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RESUMO 

 

Introdução: A microbiota intestinal pode estar relacionada com a patogênese e 
progressão da obesidade, por meio da sua influência sobre processos metabólicos 
do hospedeiro, dentre eles o gasto energético. Este tem como um de seus 
componentes a termogênese adaptativa no tecido adiposo (TA) termogênico. Os 

principais estímulos à termogênese adaptativa são a sinalização 3-adrenérgica e o 
hormônio tireoidiano (HT). Objetivo: Avaliar o efeito da modulação da microbiota 
intestinal sobre o efeito da sinalização β3-adrenérgica ou pelo HT no TA. Métodos: 
Camundongos machos C57BL/6 foram alimentados com dieta normolipídica ou 
hiperlipídica e divididos aleatoriamente em seis grupos contento cinco animais cada: 

controle, antibióticos (ATB), agonista 3-adrenérgico (CL316,243), triiodotironina 
(T3), antibióticos + CL316,243 e antibióticos + T3. Os animais foram tratados com 
ATB na água de beber (vancomicina 0,5 g/L e ciprofloxacina 0,2 g/L por 5 semanas), 
CL316,243 por via intraperitoneal (1 mg/kg/dia, 5 dias) e T3 por via intraperitoneal 

(10 g/dia, 3 dias). Foram avaliados ganho de peso corporal, ingestão hídrica, 
ingestão de energia, eficiência calórica, massa dos depósitos de TA e do fígado, 
expressão de genes relacionados à termogênese e à ação do HT no TA, 
concentração sérica de TSH e atividade da desiodinase tipo 2 (DIO2) no tecido 
adiposo branco (TAB) subcutâneo axilar. Resultados: No cenário de dieta 
normolipídica, o CL316,243 reduziu a massa do TAB visceral e, na presença de 
ATB, reduziu a massa do TAB subcutâneo. O T3 reduziu a massa do TAB epididimal 
e, na presença de ATB, aumentou a massa do TA marrom (TAM). O CL316,243 ou 
T3 aumentaram a expressão de Ucp1 no TAB e, na presença de ATB, houve 
acentuação da indução de Ucp1 em resposta ao CL316,243. A modulação da 
microbiota reduziu a atividade da DIO2 e não modificou a concentração sérica de 
TSH. No cenário de dieta hiperlipídica, o uso CL316,243 e o T3, isoladamente e com 
ATB, não modificaram a massa de TAB. O T3 aumentou a massa do TAM. O 
CL316,243 e T3, isoladamente, aumentaram a expressão de Ucp1 no TAB; o co-
tratamento com ATB acentuou a indução de Ucp1 pelo CL316,243 e diminuiu a 
indução deste transcrito pelo T3. No TAB inguinal, o uso de ATB acentuou a indução 
de Ppargc1a e Dio2 pelo CL316,243 e pelo T3. No TAB epididimal, o tratamento 
com ATB diminuiu a indução de Prmd16 pelo T3. A modulação da microbiota 
resultou em tendência de redução da atividade da DIO2 e não modificou a 
concentração sérica de TSH. Conclusão: Em condições basais, a microbiota 
intestinal não apresenta efeito significativo sobre a transcrição do gene que codifica 
a UCP-1 no TAB e no TAM, porém pode reduzir a ação do HT por diminuir sua 
ativação intracelular no TAB. Além disso, a resposta do TAB aos estímulos 
termogênicos clássicos parece ser influenciada de forma distinta pela microbiota 
intestinal. 
 
Palavras-chave: microbiota intestinal; termogênese; tecido adiposo.  

