PLIN2, CSB-PA920084, monoclonal, desenvolvido em coelho, Cusabio). Posteriormente, 

as amostras foram tratadas com o anticorpo secundário conjugado com fluoróforo Alexa-

488 ou Alexa-546 (anti-IgG de camundongo, Invitrogen, Molecular Probes, Carlsbad, CA, 

EUA) por uma hora, depois lavado em PBS, seguido de coloração dos núcleos com DAPI. 

As lâminas foram montadas com SlowFade (Invitrogen, Molecular Probes, Carlsbad, CA, 

EUA). As imagens foram captadas usando um Microscópio Confocal de Varredura a Laser 

(Nikon Confocal Laser Scanning Microscope, modelo C2, Nikon Instruments, Inc., 

Tóquio, Japão). 

 

 

3.1.1.9 RT-PCR 

 

Fígado: O RNA total foi extraído de cerca de 50 mg de tecido hepático usando o reagente 

Trizol (Invitrogen, CA, EUA). Posteriormente, 200 μL de clorofórmio foram adicionados, 

seguido de centrifugação (1200 g por 10 min a 4 °C), e a porção de extrato de RNA foi 

reservada. A esta porção foi adicionado 500 μL de isopropanol, que reagiu por 10 min para 

o RNA precipitar e depois foi centrifugado (1200 g por 10 min a 4°C). O isopropanol foi 

removido, o pellet formado foi ressuspenso com 500 μL de etanol 75% e depois 

centrifugado (1200 g por 5 min a 4°C). O etanol foi removido e o pellet ressuspenso em 20 

μL de água deionizada (MilliQ). As amostras foram submetidas a banho seco (50°C por 5 

min) e quantificadas em equipamento Nanovue (GE Life Sciences). Para transcrição de 

RNA em DNA complementar (cDNA), 1,0 μg de RNA foi tratado com DNAse I 

(Invitrogen, CA, EUA). A síntese de cDNA de primeira fita foi realizada usando primers 

Oligo (dT) para RNAm de transcriptase reversa e Superscript III (ambos da Invitrogen). A 

RT-PCR foi realizada usando um termociclador CFX96 (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) e o 

mix SYBRGreen (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). A beta-actina foi usada para corrigir a 

expressão dos genes alvo, e as sequências dos primers são encontradas no Quadro 1. Todos 
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os símbolos dos genes estão em itálico (a primeira letra maiúscula) e os símbolos de 

proteínas em maiúsculas (131). 

 

Quadro 1 – Sequências direta e reversa de primers RT-qPCR – Fígado 

 

Primers 

Gene  5’- 3’  3’-5’  

 

Ppar-alfa  

   

   

TCGGACTCGGTCTTCTTGAT  

   

TCTTCCCAAAGCTCCTTCAA  

Ppar-gamma  

   

ACGATCTGCCTGAGGTCTGT  CATCGAGGACATCCAAGACA  

Cpt-1a  GCAGAGCACGGCAAAATGA  GGCTTTCGACCCGAGAAGAC  

 

Fas  

   

TCGAGGAAGGCACTACACCT  CACCCACTGGAAGCTGGTAT  

Srebp-1c  AGCAGCCCCTAGAACAAACA  TCTGCCTTGATGAAGTGTGG 

  

Tlr4  GCCGGAAGGTTATTGTGGTA  GAAACTGCCATGTTTGAGCA  

 

Beta-actina  TGTTACCAACTGGGACGACA  GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA 

 
 

Abreviações: Receptores Ativados por Proliferadores de Peroxissoma (PPAR), PPAR-alfa (PPAR-α), PPAR-

gama (PPAR-γ), carnitina palmitoil transferase I A (CPT-1a), sintase de ácido graxo (FAS), 

proteína de ligação ao elemento regulador de esterol-1c (SREBP-1c), receptor toll-like 4 

(TLR4). 

 

 

Intestino: O RNA total foi extraído de cerca de 70 mg de tecido intestinal usando o 

reagente Trizol (Invitrogen, CA, EUA). Em seguida, foram adicionados 200 μL de 

clorofórmio, seguido de centrifugação (12.000 g por 15 min a 4°C), e a porção 

correspondente ao extrato de RNA foi reservada, e 500 μL de isopropanol foram 

adicionados durante 15 min para o RNA precipitar, e depois centrifugado (12.000 g por 

dez min a 4°C). O isopropanol foi removido, o pellet formado foi ressuspenso com 500 μL 

de etanol 70% (gelado) e depois centrifugado (10.000 g por 5 min a 4 °C). O etanol foi 

removido e o pellet ressuspenso em 50 μL de água deionizada (MilliQ). A partir deste 

ponto, o protocolo foi idêntico ao descrito anteriormente para RT-PCR hepático. O gene 

Gapdh foi usado para corrigir a expressão do gene alvo e as sequências de primers são 

detalhadas na Quadro 2.  
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Quadro 2 – Sequências direta e reversa de primers RT-qPCR – Intestino 

 

Sequência de Primers 

Gene  5’- 3’  3’-5’  

 

Dpp-4  

 

TGGTACACGGATGAAGACCA  

 

GAA ATGGCTCATGTGGGA AT  

Zo-1 AGGACACCAAAGCATGTGAG GGCATTCCTGCTGGTTACA 

Tlr4 TCTGGGTAGCGATGAACATTT AGAGTCAGGTGATGGATGTCG 

Mucin GTAGTTTCCGTTGGAACAGTGAA ATGCCCACCTCCTCAAAGAC 

Gapdh CATCACTGCCACCCAGAAGACTG ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG 

 

Abreviações: Dipeptidil peptidase-4 (Dpp-4); Zonula occludens-1 (Zo-1); receptor 4 do tipo Toll (Tlr4); 

Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (Gapdh); Mucin (Mucina). 

 

 

3.1.1.10 Amplificação de 16S rDNA PCR: As fezes presentes no ceco de camundongos 

foram utilizadas para extração de DNA microbiano utilizando o kit comercial (mini kit de 

fezes QIAamp Fast DNA, Qiagen, Düsseldorf, Alemanha) seguindo as instruções do 

fabricante. A quantificação, pureza e concentração de DNA foram analisadas usando Qubit 

(Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e eletroforese horizontal (gel de agarose a 1%). 

Ensaios de PCR quantitativo em tempo real foram usados para a quantificação relativa de 

filos específicos de microrganismos (Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria, 

Proteobacteria) na microbiota fecal de intestinos de camundongos através da detecção de 

genes 16S rRNA. Para realizar a quantificação relativa, a abundância dos diferentes filos 

foi normalizada pelo ΔΔCt da quantidade total de bactérias presentes na amostra (17). Os 

indicadores utilizados estão descritos na Quadro 3. 
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Quadro 3 – Iniciadores do filo ou classe de microrganismos da microbiota intestinal 

 

Filo ou Classe Iniciadores  

Eubacteria (All Bacteria) 
F[5’-ACTCCTACGGGAGGCAGAGT-3’]  

R[5’-ATTACCGCGGCTGCTGGC-3’]  

Bacteroidetes 
F[5’-CRAACAGGATTAGATACCCT-3’]  

R[5’-GGTAAGGTTCCTCGCGTAT-3’]  

Firmicutes 
F[5’-TGAAACTYAAAGGAATTGACG-3’]  

R[5’-ACCATGCACCACCTGTC-3’]  

Actinobacteria 
F[5’-TACGGCCGCAAGGCTA-3’]  

R[5’-TCRTCCCCACCTTCCTCCG-3’]  

Class-γ-Proteobacteria 
F[5’-TCGTCAGCTCGTGTYGTGA -3’]  

R[5’-CGTAAGGGCCATGATG-3’]  

 

 

 

3.1.1.11 Análise dos dados: Os dados foram expressos em média e desvio padrão (DP). As 

diferenças entre os grupos nas primeiras 12 semanas utilizaram o teste t de Student e 

correção de Welch. Após o tratamento, os dados foram analisados pelo teste de Brown-

Forsythe e correção de Welch one-way ANOVA com o teste post-hoc de Dunnett T3. O 

valor de P<0,05 foi considerado significativo (GraphPad Prism versão 8.3 para Windows, 

GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA). 

 

 

3.1.2 Resultados 

 

 

3.1.2.1 Ingestão de Alimentos e Energia, Ingestão Hídrica e Massa Corporal (MC) 

 

Os animais dos grupos C e HFRU não apresentaram diferença em relação à MC 

no início do experimento (semana zero). No entanto, após o início do tratamento (13ª 

semana), os grupos tratados tiveram uma redução na MC em comparação com suas 
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contrapartes (-7 % para HFRUA vs. HFRU; -3 % para HFRUT vs. HFRU; e -6 % para 

HFRUC vs. HFRU), o que durou até o final do experimento. Estes resultados estão 

descritos na Figura 18A. 

Não houve diferença entre os grupos quanto ao consumo diário em gramas, que se 

manteve durante todo o experimento, uma vez que as dietas C e HFRU são isoenergéticas 

(Figura 18B). Esses resultados descartam a necessidade de um grupo pair-feeding para 

isolar os efeitos do tratamento. O grupo HFRU apresentou maior ingestão de água quando 

comparado ao grupo C (+99%, Figura 18C). Os tratamentos não alteraram a ingestão 

hídrica, que se manteve igual ao grupo HFRU nos grupos HFRUA, HFRUT e HFRUC. 

 

 

Figura 18 – Massa corporal (A), Ingestão alimentar (B) e hídrica (C) 
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Legenda: C (dieta controle), HFRU (dieta rica em frutose); HFRUA (dieta rica em frutose mais agonista de 

PPAR-alfa); HFRUT (dieta rica em frutose mais Trayenta); HFRUC (dieta rica em frutose mais a 

combinação de PPAR-alfa e Trayenta). Diferenças significativas (P<0,05) são indicadas: *P<0,05; 

**P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001
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3.1.2.2 Resposta glicêmica 

 

 

A Figura 19A mostra a curva do TOTG, na qual o grupo HFRU apresentou 

aumento significativo da glicemia de jejum (T0) em relação ao grupo C. Essa diferença foi 

mantida até o final do teste (T120). Os grupos C e tratados restabeleceram os níveis basais 

de glicose no sangue nos demais períodos de avaliação (T30, T60 e T120). Por outro lado, o 

grupo HFRU não conseguiu atingir os níveis basais de glicose, indicando um atraso na 

normalização da glicose após a sobrecarga oral de glicose. 