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Background: Gut microbiota composition is associated with the pathogenesis and 
progression of obesity, possibly due to its major role in regulating components of the 
host’s metabolic homeostasis, such energy expenditure. The latter comprises 
adaptive thermogenesis in adipose tissue (AT), which is classically stimulated by β3-
adrenergic signaling and thyroid hormone (TH). Objective: To evaluate the effect of 
gut microbiota modulation on the action of β3-adrenergic signaling and TH on AT. 
Methods: Male C57BL/6 mice were fed a control or high fat diet and randomly 
assigned into six groups containing five animals each: control, antibiotics (ATB), β3-
adrenergic agonist (CL316,243), triiodothyronine (T3), antibiotics + CL316,243 and 
antibiotics + T3. The animals were treated with ATB in drinking water (vancomycin 
0.5 g/L and ciprofloxacin 0.2 g/L for 5 weeks), CL316,243 intraperitoneally (1 
mg/kg/day, 5 days) and T3 intraperitoneally (10 μg/day, 3 days). Body weight gain, 
water intake, energy intake, caloric efficiency, AT and liver mass, expression of 
genes related to thermogenesis and to the action of TH in TA, serum TSH 
concentration and type 2 deiodinase (DIO2) activity in axillary subcutaneous white 
adipose tissue (WAT) were evaluated. Results: In the control diet scenario, 
CL316,243 reduced visceral WAT mass and, in the presence of ATB, reduced the 
mass of subcutaneous WAT. T3 reduced visceral (epididymal) WAT mass and, in the 
presence of ATB, increased brown AT (BAT) mass. Treatment with CL316,243 or T3 
increased Ucp1 expression in WAT and, in the presence of ATB, there was an 
enhancement of Ucp1 induction in response to CL316,243. Modulation of gut 
microbiota reduced the activity of DIO2 in WAT and did not modify the serum TSH 
concentration. In the high fat diet scenario, CL316,243 and T3, alone or with ATB, did 
not modify the WAT mass, and T3 increased BAT mass. Both treatment with 
CL316,243 or T3 alone increased Ucp1 expression in WAT; co-treatment with ATB 
enhanced the induction of Ucp1 by CL316,243 and decreased the induction of this 
transcript by T3. In inguinal WAT, ATB treatment enhanced the induction of 
Ppargc1a and Dio2 by CL316,243 and T3. In epididymal WAT, treatment with ATB 
decreased the induction of Prmd16 by T3. Modulation of gut microbiota resulted in a 
trend towards reduction of DIO2 activity in WAT and did not modify the serum TSH 
concentration. Conclusion: Under basal conditions, the gut microbiota has no 
significant effect on the transcription of the gene encoding UCP-1 in TAB and TAM, 
but may reduce TH action in WAT by decreasing its intracellular activation. Moreover, 
WAT response to classical thermogenic stimuli seems to be influenced differently by 
the gut microbiota. 
 
Keywords: gut microbiota; thermogenesis; adipose tissue.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

A obesidade é uma doença crônica, caracterizada pelo acúmulo excessivo de 

tecido adiposo, acarretando prejuízos à saúde e favorecendo o surgimento de outras 

doenças crônicas (1). De acordo com o Ministério da Saúde, a obesidade pode ser 

compreendida como um agravo de caráter multifatorial, pois suas causas estão 

relacionadas a questões biológicas, históricas, ecológicas, econômicas, sociais, 

culturais e políticas (2). 

Além dos fatores comumente envolvidos nas disfunções metabólicas 

presentes no indivíduo obeso, a microbiota intestinal pode estar relacionada com a 

patogênese e a progressão da obesidade. Dados de estudos em modelos animais e 

humanos indicam que a microbiota de indivíduos obesos apresenta, em comparação 

com os indivíduos eutróficos, diminuição da proporção entre os filos Bacteroidetes e 

Firmicutes (3, 4). Os mecanismos implicados na relação entre as alterações da 

microbiota intestinal não são completamente compreendidos, mas parecem envolver 

a capacidade de a microbiota intestinal influenciar a regulação do metabolismo 

energético e o armazenamento de gordura (5, 6). Este processo é decorrente de 

diversos mecanismos, dentre eles: a absorção de energia a partir da dieta, a 

regulação do armazenamento de gordura, lipogênese e oxidação de ácidos graxos, 

modulação de hormônios peptídicos gastrointestinais e indução da endotoxemia 

metabólica (7, 8).  

Entre os processos metabólicos influenciados pela microbiota intestinal, 

destaca-se o gasto energético. Um de seus componentes é a termogênese não 

relacionada a tremores, ou termogênese adaptativa, resultante da atividade do 

tecido adiposo termogênico, constituído pelo tecido adiposo marrom e o adipócito 

bege. O aumento da quantidade e/ou atividade do tecido adiposo termogênico pode 

levar ao aumento do gasto energético, que pode ser favorável na prevenção e 

tratamento da obesidade (9). 

Estudos recentes exploraram a associação entre a microbiota intestinal e os 

adipócitos termogênicos. Suarez-Zamorano e cols (10), em 2015, mostraram que a 

depleção da microbiota intestinal de camundongos resultou em aumento do 

recrutamento de adipócitos beges, sugerindo que componentes da microbiota 

possam apresentar influência negativa sobre este tipo celular. Chevalier e cols (11), 

por sua vez, mostraram que a exposição ao frio, um reconhecido estímulo para a 
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ativação do tecido adiposo termogênico, modifica a composição da microbiota 

intestinal, e que esta mudança está diretamente implicada no recrutamento de 

adipócitos beges.  

A relação entre os diversos fatores que recrutam os adipócitos termogênicos 

e a microbiota intestinal, no entanto, ainda não foi explorada. Entre estes fatores, 

destacam-se os fatores tradicionalmente envolvidos na resposta ao frio, como a 

ação do hormônio tireoidiano e a sinalização pelas catecolaminas, e fatores 

identificados mais recentemente, como peptídeos natriuréticos, fator de crescimento 

de fibroblastos 21, catecolaminas, hormônios orexígenos, hormônio que mimetiza os 

efeitos do exercício, proteína morfogenética óssea e fator de crescimento endotelial 

vascular (12). Considerando-se estes aspectos, a hipótese deste estudo foi de que a 

modulação da microbiota intestinal a partir da administração de antibióticos promove 

recrutamento do adipócito bege em resposta à sinalização beta 3-adrenérgica e ao 

hormônio tireoidiano.  

  



18 
 

2. REVISÃO DE LITERATURA  

 

2.1 OBESIDADE E TECIDO ADIPOSO TERMOGÊNICO 

 

A obesidade é definida como uma doença crônica de natureza multifatorial, 

envolvendo fatores ambientais, nutricionais e genéticos, acarretando grandes 

prejuízos à saúde (13). Segundo a Organização Mundial da Saúde (World Health 

Organization, WHO) (1) a obesidade é caracterizada pelo acúmulo excessivo de 

gordura corporal e representa um problema de abrangência mundial, sendo um dos 

maiores problemas de saúde pública no mundo.  

No Brasil, a última Pesquisa de Orçamentos Familiares (2008-2009) mostrou 

aumento do peso da população em todas as regiões do país. Neste período, 49% da 

população brasileira adulta apresentavam excesso de peso e a obesidade esteve 

presente em 14,8% dos indivíduos. Ainda de acordo com esta pesquisa, a 

prevalência de obesidade na Região Centro-Oeste do país foi de 13,3% para os 

homens e 16,3% para as mulheres (14). Corroborando com estes achados, dados 

do último Estudo de Vigilância de Fatores de Risco e Proteção para Doenças 

Crônicas por Inquérito Telefônico (2016), revelaram o aumento da obesidade no 

Brasil. Segundo o levantamento, uma em cada cinco pessoas no Brasil está acima 

do peso e a prevalência da obesidade cresceu 60% em dez anos, passando de 

11,8%, em 2006, para 18,9%, em 2016, e é semelhante entre os sexos (15). 