Conforme mostrado na Figura 19B, a análise da área sob a curva (ASC) do TOTG 

mostrou que o grupo HFRU exibiu maior ASC do que o grupo C (+36%), indicando 

intolerância oral à glicose no grupo HFRU. Em contraste, os grupos tratados apresentaram 

ASC mais baixa do que o grupo HFRU (-26% para HFRUA vs. HFRU; -37% para HFRUT 

vs. HFRU; e -20% para HFRUC vs. HFRU). 

As concentrações plasmáticas de GLP-1 foram reduzidas pela ingestão crônica de 

dieta HFRU quando comparadas ao grupo C (-2%, Figura 19C). Como esperado, o 

tratamento com linagliptina aumentou as concentrações de GLP-1 no grupo HFRUT e no 

grupo HFRUC em comparação com o grupo HFRU (+13% e +10%, Figura 19C). Além 

disso, a ativação de PPAR-alfa resultou em concentrações aumentadas de GLP-1 no grupo 

HFRUA em comparação com o grupo HFRUT (+6%, Figura 19C). 
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Figura 19 – Curva do TOTG (A), ASC (B) e GLP-1 (C) 
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Abreviações: C (dieta controle), HFRU (dieta rica em frutose); HFRUA (dieta rica em frutose mais agonista de 

PPAR-alfa); HFRUT (dieta rica em frutose mais Trayenta); HFRUC (dieta rica em frutose mais 

a combinação de PPAR-alfa e Trayenta). Diferenças significativas (P<0,05) são indicadas: 

*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001. 

 

 

3.1.2.3 A ativação do PPAR-alfa e a inibição da DPP4 restauram a composição da 

microbiota e atenuam a endotoxemia em camundongos alimentados com dieta HFRU 

 

 

A composição filogenética da microbiota (Figura 20A) foi avaliada pela 

amplificação dos genes 16S rRNA de bactérias do intestino cecal ao final do experimento. 

As características mais notáveis foram o aumento do filo Proteobacteria e Firmicutes 

A 

B C 
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paralelamente a uma diminuição do filo Bacteroidetes no grupo HFRU em comparação ao 

grupo C. É importante ressaltar que todos os tratamentos restauraram os níveis do filo 

Bacteroidetes, assemelhando-se ao grupo C, e foram associados a uma diminuição 

significativa das espécies de Proteobacteria, sugerindo que este filo pode ter um papel 

decisivo nos efeitos benéficos observados pelos tratamentos propostos. 

A composição alterada da microbiota no grupo HFRU causou níveis mais altos de 

LPS (+10%, Figura 20B), bem como maior expressão do gene Tlr4 que o grupo C (+120%, 

Figura 20B). Em contraste, os grupos tratados apresentaram concentrações reduzidas de LPS 

no plasma (-9% para HFRUA vs. HFRU; -9% para HFRUT vs. HFRU; -10% para HFRUC 

vs. HFRU) e menor expressão do gene Tlr4 que o grupo HFRU: HFRUA (- 40%), HFRUT 

(-50%) e HFRUC (-14%) (Figura 20C). 

 

 

Figura 20 – 16S rRNA da microbiota intestinal (A), LPS (B) e expressão relativa de RNA 

mensageiro do Tlr4 (C) 
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Legenda: C (dieta controle), HFRU (dieta rica em frutose); HFRUA (dieta rica em frutose mais agonista 

PPAR-alfa); HFRUT (dieta rica em frutose mais Trayenta); HFRUC (dieta rica em frutose mais 

a combinação de PPAR-alfa e Trayenta). Diferenças significativas (P<0,05) são indicadas: 

*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001. 

 

 

3.1.2.4 Os tratamentos resgataram danos ultraestruturais intestinais causados pelo excesso de 

frutose na dieta 

 

 

A análise por microscopia eletrônica de transmissão (Figura 21) revelou que o 

grupo C apresentava microvilosidades na superfície apical da célula epitelial absortiva do 

intestino, implicando em grande área de absorção de nutrientes, além de camada de muco 

ativa, numerosas mitocôndrias (ponta de seta) e integridade das membranas nucleares e 

celulares. Ao contrário, o grupo HFRU apresentou inclusões lipídicas (asterisco) dentro das 

células epiteliais intestinais, quase ausência de mitocôndrias, camada de muco alterada (seta 

preta) e microvilosidades irregulares, algumas vezes apresentando fissão, denotando danos 

no funcionamento celular. Os grupos tratados apresentaram inclusões lipídicas menos 

aparentes, restauração do conteúdo e estrutura mitocondrial (ponta de seta), além de 

microvilosidades e camada de muco bem preservadas (seta preta). 

 

 

 

 

 

 

 

 



75 

 

Figura 21 – Microscopia eletrônica de transmissão do ceco 

 

                               C                         HFRU                   HFRUC 

 

 

Legenda: As eletromicrografias do ceco correspondem ao final do período experimental de 17 semanas; painel 

superior (barra de escala = 2 μm) mostra a ultraestrutura normal do ceco no grupo controle, e o 

painel inferior (vista detalhada, barra de escala = 700 nm) enfatiza a abundância de mitocôndrias 

no grupo controle e no grupo HFRUC (preto ponta de flecha). O grupo HFRUC ilustra os efeitos 

do tratamento, uma vez que apresentou resultados benéficos em todos os desfechos avaliados. 

C (dieta controle), HFRU (dieta rica em frutose); HFRUA (dieta rica em frutose mais agonista de 

PPAR-alfa); HFRUT (dieta rica em frutose mais Trayenta); HFRUC (dieta rica em frutose mais 

a combinação de PPAR-alfa e Trayenta). 

 

 

3.1.2.5 Os tratamentos restauram a permeabilidade intestinal produzida pelo excesso de 

frutose  na dieta 

 

 

A expressão de RNAm de Mucina2 mostrou redução no grupo HFRU em 

comparação com o grupo C (-50%, Figura 22A). Por outro lado, os grupos tratados HFRUA 

e HFRUC apresentaram expressão aumentada de RNAm de Mucina 2 em comparação com 

o grupo HFRU (+210% para HFRUA vs. HFRU; +445% para HFRUC vs. HFRU, Figura 

22A). 

A Zo-1 é considerada uma proteína das junções oclusivas e contribui para a função 

da barreira intestinal. Portanto, os resultados revelaram que os níveis de expressão de 

RNAm de Zo-1 foram reduzidos no grupo HFRU comparado ao grupo C (-52%, Figura 

22B). Por outro lado, após o tratamento, a expressão de Zo-1 aumentou nos grupos HFRUA, 

HFRUT e HFRUC (+41%, +45% e +120%, P<0,0001, Figura 22B). 
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De acordo com um estado pró-inflamatório desencadeado pela ingestão excessiva 

de frutose, o grupo HFRU exibiu maior expressão de RNAm da Dpp4 que o grupo C (+83%, 

Figura 22C). Todos os tratamentos reduziram significativamente a expressão do gene Dpp4 

(-32% para HFRUA vs. HFRU; -50% para HFRUT vs. HFRU; e -58% para HFRUC vs. 

HFRU, Figura 22C). 

 

 

3.1.2.6 Os tratamentos restauram a permeabilidade intestinal produzida pelo excesso de 

frutose na dieta 

 

 

A expressão de RNAm de Mucina2 mostrou redução no grupo HFRU em 

comparação com o grupo C (-50%, Figura 22A). Por outro lado, os grupos tratados HFRUA 

e HFRUC apresentaram expressão aumentada de RNAm de Mucina 2 em comparação com 

o grupo HFRU (+210% para HFRUA vs. HFRU; +445% para HFRUC vs. HFRU, Figura 

22A). 

A Zo-1 é considerada uma proteína das junções oclusivas e contribui para a função 

da barreira intestinal. Portanto, os resultados revelaram que os níveis de expressão de 

RNAm de Zo-1 foram reduzidos no grupo HFRU comparado ao grupo C (-52%, Figura 

22B). Por outro lado, após o tratamento, a expressão de Zo-1 aumentou nos grupos HFRUA, 

HFRUT e HFRUC (+41%, +45% e +120%, P<0,0001, Figura 22B). 

De acordo com um estado pró-inflamatório desencadeado pela ingestão excessiva 

de frutose, o grupo HFRU exibiu maior expressão de RNAm da Dpp4 que o grupo C (+83%, 

Figura 22C). Todos os tratamentos reduziram significativamente a expressão do gene Dpp4 

(-32% para HFRUA vs. HFRU; -50% para HFRUT vs. HFRU; e -58% para HFRUC vs. 

HFRU, Figura 22C). 
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Figura 22 – Expressão relativa de RNAm da Mucina 2 (A), Zo-1 (B) e Dpp-4 (C). 
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Legenda: C (dieta controle), HFRU (dieta rica em frutose); HFRUA (dieta rica em frutose mais agonista de 

PPAR-alfa); HFRUT (dieta rica em frutose mais Trayenta); HFRUC (dieta rica em frutose mais 

a combinação de PPAR-alfa e Trayenta). Diferenças significativas (P<0,05) são indicadas: 

*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001. 

 

 

 

3.1.2.7 Agonista PPAR-alfa, inibição da DPP-4 e sua combinação atenuaram a esteatose 

hepática por indução de beta-oxidação 

 

 

A dieta HFRU proporcionou deposição hepática expressiva de lipídeos, conforme 

mostrado na Figura 23A, que foi atenuada pelos diferentes tratamentos propostos neste 

estudo. O grupo HFRU apresentou aumento da esteatose micro e macrovesicular quando 

comparado ao grupo C (+320%, Figura 23B). No entanto, os diferentes tratamentos foram 

eficazes na redução da esteatose hepática em comparação com o grupo HFRU (-90% para 

A 

C 

B 
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HFRUA vs. HFRU; -53% para HFRUT vs. HFRU; e -26% para HFRUC vs. HFRU, Figura 

23B). 

Ambos os genes relacionados à beta-oxidação tiveram menor expressão no grupo 

HFRU do que no grupo C: Ppar-α (-25%, Figura 23C) e seu transcrito Cpt-1a, (-30%, 

Figura 23D). Em contraste, os grupos tratados tiveram expressão aumentada do gene Pparα 

(+225% para HFRUA vs. HFRU; 162% para HFRUT vs. HFRU; e +193% para HFRUC vs. 

HFRU, Figura 7C) e Cpt-1a (+ 92% para HFRUA vs. HFRU; +44% para HFRUT vs. 

HFRU; e +60% para HFRUC vs. HFRU, Figura 23D) em comparação com suas 

contrapartes. 

 

Figura 23 – Fotomicrografias representativas do tecido hepático (A); densidade de volume 

de esteatose hepática (B) e expressão relativa de RNA mensageiro do Ppar-α (C) 

e Cpt-1a (D) 
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Legenda: As fotomicrografias do tecido hepático correspondem ao final do período experimental de 17 

semanas coradas com hematoxilina-eosina (HE); barra de calibração = 25µm (A). 

                  C (dieta controle), HFRU (dieta rica em frutose); HFRUA (dieta rica em frutose mais agonista de 

PPAR-alfa); HFRUT (dieta rica em frutose mais Trayenta); HFRUC (dieta rica em frutose mais 

a combinação de PPAR-alfa e Trayenta). Diferenças significativas (P<0,05) são indicadas: 

*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001. 

 

 

3.1.2.8 Os tratamentos reduziram a lipogênese hepática e combateram a inflamação 

 

 

A lipogênese aumentou no grupo HFRU, que apresentou maior expressão Pparγ 

(+228%, Figura 24A), e seus transcritos Srebp-1c (+57%, Figura 24B) e Fas (+37%, Figura 

24C) que o grupo C. Por outro lado, os tratamentos suprimiram os genes lipogênicos (Figura 

24A-C): os genes Pparγ, Srebp-1c e Fas tiveram expressão reduzida no HFRUA (-69%; -

37%; e -24%); HFRUT (-61%; -47%; e -91%); e HFRUC (-63%; -65%; e -82%). 

De acordo com o aumento da lipogênese hepática, o alto consumo de frutose 

aumentou a expressão do gene Tlr4 no fígado quando comparado ao grupo C (+382%, 

Figura 24D), sugerindo que o Tlr4 pode contribuir para aumentar a esteatose hepática. Por 

outro lado, os grupos HFRUA, HFRUT e HFRUC mostraram uma redução na expressão de 

Tlr4 comparados ao grupo HFRU (-14%; -33%; e -73%, Figura 24D). 

 

 

3.1.2.9 Imunofluorescência 

 

 

Imunomarcações positivas para ALFA-AML e RELINA foram encontradas nos 

fígados do grupo HFRU (Figura 25), o que pode sugerir atividade de CEHs e a progressão 
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de DHGNA para EHNA. Os grupos tratados, no entanto, apresentaram imunorreações 

semelhantes ao grupo C, corroborando os resultados da microscopia de luz de parênquima 

hepático bem preservado após os tratamentos. 

Os animais HFRU também apresentaram marcação positiva de PLIN2 (Figura 25), 

indicando a alta instabilidade de suas gotículas lipídicas. Novamente, os grupos tratados 

apresentaram padrão de imunomarcação compatível com o apresentado pelo grupo controle, 

corroborando a redução significativa do percentual de esteatose hepática, estimado pela 

técnica de contagem de pontos. 

 

 

Figura 24 – Expressão relativa de RNA mensageiro do Pparγ (A), Srebp-1c (B), Fas (C) e 

Tlr4 (D) 
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Legenda: C (dieta controle), HFRU (dieta rica em frutose); HFRUA (dieta rica em frutose mais agonista de 

PPAR-alfa); HFRUT (dieta rica em frutose mais Trayenta); HFRUC (dieta rica em frutose mais a 

combinação de PPAR-alfa e Trayenta). Diferenças significativas (P<0,05) são indicadas: *P<0,05; 

**P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001. 
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Figura 25 – Imunofluorescência para PLIN-2, RELINA e ALFA-AML  

 

 
Legenda: As fotomicrografias do tecido hepático correspondem ao final do período experimental de 17 

semanas; barra de calibração = 50µm. 
                 C (dieta controle), HFRU (dieta rica em frutose); HFRUA (dieta rica em frutose mais agonista de 

PPAR-alfa); HFRUT (dieta rica em frutose mais Trayenta); HFRUC (dieta rica em frutose mais a 

combinação de PPAR-alfa e Trayenta); Alfa-AML (alfa-actina de músculo liso), Relina (Relina), 

PLIN2 (Perilipina 2).  

 

 

3.1.3 Discussão 

 

 

Alterações do metabolismo glicídico e lipídico favorecem a ocorrência de doenças 

que representam sérios problemas de saúde em países desenvolvidos e subdesenvolvidos. Os 

dados deste artigo confirmam que uma dieta rica em frutose promove alterações no eixo 

entero-hepático (5, 18), favorecendo a patogênese e progressão da DHGNA. Nossas 

observações de disbiose, alta concentração plasmática de LPS e aumento da permeabilidade 

intestinal no grupo HFRU estão em conformidade com a expressão aumentada de Tlr4 no 

fígado e progressão da DHGNA. Por outro lado, os grupos tratados com PPAR-alfa e 

linagliptina (isolados ou associados) apresentaram melhora no metabolismo da glicose, 

disbiose, redução dos níveis de LPS e recuperação da permeabilidade intestinal, levando ao 

controle da DHGNA mesmo em camundongos alimentados cronicamente com a dieta 

HFRU. 
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A ingestão crônica de dieta HFRU não causou excesso de peso, mas levou à 

intolerância oral à glicose. O agonista do PPAR-alfa levou à redução da massa corporal 

desde a primeira semana até o final do tratamento, mas a linagliptina não alterou a massa 

corporal neste modelo experimental. Ambos os tratamentos e sua associação resgataram a 

intolerância oral à glicose, que pode ser atribuída ao aumento dos níveis de GLP-1, uma 

incretina que impulsiona a secreção de insulina estimulada pela glicose nas ilhotas 

pancreáticas (20). O aumento da meia-vida e concentração do GLP-1 está relacionado à 

inibição da enzima DPP-4, o principal mecanismo de ação da linagliptina (117). No entanto, 

o agonista do PPAR-alfa WY14643 também aumentou os níveis de GLP-1 dos animais 

alimentados com a dieta HFRU, sugerindo que uma possível inibição da DPP-4 pode ser 

obtida através dos efeitos anti-inflamatórios do PPAR-alfa  (22, 23). 

A disbiose causada pelo consumo crônico de frutose é geralmente caracterizada por 

um aumento na relação Firmicutes/Bacteroidetes (24), como mostrado em nossos 

resultados. Esses dois filos constituem mais de 90% das categorias filogenéticas já 

conhecidas e caracterizadas no intestino de modelos experimentais de obesidade induzida 

por dieta hiperlipídica (25, 26). O desequilíbrio em sua proporção pode induzir inflamação, 

aumentar o estresse oxidativo e favorecer a lipogênese, desencadeando a esteatose hepática 

por meio de mecanismos associados a alterações nos metabólitos intestinais (24). O grupo 

HFRU apresentou um aumento nos filos Firmicutes e Proteobacteria, paralelamente a uma 

diminuição nos Bacteroidetes. Por outro lado, os tratamentos resgataram a proporção de 

Bacteroidetes e reduziram marcadamente os filos Firmicutes e Proteobacteria, concordando 

com observações em camundongos e indivíduos obesos após cirurgia bariátrica (27, 30). 

Este fato sugere que a modulação de Proteobacteria pode ter um papel nos desfechos aqui 

observados. 

As proteobactérias pertencem a um filo composto por bactérias gram-negativas 

(132). Curiosamente, os principais produtos bacterianos envolvidos na patogênese da 

DHGNA são o LPS, que está comumente presente na membrana celular de bactérias gram-

negativas e se liga ao TLR4 (32). O grupo HFRU apresentou as maiores concentrações de 

LPS e expressão de Tlr4, o que pode estar associado à presença mais frequente de 

Proteobactérias. Esse cenário induziu a translocação de citocinas, contribuindo criticamente 

para a inflamação e resistência à insulina, alterando o metabolismo lipídico hepático (4), 

configurando-se como um potente indutor de esteatose hepática. 

Um estudo anterior confirmou uma ligação entre o filo Proteobacteria e a fibrose 

hepática, com base no fato de que camundongos alimentados com uma dieta hiperlipídica e 
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transplantados com flora Gram-negativa mostraram maior dano hepático em comparação ao 

controle (33). Nossos resultados no grupo HFRU concordam com outros estudos que 

mostraram Proteobacteria como o principal filo que contribui para fibrose hepática e dano 

hepático (133, 134). Em contraste, a ativação de PPAR-alfa, a inibição da DPP-4 e sua 

associação reduziram drasticamente o filo Proteobacteria. Essas observações sugerem que 

os tratamentos propostos neste experimento podem ter propriedades antifibróticas através da 

modulação de Proteobacteria. 

A frutose prejudica a integridade da barreira intestinal, tornando-a mais suscetível 

ao influxo de toxinas (35). O grupo HFRU apresentou aumento da expressão plasmática de 

LPS e Tlr4 hepático, sugerindo endotoxemia. O aumento da translocação de endotoxinas e 

dos níveis plasmáticos contribuem para a inflamação e degradação da barreira da mucosa 

intestinal (36, 37). Altos níveis de endotoxemia estão relacionados ao aumento da 

permeabilidade intestinal e diminuição da expressão de proteínas de junções oclusivas, 

como ZO-1, que é expressa na membrana apical e tem um papel na regulação da via 

paracelular (38).  