No mundo, mais de 1,9 bilhão de adultos maiores de 18 anos tinham excesso 

de peso em 2016. Destes, mais de 650 milhões eram obesos. No geral, cerca de 

13% da população adulta mundial (11% dos homens e 15% das mulheres) era 

obesa em 2016. A projeção é que, em 2025, cerca de 2,3 bilhões de adultos estejam 

com sobrepeso, e mais de 700 milhões, obesos. O número de crianças com 

sobrepeso e obesidade no mundo poderá chegar a 75 milhões, caso nada seja feito 

(16). 

Além de caracterizar-se como doença epidêmica, a obesidade representa 

fator de risco para diabetes mellitus tipo 2, dislipidemia, doenças cardiovasculares, 

cânceres e outras doenças (17). Adicionalmente, destaca-se que a causa 

fundamental da obesidade é o desequilíbrio crônico entre a ingestão de energia e o 

gasto energético, levando ao armazenamento do excesso de energia no tecido 

adiposo. Diante disso, os esforços para compreender a biologia do tecido adiposo, 
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de forma a produzir alvos terapêuticos, têm sido intensificados. O tecido adiposo é 

classificado em dois tipos: tecido adiposo branco (TAB) e tecido adiposo marrom 

(TAM) (18).  

O TAB é o principal local de armazenamento de energia, na forma de 

triglicerídeos, em uma única gotícula de lipídeo grande, que ocupa a maior parte do 

volume do adipócito branco, de forma que seu núcleo fica localizado 

perifericamente. Além disso, estas células possuem poucas mitocôndrias. O TAB é 

considerado importante órgão endócrino, por desempenhar papel crucial no 

armazenamento de energia, na sensibilidade à insulina e na regulação do apetite e 

saciedade (19, 20). 

Em contraste, o TAM é especializado em dissipar energia. Os adipócitos 

marrons são células multiloculares, contendo muitas gotículas pequenas de lipídeos 

e um número relativo grande de mitocôndrias, sendo caracterizado como adipócito 

termogênico. Esses adipócitos expressam o SLC25A7, gene que codifica a UCP-1 

(proteína desacopladora mitocondrial 1). Incorporada na membrana mitocondrial 

interna, a UCP-1 atua como um canal de prótons no espaço intermembranário da 

matriz mitocondrial. A ativação da UCP-1 resulta na dissipação da energia gerada 

para a cadeia transportadora de elétrons, na forma de calor (18, 21). 

Em camundongos, os grandes depósitos do TAM incluem o interescapular, 

axilar e cervical. O sistema nervoso simpático é intimamente envolvido na regulação 

tanto do crescimento como na função termogênica do TAM. O adipócito marrom é 

inervado pelas fibras simpáticas que, em resposta à exposição ao frio, liberam 

norepinefrina para ativar de forma aguda a termogênese. A norepinefrina também 

desencadeia uma cascata de sinalização por meio da P38 MAPK (cinase 1 e 2 que 

regulam sinais ERK 1/2) e PGC-1α (coativador 1 alfa do receptor gama ativado por 

proliferadores peroxissomais, PPARγ) para aumentar a transcrição de genes que 

codificam proteínas relacionadas à termogênese e isso permite que o processo 

persista durante longo prazo de exposição ao frio. Além disso, a exposição ao frio 

estimula a expansão do TAM por ativação da proliferação e diferenciação de células 

precursoras do adipócito marrom. Outra característica notável do TAM é o leito 

capilar denso que fornece aos adipócitos substratos e oxigênio para oxidação e 

permite, assim, a distribuição eficiente de calor para o resto do corpo (21). 