É importante ressaltar que o grupo HFRU apresentou redução da expressão de Zo-1 

juntamente com altos níveis plasmáticos de LPS, mas ambas as condições foram revertidas 

pelos tratamentos propostos, com o aumento da expressão de Zo-1 potencializado quando os 

tratamentos foram associados (grupo HFRUC). Essas observações sugerem que o agonista 

de PPAR-alfa e o inibidor da DPP-4 podem atuar como moduladores essenciais da 

microbiota. 

Não há relato prévio na literatura associando a administração oral de linagliptina 

com o perfil da microbiota intestinal. A linagliptina é o único inibidor de DPP-4 com 

excreção fecal predominante em humanos e roedores quando administrado por via oral (39, 

40). Este fato pode implicar num contato direto da microbiota do intestino delgado com a 

linagliptina inalterada (39), além do aumento dos níveis de GLP1, que foi previamente 

associado ao aumento da presença de Bacteroidetes após administração de 

sitagliptina+metformina em ratos Zucker (41). 

Em relação ao PPAR-alfa, evidências anteriores mostram que esse fator de 

transcrição tem um papel central na supressão da inflamação intestinal através da regulação 

de IL-22 e peptídeos antimicrobianos, além de contribuir para a homeostase do hospedeiro e 

manutenção da imunidade da barreira intestinal (11). A deleção do PPAR-alfa em 

camundongos levou a uma maior suscetibilidade à inflamação intestinal (135). Em contraste, 

a ativação do PPAR-alfa é crucial para induzir linfócitos Th2, ligados a efeitos anti-
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inflamatórios nas placas de Peyer de camundongos (136). Esses efeitos anti-inflamatórios 

podem influenciar a modulação da microbiota. 

Quanto à ultraestrutura do intestino grosso, as células caliciformes secretam 

glicoproteínas mucinas, cuja função primária é proteger e lubrificar a mucosa intestinal (42, 

137). Nesse sentido, a ingestão crônica de frutose levou à alteração da camada de muco e 

comprometimento da ultraestrutura das microvilosidades, além de inclusões lipídicas e raras 

mitocôndrias dentro dos enterócitos. Ambos os tratamentos e sua associação resultaram na 

recuperação da ultraestrutura dos colonócitos, destacando que os tratamentos podem 

impactar a ultraestrutura da célula e não apenas sua função. 

Em relação à quantidade de Mucina 2, a ativação de PPAR-alfa parece aumentar 

sua expressão gênica de forma mais significativa do que a inibição de DPP-4. É importante 

ressaltar que a combinação de ambos os tratamentos teve efeitos aditivos neste parâmetro, 

pois o grupo HFRUC apresentou a maior expressão de Mucina 2. A dinâmica das criptas 

também é prejudicada pelo aumento da expressão de TLR4 no epitélio intestinal (138). 

enquanto ratos alimentados com dieta hiperlipídica apresentaram disfunção da barreira 

intestinal juntamente com aumento do estresse oxidativo e inflamação intestinal mediada por 

TLR4 (43). Aqui, todos os tratamentos normalizaram a expressão intestinal de Tlr4 no 

intestino, correlacionando-se com a ultraestrutura bem preservada, criptas e camada de 

muco. 

O grupo HFRU apresentou disbiose, danos intestinais moleculares e 

ultraestruturais, endotoxemia e alta expressão hepática de Tlr4, retratando um quadro em 

que a disbiose contribui para a patogênese da DHGNA, a teoria dos múltiplos hits (44). 

Dietas ricas em frutose geralmente induzem resistência sistêmica à insulina e 

hiperinsulinemia de jejum, promovendo assim a ativação mediada por insulina de Srebp-1c e 

lipogênese de novo hepática (118). O tipo de lipídio que predomina no fígado influencia sua 

expressão de PPAR-alfa e suscetibilidade à esteatose (46). Assim, fígados esteatóticos são 

caracterizados pela depleção de ácidos graxos poliinsaturados n-3 e PPAR-alfa 

concomitante ao aumento da expressão dos genes lipogênicos e inflamatórios Srebp-1c e Nf-

kb (48). 

A ativação do PPAR-alfa provou ser uma abordagem promissora para combater a 

esteatose hepática, desencadeando uma melhora na entrada mitocondrial de ácidos graxos 

para beta-oxidação e supressão da lipogênese (107). Além disso, a restauração da expressão 

de PPAR-alfa pela administração de ativadores naturais suprimiu a lipogênese e combateu a 

inflamação hepática em camundongos alimentados com dieta hiperlipídica (48). No presente 
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estudo, mostramos potentes efeitos anti-inflamatórios após o tratamento com PPAR-alfa 

porque camundongos HFRUA mostraram redução da expressão hepática de Tlr4 juntamente 

com concentrações menores de LPS no plasma. 

Pode-se argumentar que a inibição da DPP-4 exerce efeitos anti-inflamatórios ao 

suprimir o TLR4 em macrófagos de humanos e camundongos (139), além de reduzir as 

espécies reativas de oxigênio (10), melhorando a sinalização da insulina e função vascular 

através do óxido nítrico (118). A linagliptina também foi associada a polarização de 

macrófagos com uma resposta anti-inflamatória M2 eficaz e escurecimento do tecido 

adiposo branco subcutâneo, induzindo termogênese e reduzindo a massa corporal, ambos 

relacionados à mitigação da esteatose hepática (13, 14). 

O grupo que recebeu a combinação de tratamentos pôde se beneficiar de uma 

interação entre a ativação do PPAR-alfa e a inibição da DPP-4, pois foi demonstrado que o 

PPAR-alfa é necessário para a regulação positiva do receptor de GLP-1 em ilhotas 

pancreáticas em camundongos tratados com metformina (140). Aqui, ambos os grupos 

tratados com o agonista de PPAR-alfa (HFRUA e HFRUC) mostraram níveis aumentados 

de GLP-1 e inibição de DPP-4, sugerindo uma interseção entre as vias de PPAR e incretinas. 

A composição da microbiota intestinal e a endotoxemia também podem contribuir 

para a patogênese da fibrose hepática. Distúrbios crônicos da homeostase hepática 

geralmente envolvem danos e inflamação do fígado, levando à ativação de CEHs, um 

marcador para a progressão da DHGNA para EHNA (32). As CEHs são células 

mesenquimais armazenadoras de gordura localizadas adjacentes ao espaço de Disse. Após 

uma lesão hepática, as células tornam-se ativas e adquirem morfologia miofibroblástica, 

caracterizada por proliferação exacerbada e secreção da matriz extracelular. A vitamina A 

armazenada é perdida e há um aumento na expressão da ALFA-AML (112); Friedman, 

2008). Este último é um marcador essencial da atividade das CEHs. A imunomarcação 

positiva para REELINA também foi associada à progressão de DHGNA para EHNA (141), 

implicando que os animais alimentados com HFRU tinham um tipo mais nocivo de doença 

hepática. 

Quanto ao modelo de dieta rica em frutose, a administração de GW501516 (um 

agonista de PPAR-beta) melhorou a inflamação, manteve as CEHs no estágio quiescente, 

suprimiu a lipogênese e resgatou a resistência à insulina pela modulação do sistema renina-

angiotensina (142). Recentemente, o uso de linagliptina isolada ou associada à 

empagliflozina teve efeito antifibrótico em modelo de EHNA em camundongos C57BL/6 

(143). 
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Os presentes resultados confirmaram a presença de esteatose hepática em 

camundongos induzida pela ingestão crônica de dieta HFRU. Esse fenômeno pode estar 

relacionado à liberação excessiva de LPS induzida pela microbiota intestinal alterada, 

contribuindo para a gênese da DHGNA. Os grupos tratados, entretanto, tiveram melhora 

significativa da esteatose hepática, disbiose, recuperação da ultraestrutura intestinal com 

redução da endotoxemia, o que refletiu no melhor metabolismo energético dos hepatócitos. 

A Figura 26 ilustra os principais achados deste estudo. 

 

 

Figura 26 – Esquema representativo dos principais achados dos efeitos do tratamento com 

PPAR-alfa e inibidor da DPP-4 

 

 

Legenda: O esquema mostra de forma detalhada os principais achados desse trabalho. A associação da ativação 

do PPAR-alfa com o inibidor da DPP-4 foi eficaz para contornar a resistência à insulina e a 

inflamação hepática provocada pelo excesso de frutose na dieta administrada aos camundongos. 

Consequentemente, houve redução da lipogênese e aumento da beta-oxidação mitocondrial, bem 

como reversão da disbiose intestinal, demonstrada pela normalização da relação dos filos 

Firmicutes/Bacterioidetes seguida da redução do filo Proteobacteria. O tratamento combinado 

também reestabeleceu a permeabilidade intestinal, evidenciado pelo aumento da expressão gênica 

das proteínas juncionais. 

Fonte: A autora, 2021. 
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3.2 Modelo Experimental 2: Dieta hiperlipídicas - A ativação do receptor ativado por 

proliferador de peroxissoma alfa e a inibição da dipeptidil peptidase-4 têm como 

alvo a disbiose para tratar fígado gorduroso em camundongos obesos 

 

 

3.2.1 Materiais e métodos 

 

3.2.1.1 Animais e Dieta: Camundongos machos adultos C57BL/6 foram alojados em grupo 

(n = 5 por gaiola) e mantidos sob temperatura controlada (21 ± 2 °C) e umidade (60 ± 10%) 

com acesso livre a água e ração em um rack ventilado contendo gaiolas para camundongos 

(NexGen mouse 500, Allentown, PA, EUA). O ambiente compreendeu um período claro-

escuro de 12/12 h e ciclos de renovação de ar (15 min/h). Os procedimentos seguiram as 

recomendações do National Institutes of Health Guide for the Care and Use of Laboratory 

Animals (publicação NIH nº 85-23, revisada em 1996) e foram aprovados pelo nosso Comitê 

de Ética local (Institute of Biology, CEUA número 041/2018). 

 

3.2.1.2 Protocolo Experimental: Cinquenta camundongos machos adultos C57BL/6 (3 meses 

de idade) provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais foram 

utilizados neste estudo. Inicialmente, os animais foram distribuídos aleatoriamente em dois 

grupos nutricionalmente diferentes: 

1. Grupo controle (C) – animais que receberam dieta controle (14% de energia como 

proteína, 10% como gordura e 76% como carboidratos; energia total 15 kJ/g, n = 10); 

2. Grupo hiperlipídico (HF) – animais que receberam dieta hiperlipídica (14% de energia 

como proteína, 50% como gordura e 36% como carboidrato; energia total 21 kJ/g, n = 40). 

Após doze semanas, o grupo C e dez animais aleatórios do grupo HF continuaram o mesmo 

esquema alimentar por mais cinco semanas, enquanto os demais animais do grupo HF foram 

subdivididos aleatoriamente, de acordo com o tratamento, nos seguintes grupos: 

3. HFA – recebeu o agonista PPAR-alfa (WY14643, Sigma–Aldrich, 3,5 mg/kg de massa 

corporal) incorporado à dieta HF (n = 10) por cinco semanas; 

4. HFT – recebeu o inibidor da DPP-4 (linagliptina, Boehringer Ingelheim, 15 mg/kg de 

massa corporal) incorporado à dieta HF (n = 10) por cinco semanas; 
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5. HFC – recebeu a combinação de um agonista de PPAR-alfa com um inibidor de DPP-4 

(nas mesmas doses utilizadas nos grupos que receberam monoterapia) incorporados à dieta 

HF (n = 10) por cinco semanas. 

Todo o protocolo experimental durou 17 semanas (12 semanas de indução da 

obesidade + cinco semanas de tratamento). As doses de WY-14643 e linagliptina foram 

baseadas em experimentos anteriores conduzidos por nosso grupo (21, 144). A PragSoluções 

(www.pragsolucoes.com.br, Jaú, São Paulo, Brasil) produziu as dietas experimentais de 

acordo com as recomendações do American Institute of Nutrition (AIN 93M) (130). Todos 

os grupos foram tratados seguindo a ordem em que os grupos foram descritos. 

 

3.2.1.3 Ingestão alimentar/energética e massa corporal (MC): A ingestão alimentar foi 

mensurada diariamente subtraindo-se o restante da dieta verificada no dia seguinte da 

quantidade de dieta ofertada no dia anterior. A ingestão energética compreendeu o produto 

do consumo alimentar e a energia contida em 1g de cada dieta (em kJ). As massas corporais 

dos animais foram avaliadas em balança digital uma vez por semana (BL-3200H, precisão 

de 0,01 g). 

 

3.2.1.5 Análise Metabólica: Uma semana antes do sacrifício, os animais foram submetidos 

ao teste oral de tolerância à glicose (TOTG). Em jejum de 6 horas (tempo 0) e após 15, 30, 

60 e 120 minutos da gavagem orogástrica de solução de glicose (2 g/kg de massa corporal), 

foram obtidas amostras de sangue da veia caudal. Um glicosímetro manual (Accu-Chek, 

Roche, São Paulo, SP, Brasil) foi usado para medir os níveis de glicose no sangue em 

diferentes momentos. A área sob a curva (ASC) indicou a tolerância oral à glicose 

(GraphPad Prism, versão 8.3 para Windows, GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA). 

 

3.2.1.6 Sacrifício e ELISA: Os camundongos ficaram em jejum por 6 h. Sob anestesia 

intraperitoneal com cetamina (240 mg/kg) e xilazina (30 mg/kg), amostras de sangue obtidas 

por punção cardíaca foram separadas por centrifugação (712 xg) para obtenção de amostras 

de plasma para realização de análises bioquímicas. O fígado, intestino grosso (ceco) e 

intestino delgado (jejuno e íleo) foram cuidadosamente dissecados, pesados e analisados 

seguindo os protocolos das diferentes técnicas. As porções do intestino foram coletadas de 

acordo com a indicação do Apêndice 1. Um ensaio imunoenzimático (ELISA) foi realizado 

para medir o GLP1 (Kit multiespécies GLP1 ELISA Cat. #EZGLP1T-36K, Millipore, 

Missouri, EUA) e o LPS no plasma (Kit multiespécies LPS ELISA Cat. #SEB526Ge-96T, 

http://www.pragsolucoes.com.br/
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Cloud- Clone Corp., Katy, EUA). Um espectrofotômetro semiautomático e um kit comercial 

(K117, Bioclin, Quibasa, Belo Horizonte, MG, Brasil) foram usados para medir o 

triacilglicerol hepático (TAG) conforme descrito anteriormente (15). 

3.2.1.7 Histologia: Fragmentos de fígado e ceco fixados em formalina tamponada com 

Millonig (pH 7,2-7,4) foram posteriormente desidratados, diafanizados, incluídos em 

Paraplast Plus (Sigma–Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e seccionados (5 µm de espessura) 

com um micrótomo. Lâminas coradas com hematoxilina e eosina (fígado) ou Alcian Blue 

(Sigma Chemical Company - pH 2,5) mais Periodic Acid-Schiff (PAS, intestino - Sigma 

Chemical Company) foram fotografadas usando um microscópio Leica DMRBE (Wetzlar, 

Alemanha) acoplado a uma câmera digital Infinity Lumenera (Ottawa, ON, Canadá). As 

imagens foram analisadas de forma cega com STEPanizer (www.stepanizer.com), conforme 

descrito abaixo: 

 

3.2.1.8 Estereologia hepática: Foram analisados cinco animais por grupo e dez imagens por 

animal. A densidade de volume da esteatose hepática (Vv [fígado, est]) foi estimada pela 

técnica de contagem de pontos, seguindo a fórmula: Vv [fígado, est] = Pp [fígado, est]/PT 

(Pp é o número de pontos que atingiu as inclusões lipídicas e PT é o total de pontos de 

teste). As imagens foram analisadas com STEPanizer usando um sistema de teste de 36 

pontos (16). 

 

3.2.1.9 Estereologia intestinal: O número de células caliciformes por área (QA [células 

caliciformes]) foi estimado usando STEPanizer. Todas as células caliciformes dentro da área 

de teste foram contadas, exceto aquelas que tocavam as linhas proibidas. O resultado foi 

dividido pela área teste medida em mm2. 

 

3.2.1.10 Amplificação de 16S rDNA PCR: As fezes encontradas no ceco de camundongo 

foram usadas para extrair DNA microbiano usando o QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit 

(Qiagen, Düsseldorf, Alemanha) de acordo com as instruções do fabricante. A quantidade, 

pureza e concentração de DNA foram determinadas usando Qubit (Life Technologies, 

Carlsbad, Califórnia, EUA) e eletroforese horizontal (gel de agarose a 1%). Ensaios de PCR 

quantitativos em tempo real foram usados para a quantificação relativa de filos específicos 

de microrganismos (Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria e Proteobacteria) na 

microbiota fecal do intestino de camundongos pela detecção de genes 16S rRNA. Para 

quantificação relativa, as abundâncias de diferentes filos foram normalizadas pelo método 
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ΔΔCt em relação à quantidade bacteriana total nas amostras (17). Os indicadores utilizados 

estão descritos na Tabela 4. 

 

Quadro 4– Iniciadores do filo ou classe de microrganismos da microbiota intestinal 

 

Filo o Classe Iniciadores  

Eubacteria (All Bacteria) 
F[5’-ACTCCTACGGGAGGCAGAGT-3’]  

R[5’-ATTACCGCGGCTGCTGGC-3’]  

Bacteroidetes 
F[5’-CRAACAGGATTAGATACCCT-3’]  

R[5’-GGTAAGGTTCCTCGCGTAT-3’]  

Firmicutes 
F[5’-TGAAACTYAAAGGAATTGACG-3’]  

R[5’-ACCATGCACCACCTGTC-3’]  

Actinobacteria 
F[5’-TACGGCCGCAAGGCTA-3’]  

R[5’-TCRTCCCCACCTTCCTCCG-3’]  

Class-γ-Proteobacteria 
F[5’-TCGTCAGCTCGTGTYGTGA -3’]  

R[5’-CGTAAGGGCCATGATG-3’]  

 

 

3.2.1.11 Reação em cadeia de transcriptase reversa-polimerase em tempo real (RT-qPCR): 

O RNA total foi extraído de 50 mg do fígado e 70 mg do intestino delgado (jejuno e íleo) 

usando o reagente TRIzol (Invitrogen, CA, EUA). Posteriormente, a adição de 200 μL de 

clorofórmio foi seguida por centrifugação (1200 g por 10 min a 4 °C para amostras de 

fígado e 12.000 g por 15 min a 4 °C para amostras de intestino). A porção de extrato de 

RNA foi separada e 500 μL de isopropanol foi adicionado e deixado em repouso por 10 min 

(amostras de fígado) ou 15 min (amostras de intestino) para precipitar o RNA. Em seguida, 

as amostras foram centrifugadas (1200 g por 10 min a 4°C para amostras de fígado e 12.000 

g por 10 min a 4°C para amostras de intestino). O isopropanol foi removido e o pellet 

formado foi ressuspenso em 500 μL de etanol 75% para amostras de fígado ou etanol 70% 

(gelado) para amostras de intestino e depois centrifugado (1200 g por 5 min a 4°C para 

amostras de fígado e 10.000 g por 5 min a 4°C para amostras de intestino). O etanol foi 

removido e o pellet foi ressuspenso em 20 μL (fígado)/50 μL (intestino) de água deionizada 

(Milli-Q).  
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 As amostras foram submetidas a banho seco (50°C por 5 min) e quantificadas por 

meio de equipamento Nanovue (GE Life Sciences). Para transcrição de RNA em DNA 

complementar (cDNA), 1,0 μg de RNA foi tratado com DNAse I (Invitrogen, CA, EUA). A 

síntese de cDNA de primeira fita foi realizada usando primers Oligo (dT) para mRNA de 

transcriptase reversa e Superscript III (ambos da Invitrogen). A qPCR foi realizada usando 

um termociclador CFX96 (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) e SYBR Green mix (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, EUA). A Beta-actina foi usada para corrigir a expressão dos genes-alvo em 

amostras de fígado e o Gapdh foi usado para amostras de intestino. As sequências de 

primers usadas são mostradas nas Tabelas 5 (fígado) e 6 (intestino). Todos os símbolos de 

genes estão em itálico (a primeira letra maiúscula), e os símbolos de proteínas estão em 

itálico em maiúsculas (131). 

 

 

Quadro 5 – Sequência direta e reversa de primers utilizados no RT-qPCR – Fígado 

 

Sequência de Primers 

Gene  5’- 3’  3’-5’  

Lbp  GGTGGCTGCTGAATCTCTTC  TCTGCTGTGACTGGCAGAGT 

Tlr4  GCCGGAAGGTTATTGTGGTA GAAACTGCCATGTTTGAGCA 

Nlrp3  ATGCTGCTTCGACATCTCCT GTTTCTGGAGGTTGCAGAGC 

Cd206  CAAGGAAGGTTGGCATTTGT CCTTTCAGTCCTTTGCAAGC 

IL-10  GCCTTATCGGAAATGATCCA TCCTGAGGGTCTTCAGCTTC 

IL-13 CTGGATTCCCTGACCAACAT GGTTACAGAGGCCATGCAAT 

Beta-actina TGTTACCAACTGGGACGACA GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA 

 
Legenda: Proteína de ligação a lipopolissacarídeos (Lbp), Toll-Like receptor 4 (Tlr4), nucleotídeos de ligação e 

receptores de oligomerização de domínio (contendo proteína 3) (Nlrp3), Cluster de diferenciação 

206 (Cd206), Interleucina 10 (IL-10), Interleucina 13 (IL-13). 
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Quadro 6 – Sequência direta e reversa de primers utilizados no RT-qPCR – Intestino 

 

Sequência de Primers 

Gene  5’- 3’  3’-5’  

Mucina2 GTAGTTTCCGTTGGAACAGTGAA ATGCCCACCTCCTCAAAGAC 

Ocludina CCTTCTGCTTCATCGCTTCC AGCGCTGACTATGATCACGA 

Zo-1 TCAGAGCCCTCCGATCATTC GCTTTGGGTGGATGATCGTC 

Tlr4 GCCGGAAGGTTATTGTGGTA GAAACTGCCATGTTTGAGCA 

Gapdh CATCACTGCCACCCAGAAGACTG ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG 

Legenda: Mucina 2 (Mucina2); Ocludina (Ocludina); Zonula occludens-1 (Zo-1); receptor Toll-Like 4 (Tlr4); 

Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (Gapdh). 

 

3.2.1.12 Análise dos dados: O cálculo do tamanho da amostra considerou que, em análises 

metabólicas e de biologia molecular, se um fator aumenta ou diminui em cinco repetições, a 

probabilidade de ocorrência é P = (1/2)5 = 0,05. Portanto, um mínimo de 5 repetições foi 

adotado para as análises (Cruz-Orive e Weibel, 1990). Os dados são apresentados como 

média e desvio padrão (DP). Durante as primeiras 12 semanas, a análise estatística 

compreendeu o teste t de Student e a correção de Welch. Na fase de tratamento, os dados 

foram analisados usando Brown-Forsythe e Welch one-way ANOVA com o teste post hoc 

Dunnett T3 (145). Um valor de P<0,05 foi considerado significativo (GraphPad Prism 

versão 8.3 para Windows, GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA). 

 

 

3.2.2 Resultados 

 

 

3.2.2.1 O tratamento reduziu a massa corporal (MC) sem alterar a ingestão energética 

 

 

 Os animais dos grupos C e HF tinham MC iguais no início do experimento. Todos os 

animais toleraram bem as dietas e tratamentos. O protocolo foi mantido conforme informado 

anteriormente. Na 13ª semana, o grupo HF estava acima do peso em relação ao grupo C 

(+30%), e essa característica persistiu até o final do experimento. A Figura 27A mostra esses 

resultados. Embora a ingestão alimentar (g) não tenha diferido entre os grupos (Figura 27B), 

a ingestão de energia nos grupos alimentados com HF foi maior do que no grupo C (Figura 
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27C). Todos os tratamentos propostos resgataram a tolerância à glicose e aumentaram as 

concentrações de GLP1 

A Figura 28A mostra a curva do TOTG, na qual o grupo HF apresentou aumento 

significativo da glicemia de jejum (T0) em relação ao grupo C. Essa diferença permaneceu 

até o final do teste (T120). O grupo C e os grupos tratados apresentaram níveis basais de 

glicose no sangue resgatados nos outros momentos de avaliação (T30, T60 e T120). Por 

outro lado, o grupo HF não atingiu os níveis basais de glicose, indicando um atraso após a 

sobrecarga de glicose e implicando em intolerância oral à glicose, como confirmado pela 

maior ASC para TOTG no grupo HF do que no grupo C (+23%, Figura 28B). Em contraste, 

todos os grupos tratados apresentaram ASCs mais baixas do que o grupo HF, indicando 

alívio da intolerância oral à glicose (Figura 28B). 

As concentrações plasmáticas de GLP1 diminuíram no grupo HF em comparação 

com o grupo C (Figura 28C). Como esperado, o tratamento com linagliptina aumentou as 

concentrações de GLP1 no grupo HFT (+13%), o que também ocorreu no grupo HFC e após 

o tratamento único com o agonista de PPAR-alfa no grupo HFA em comparação com o 

grupo HF (Figura 28C). 

 

Figura 27 – Massa Corporal (A), Ingestão alimentar (B) e Consumo energético (C) 
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Legenda: Os valores estão representados como média ± desvio padrão da média, n=6 por grupo. Diferenças 

significativas (P<0,05) são indicadas: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001. 

Abreviações: C (dieta controle), HF (dieta hiperlipídica); HFA (dieta hiperlipídica mais agonista de 

PPAR-alfa); HFT (dieta hiperlipídica mais Trayenta); HFC (dieta rica em gordura mais a 

combinação de PPAR-alfa e Trayenta). 

 

Figura 28 – Curva do TOTG (A), ASC (B) e GLP-1 (C) 
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Legenda: Os valores estão representados como média ± desvio padrão da média, n=6 por grupo. Diferenças 

significativas (P<0,05) são indicadas: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001. 

Abreviações: C (dieta controle), HF (dieta hiperlipídica); HFA (dieta hiperlipídica mais agonista de 
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PPAR-alfa); HFT (dieta hiperlipídica mais Trayenta); HFC (dieta rica em gordura mais a 

combinação de PPAR-alfa e Trayenta). 

 

 

3.2.2.2 Os tratamentos recuperaram a composição da microbiota e reverteram a endotoxemia 

em camundongos alimentados com HF 

 

 

Os genes de rRNA 16S amplificados de bactérias do intestino cecal foram medidos 

no final do experimento para avaliar a composição da microbiota. O grupo HF apresentou 

aumento do filo Firmicutes juntamente com diminuição dos filos Proteobacteria e 

Bacteroidetes em relação ao grupo C, conforme mostrado na Figura 29A. No entanto, todos 

os tratamentos reverteram essas alterações filogenéticas nos grupos tratados. Os tratamentos 

restauraram a quantidade de Bacteroidetes para se assemelhar ao grupo C e provocaram 

diminuição significativa de Proteobacteria, que pode desempenhar um papel decisivo nos 

efeitos benéficos observados devido aos tratamentos propostos. Mudanças na composição da 

microbiota no grupo HF desencadearam concentrações aumentadas da expressão do RNAm 

hepático dos genes Lbp (+313%, Figura 29B) e Tlr4 (+58%, Figura 29C) no grupo HF em 

relação ao grupo C, enquanto os grupos tratados apresentaram expressão significativamente 

reduzida. 

 

 

Figura 29 – Genes de rRNA 16S da microbiota intestinal e expressão relativa de RNA 

mensageiro de Lbp e Tlr4 
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Legenda: Os valores estão representados como média ± desvio padrão da média, n=6 por grupo. Diferenças 

significativas (P<0,05) são indicadas: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001. 

Abreviações: C (dieta controle), HF (dieta hiperlipídica); HFA (dieta hiperlipídica mais agonista de 

PPAR-alfa); HFT (dieta hiperlipídica mais Trayenta); HFC (dieta rica em gordura mais a 

combinação de PPAR-alfa e Trayenta). 

 

3.2.2.3 O inibidor de DPP-4 e o agonista de PPAR-alfa melhoraram a estrutura e a proteção 

da barreira intestinal 

 

 

O grupo HF apresentou uma diminuição de 80% na expressão intestinal do gene 

Mucina2 em comparação com o grupo C. Por outro lado, os grupos HFA, HFT e HFC 

mostraram aumentos significativos na expressão de Mucina2 (+439% para HFA vs. HF, 

+345% para HFT vs. HF e +670% para HFC vs. HF; Figura 30A). 

De acordo com o resultado anterior, o grupo HF também apresentou redução da 

expressão intestinal de Ocludina (-78%, Figura 30B) e Zo-1 (-38%, Figura 30C) em relação 

ao grupo C. Por outro lado, o grupo HFA apresentou aumento de 238% na expressão de 

Ocludina, enquanto os grupos HFT e HFC tiveram aumento maior que 500% na expressão 

desse gene (Figura 30B). Em relação à expressão do gene Zo-1, todos os grupos tratados 

tiveram um aumento significativo (+166% para HFA vs. HF, +397% para HFT vs. HF, e 

+102% para HFC vs. HF; Figura 30C). 

A alta ingestão de gordura saturada alterou o padrão histoquímico das células da 

mucosa intestinal, conforme revelado pela reação com Alcian Blue e PAS. A Figura 30E 

mostra a diminuição do muco no grupo HF, enquanto os tratamentos provocaram aumento 

na produção de muco na região apical das criptas, seguido por aumento da presença de 

B C 
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células caliciformes (células produtoras de muco). A estereologia intestinal confirmou essas 

observações com os resultados do QA [células caliciformes], que mostrou redução no grupo 

HF em relação ao grupo C (-44%), enquanto o HFA (+68%), HFT (+47%) e os grupos HFC 

(+56%) mostraram um aumento no número de células caliciformes por área de tecido 

(Figura 30D). 

 

 

Figura 30 – Expressão relativa de RNA mensageiro da Mucina2 (A), Ocludina (B) e Zo-1 

(C); QA [células caliciformes] (D), Intestino grosso corado com Alcian blue (E) 
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Legenda: Os valores estão representados como média ± desvio padrão da média, n=6 por grupo. Diferenças 

significativas (P<0,05) são indicadas: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001. Intestino 

grosso corado com Alcian Blue e Ácido Periódico-Schiff (PAS), os quais coram glicoproteínas 

produzidas por células caliciformes (barra de escala = 40μm), marcadamente reduzidas pela dieta 

hiperlipídica e resgatadas pelos tratamentos de acordo com a estereologia (QA células caliciformes).  

               C (dieta controle), HF (dieta hiperlipídica); HFA (dieta hiperlipídica mais agonista de PPAR-alfa); 

HFT (dieta hiperlipídica mais Trayenta) e HFC (dieta rica em gordura mais a combinação de PPAR-

alfa e Trayenta). 
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3.2.2.4 Inibidor de DPP-4 e ativação de PPAR-alfa atenuaram a esteatose hepática 

 

 Camundongos alimentados com dieta HF exibiram esteatose hepática microvesicular 

perceptível, enquanto camundongos em todos os grupos tratados apresentaram mitigação da 

esteatose hepática, com o parênquima hepático semelhante ao do grupo C (Figura 31A). De 

acordo com esses achados histológicos, Vv [fígado, est] no grupo HF foi maior do que no 

grupo C (+38%, Figura 31B). Todos os grupos tratados apresentaram reduções significativas 

na esteatose hepática (-72% para HFA vs. HF, -50% para HFT vs. HF e -77% para HFC vs. 

HF). Consistente com os achados estereológicos, os níveis hepáticos de TAG aumentaram 

no grupo HF (+38%). Por outro lado, os grupos tratados apresentaram concentrações 

hepáticas de TAG mais baixas do que no grupo HF (-11% para HFA, -16% para HFT e -

13% para HFC; Figura 31C). 

 

 

Figura 31 – Fotomicrografias representativas do tecido hepático ao final do experimento 

(A), Vv esteatose (%) (B) e níveis hepáticos de TAG (C) 
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Legenda: A: Cortes de fígado corados com hematoxilina-eosina; B: Densidade de volume (Vv) (esteatose 

hepática); C: Triglicerídeo Hepático; barra de calibração = 50 μm. Os valores estão representados 

como média ± desvio padrão da média, n=6 por grupo. Diferenças significativas (P<0,05) são 

indicadas: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001. 

A 
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Abreviações: C (dieta controle), HF (dieta hiperlipídica); HFA (dieta hiperlipídica mais agonista de PPAR-

alfa); HFT (dieta hiperlipídica mais Trayenta) e HFC (dieta rica em gordura mais a combinação de PPAR-alfa 

e Trayenta). 

 

 

3.2.2.5 A inibição da DPP-4 e a ativação do PPAR-alfa atenuaram a ativação de macrófagos 

e reduziram a inflamação hepática em camundongos alimentados com HF 

 

 

O grupo HF apresentou maior expressão de Cd206, que é um marcador específico 

de macrófagos, do que o grupo C (+103%, Figura 32A). Em contraste, os grupos tratados 

apresentaram expressão reduzida de Cd206 (-67% para HFA vs. HF, -65% para HFT vs. HF 

e -74% para HFC vs. HF). 

Além dos resultados de Cd206, a dieta HF reduziu significativamente a expressão 

de IL-10 em comparação com o grupo C (-54%), enquanto o tratamento combinado 

produziu uma diminuição de 80% na expressão de IL-10 no grupo HFC em comparação ao 

HF (Figura 32B). O gene Nlrp3 apresentou resultados semelhantes ao Cd206, com maior 

expressão no grupo HF que no grupo C (+128%) e expressão reduzida no HFA (-72%), HFT 

(-88%) e HFC ( -85%) em relação ao grupo C (Figura 32C). 

Em relação à citocina IL-13, o grupo HF apresentou aumento significativo em 

relação ao grupo C (+290%). Apenas os tratamentos HFA e HFC foram capazes de reduzir a 

expressão desta citocina em comparação ao grupo HF (-39% e -67%) (Figura 32D). 
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Figura 32 – Expressão relativa de RNA mensageiro de CD206 (A), IL-10 (B), Nlrp3 (C) e 

IL-13 (D) 
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Legenda: Os valores estão representados como média ± desvio padrão da média, n=6 por grupo. Diferenças 

significativas (P<0,05) são indicadas: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001. 

Abreviações: C (dieta controle), HF (dieta hiperlipídica); HFA (dieta hiperlipídica mais agonista de 

PPAR-alfa); HFT (dieta hiperlipídica mais Trayenta) e HFC (dieta rica em gordura mais a 

combinação de PPAR-alfa e Trayenta). 

 

 

3.2.3 Discussão 

 

 

A ingestão excessiva de gordura saturada causa sobrepeso, intolerância oral à 

glicose, disbiose intestinal e alterações morfológicas e funcionais da barreira intestinal. 

Assim, os animais HF apresentaram endotoxemia com sinais pró-inflamatórios direcionados 

ao fígado, causando DHGNA. A monoterapia com o agonista de PPAR-alfa ou inibidor da 

DPP-4 e o tratamento combinado produziram resultados benéficos, reduzindo massa 

corporal, resgatando a tolerância oral à glicose, densidade numérica de células caliciformes 

intestinais por área, expressão gênica das proteínas das junções oclusivas, distribuição 
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filogenética da microbiota e concentrações de LPS. Assim, os animais tratados apresentaram 

mitigação da esteatose hepática e da inflamação devido à melhora da disbiose intestinal e 

controle da endotoxemia. 

A ingestão crônica de uma dieta com alto teor de gorduras saturadas aumenta a 

massa corporal e prejudica o metabolismo de glicose e lipídeos (28). Assim, os 

camundongos alimentados com dieta hiperlipídica estavam acima do peso e apresentavam 

intolerância oral à glicose, além de dificuldade em resgatar os níveis glicêmicos durante o 

TOTG em comparação ao grupo C. Essas alterações metabólicas foram acompanhadas pela 

disbiose intestinal no grupo HF, confirmando que os padrões alimentares interferem no eixo 

intestino-fígado, favorecendo a patogênese e progressão da DHGNA. 

A integridade da estrutura e função da barreira intestinal está relacionada à 

composição da microbiota intestinal. A microbiota intestinal compreende uma grande 

diversidade de bactérias simbióticas, enquanto a barreira intestinal conta com proteínas 

juncionais que tornam esse epitélio menos permeável a patógenos e toxinas. Desta forma, 

ambos os mecanismos previnem o desequilíbrio metabólico e contribuem para a manutenção 

da homeostase intestinal (12). 

A disbiose causada pelo consumo crônico de gorduras é geralmente caracterizada 

por um aumento de Firmicutes em relação a Bacteroidetes, como demonstrado pelo grupo 

HF. Esses dois filos constituem mais de 90% da categoria filogenética atualmente conhecida 

e caracterizada no intestino de modelos experimentais (63). Por outro lado, todos os grupos 

tratados apresentaram redução no percentual quantitativo de Firmicutes, principalmente os 

grupos tratados com o inibidor da DPP-4 e a terapia combinada. 

O resgate da disbiose intestinal nos grupos tratados resultou em melhorias 

marcantes na expressão dos genes das proteínas das junções oclusivas. A dieta HF também 

prejudica os componentes juncionais presentes no epitélio intestinal, tornando-o mais 

permeável e consequentemente mais suscetível à translocação de microrganismos e toxinas 

para a circulação sistêmica. O aumento da permeabilidade intestinal é conhecido como 

intestino permeável, do inglês “leaky gut” (12, 146). 

O intestino permeável foi resgatado através do aumento da expressão dos genes das 

junções oclusivas em todos os grupos tratados. Camundongos knockout para MUCINA2 

exibem alterações nas proteínas estruturais das junções oclusivas, além de dano mitocondrial 

e inflamação, o que concorda com um intestino permeável (147). Os tratamentos 

aumentaram significativamente o gene Mucina2, que é o principal gene de células 

caliciformes responsável pela secreção de mucina, além da expressão dos genes das junções 
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oclusivas Ocludina e Zo-1 (148). O PPAR-alfa foi recentemente descrito como essencial 

para a formação de gotículas lipídicas e expansão de criptas no intestino durante a ingestão 

crônica de dieta HF (149). 

 A sitagliptina, inibidor da DPP-4, exerceu efeitos protetores na barreira intestinal 

(expressão elevada de Ocludina e Zo-1) pela indução de GLP-2 na colite experimental 

(150). No presente estudo, a combinação dessas drogas resultou na maior expressão 

intestinal de Mucina2 e Ocludina, indicando que a função adequada das células caliciformes 

e junções oclusivas bem preservadas podem estar subjacentes aos mecanismos envolvidos 

nos resultados benéficos obtidos no grupo HFC. 

A ingestão de dieta hiperlipídica também prejudica o epitélio que reveste a mucosa 

intestinal. As células caliciformes encontradas nas vilosidades e criptas intestinais são 

produtoras de mucinas que desempenham um papel crucial na proteção e lubrificação da 

mucosa intestinal. O número de células caliciformes reflete indiretamente a capacidade de 

secretar muco (12). Aqui, a dieta HF causou um número reduzido de células caliciformes 

por área da cripta intestinal, enquanto todos os tratamentos reverteram essa alteração com a 

normalização da densidade numérica de células caliciformes e expressão do gene Mucina2. 

Assim, os tratamentos apoiaram a integridade da barreira intestinal e reduziram a 

translocação de endotoxinas, como LPS, na circulação sistêmica, resgatando os 

camundongos de uma condição chamada endotoxemia metabólica (18). 

A alta translocação de endotoxinas derivadas da microbiota intestinal induz a 

ativação do TLR4. O LPS é o padrão molecular associado ao patógeno (PAMP) mais 

comum e sua ligação ao TLR4 é catalisada pela proteína de ligação ao lipopolissacarídeo 

(LBP), que é expressa principalmente no fígado e no tecido adiposo (18). 

O LPS resulta da destruição da parede celular bacteriana. Um aumento de LPS na 

circulação sistêmica desencadeia a liberação de citocinas pró-inflamatórias e uma 

amplificação inadequada da resposta imune, causando dano tecidual (63). Mostramos que a 

expressão hepática dos genes Lbp e Tlr4 aumentou no grupo HF, induzindo a translocação 

de citocinas associadas à inflamação e alterando o metabolismo lipídico hepático, 

reconfigurando esse metabolismo para se tornar um potente indutor de fígado gorduroso e 

contribuindo para a patogênese da DHGNA. 

Em contraste, os tratamentos normalizaram a expressão de Lbp e Tlr4, com ambos 

emergindo como alvos para o tratamento de DHGNA. O inibidor da DPP-4 alogliptina 

suprimiu o TLR4 via ativação ERK, resultando em diminuição de metaloproteinases de 

matriz e citocinas pró-inflamatórias em histiócitos U937 (151). A sitagliptina demonstrou 



103 

 

anteriormente atenuar a DHGNA ao suprimir a inflamação e a resistência à insulina devido à 

regulação negativa da via TLR4/NF-kB em ratos diabéticos (150). A ativação de PPAR-alfa 

por WY-14643 mitigou a esteatose hepática em camundongos alimentados com dieta rica 

em frutose, reduzindo as concentrações de LPS, melhorando a ultraestrutura da barreira 

intestinal, regulando positivamente a beta-oxidação hepática e suprimindo a lipogênese em 

camundongos (144). 

Um estudo recente mostrou que o bloqueio sistêmico da LBP ou diminuição dos 

níveis da LBP no fígado normalizou a homeostase da glicose, principalmente pela redução 

dos níveis de glicemia de jejum, sem alterar a adiposidade ou a esteatose hepática (152). 

Neste estudo, o grupo tratado com o agonista do PPAR-alfa em monoterapia não apresentou 

concentrações reduzidas de LPS. No entanto, o tratamento reduziu a expressão hepática de 

Lbp, produzindo efeitos anti-inflamatórios e antiesteatóticos semelhantes aos dos outros 

tratamentos. 

Nesse contexto, os macrófagos desempenham papéis nas doenças inflamatórias 

agudas e crônicas do fígado. Os macrófagos possuem receptores, como CD163 e CD206, 

que participam da fagocitose de substâncias nocivas. Devido à sua alta afinidade por 

macrófagos, CD206 é um potencial biomarcador de ativação de macrófagos hepáticos 

(células de Kupffer), o que indica inflamação e fibrose em doenças crônicas do fígado (153).  

Em resposta ao LPS e outros estímulos, o perfil metabólico de macrófagos e células 

dendríticas estimula a via glicolítica, resultando no acúmulo metabólico de citrato e 

succinato, que, por sua vez, regulam a expressão gênica de citocinas como a interleucina 10 

(IL-10) (154). Evidências recentes mostram que a IL-10 pode desempenhar um papel duplo 

em alguns contextos, estimulando a resposta imune em vez de suprimi-la. No entanto, a 

citocina IL-10 surgiu como um mediador anti-inflamatório determinando a proteção de seu 

hospedeiro em resposta a patógenos (155). 

Nossos resultados mostraram que macrófagos Cd206 positivos foram ativados no 

grupo HF, reforçando a ideia de que o consumo crônico desse tipo de dieta ativa vias 

inflamatórias que contribuem para o desenvolvimento da doença hepática. Em contrapartida, 

os grupos tratados com o ativador de PPAR-alfa e inibidor da DPP-4 apresentaram 

expressão reduzida de Cd206, conferindo efeito protetor contra a ativação de vias 

inflamatórias. Evidências recentes mostraram que fígados altamente fibrosos tinham uma 

maior densidade de macrófagos Cd206 (153).  

A expressão do gene IL-10 foi reduzida no grupo HF. No entanto, apenas o 

tratamento combinado aumentou a expressão de IL-10, implicando que os tratamentos 
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isolados podem ter agido por outra via anti-inflamatória. A superexpressão de IL-13 em 

camundongos alimentados com dieta HF é uma via relacionada ao fígado esteatótico e ao 

aparecimento de RI. O tratamento combinado e a ativação do PPAR-alfa (em monoterapia) 

reduziram marcadamente a expressão hepática de IL-13, a qual está relacionada à redução da 

ativação de macrófagos e reestabelecimento da homeostase glicêmica para aliviar o fígado 

esteatótico (153). 

Com relação aos inflamassomas, o NLRP3 está presente principalmente em células 

imunes e inflamatórias, como macrófagos, monócitos, células dendríticas e neutrófilos, após 

ativação por estímulos inflamatórios. O NLRP3 é ativado por vários PAMPs, como 

hiperglicemia, ácidos graxos, toxinas bacterianas e ácidos nucleicos bacterianos e virais. 

Estudos em macrófagos e modelos animais mostraram que lipoproteínas de baixa densidade 

oxidadas e cristais de colesterol desencadeiam a ativação do NLRP3. Em macrófagos e em 

modelos animais de DM2, a glicose e os ácidos graxos livres desencadeiam a ativação do 

inflamassoma, prejudicando o metabolismo da glicose e favorecendo a resistência à insulina 

(155). Assim, o NLRP3 pode contribuir para o aparecimento e progressão de diversas 

doenças relacionadas à síndrome metabólica. 

Neste estudo, mostramos que o tratamento com agonista do PPAR-alfa e inibidor 

da DPP-4 produziu um potente efeito anti-inflamatório no fígado, pois demonstraram 

redução da expressão gênica de Nlrp3 e Cd206. O bloqueio de NLRP3 melhorou a DHGNA 

e atenuou a fibrose hepática em dois modelos de esteatohepatite (156), destacando os 

tratamentos propostos como ferramentas viáveis para controlar o fígado gorduroso. Dois 

inibidores de DPP-4 foram mostrados anteriormente capazes de suprimir o NLRP3 em 

macrófagos humanos, regulando negativamente a via TLR4-IL-1beta (157).  

A sitagliptina aliviou a lesão hepática causada pela tioacetamida em camundongos, 

diminuindo o NLRP3 e exercendo efeitos antiapoptóticos (158). Em relação à ativação do 

PPAR-alfa, a oleiletanolamida protegeu contra a lesão hepática induzida por LPS em 

camundongos, suprimindo o NLRP3 (159). No entanto, o presente estudo é o primeiro a 

relatar os efeitos de ambas as drogas e sua combinação no eixo entero-hepáticoem 

camundongos alimentados com dieta HF. A Figura 33 resume nossas principais descobertas. 

Algumas limitações do presente estudo incluem a ausência de avaliações de 

camundongas fêmeas para determinar possível dimorfismo sexual, a falta de medidas de 

concentração de glicose plasmática e a incapacidade de determinar as concentrações 

plasmáticas de LBP, embora sua expressão gênica tenha sido avaliada. Pesquisas futuras 
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também devem incluir a avaliação de gêneros e famílias no filo Proteobacteria, pois parece 

estar envolvido na evolução prejudicial da DHGNA. 

 

 

Figura 33 – Representação esquemática dos principais efeitos do tratamento com o agonista 

PPAR-alfa e do inibidor da DPP4 sobre o eixo entero-hepático 

 

 

Legenda: O esquema mostra que a associação do agonista PPAR-alfa com o inibidor da DPP-4 foi eficaz para 

restaurar o epitélio intestinal danificado e contornar a disbiose intestinal decorrentes do consumo 

crônico de dieta hiperlipídica. Os tratamentos restauraram a permeabilidade intestinal, contribuindo 

para bloquear a migração de endotoxinas, o que minimizou a inflamação e a esteatose no tecido 

hepático.  

Fonte: A autora, 2022. Elaborado com o biorender (www.biorender.com) 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

O presente trabalho mostrou que os camundongos alimentados com dietas HFRU ou 

HF apresentaram comprometimento da barreira intestinal e alteração na diversidade 

filogenética da microbiota intestinal, o que tem sido associado a doenças metabólicas. Como 

consequência, a disbiose intestinal contribuiu para o influxo de LPS no fígado causando 

endotoxemia. O eixo entero-hepático prejudicado favorece o dano hepático, tornando o 

fígado mais suscetível à DHGNA por meio de sinais pró-inflamatórios (regulação positiva 

de TLR4).  

Ainda não é claro se as desordens da função da barreira intestinal associadas às 

alterações na diversidade filogenética da microbiota intestinal   representam um fator 

etiológico primário na predisposição do desenvolvimento da DHGNA. No entanto, 

evidências experimentais identificaram que patógenos bacterianos comprometem o eixo 

entero-hepático. 

O tratamento com o agonista PPAR-alfa e o inibidor de DPP-4 isolados ou em 

associação, modularam a microbiota intestinal e resgataram a expressão de genes associados 

à integridade da barreira intestinal e a densidade numérica de células caliciformes, 

mitigando a endotoxemia e a esteatose hepática por meio de sinalização anti-inflamatória. 

Diante dos efeitos benéficos dos tratamentos encontrados, ambos se tornaram possíveis 

estratégias terapêuticas para o espectro de doenças da DHGNA. 
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APÊNDICE  – Representação esquemática da anatomia do intestino do camundongo 
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ANEXO  – Aprovação do COMITÊ DE ÉTICA 
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