Além do adipócito marrom, outro tipo de adipócito com fenótipo termogênico 

foi identificado no tecido adiposo branco há muito tempo, mas apenas recentemente 
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este achado vem sendo mais valorizado e ficou caracterizado que se trata de um 

adipócito distinto, inclusive com origem embrionária diferente do adipócito marrom 

(22). Este adipócito, denominado de adipócito bege, e caracterizado como 

termogênico pela alta expressão da UCP1, é considerado um adipócito recrutável, 

essencial para termogênese e que, também, confere proteção contra obesidade e 

doença metabólicas (23, 24). O adipócito bege tem características semelhantes ao 

marrom, como quantidade aumentada de mitocôndria, gotículas de lipídeos 

multiloculares e expressão da UCP1 (Figura 1), e classicamente aparece no TAB em 

resposta ao frio ou à estimulação β3-adrenérgica (25).  

Figura 1 - Morfologia dos três tipos diferentes dos adipócitos.  
Legenda: (A) adipócito branco; (B) adipócito bege; (C) adipócito marrom. Escala de barra 50 µm. 
Fonte: Adaptada de Keipert e Jastroch (25)  

 
 

Os conhecimentos que se têm hoje a respeito da origem desses dois tipos 

celulares termogênicos são que os adipócitos marrons se originam de células 

precursoras do mesoderma paraxial, que expressam o marcador Myf5 (fator 

miogênico 5), que podem dar origem tanto ao adipócito marrom quanto ao músculo 

esquelético. O direcionamento ao adipócito marrom resultado da atividade da 

proteína PRDM16 (proteína dedo de zinco conhecida como domínio PR16). Os 

adipócitos brancos e bege, por sua vez, originam-se de células precursoras do 

mesoderma lateral que não expressam o marcador Myf5 e que costumam ocupar o 

estroma vascular do tecido adiposo, representando assim um pool contínuo de 

células para se diferenciarem em adipócitos bege ou brancos. Há evidências de que 

estes precursores já tenham comprometimento com a diferenciação em branco ou 

em bege, e como o adipócito bege aparece em algumas situações ele é considerado 

um tipo de adipócito recrutável e plástico, que pode assumir um fenótipo semelhante 

ao do adipócito branco, em situações em que não é recrutado, e fenótipo 

semelhante ao marrom, em situações em que é recrutado (26). 



21 
 

A caracterização do tecido adiposo termogênico no humano adulto 

aparentemente começou na tentativa de se reduzir o seu efeito de produzir artefato, 

a partir de um estudo relacionado à área de radiologia (27) que tinha a intenção de 

minimizar a captação do radiofármaco 18F-desoxifluoroglicose (18F-DFG) nos 

exames de avalição de tumores por este tecido (tomografia computadorizada por 

emissão de pósitrons, PET-TC). Assim, a captação do radiofármaco pelo tecido 

adiposo termogênico representava um artefato nesses exames, desta forma a ideia 

dos autores era investigar formas diminuir a atividade deste tecido. Diante disso, ao 

que tudo indica o tecido adiposo termogênico no humano adulto foi descrito em 2004 

e pouco depois foram observados estudos que investigaram o seu significado 

fisiológico. 

Em 2007, um grupo de pesquisadores publicou uma revisão intitulada 

"Evidência inesperada de tecido adiposo marrom ativo em humanos adultos” (28), 

enfatizando o achado inesperado da presença do tecido adiposo termogênico no 

humano adulto. Neste trabalho (28), ficou bem caracterizada, por meio de imagens 

funcionais (PET-TC) de indivíduos saudáveis em ambiente frio ou quente, que havia 

aumento da captação de 18F-DFG em resposta à exposição ao frio, sobretudo na 

região cervical. Este aumento, contudo, era suprimido pelo uso do propranolol, um 

bloqueador beta-adrenérgico, o que diferenciava o tecido de tecido tumoral.  

Somente a partir de 2009 começaram a aparecer os primeiros indícios da 

importância fisiológica deste tecido para o adulto, a partir da publicação dos dados 

de três estudos, em um mesmo número de um importante periódico. O primeiro 

trabalho (29) avaliou dados retrospectivo de 3640 pacientes que tiveram imagem de 

PET-TC maiores que 4mm, com densidade de tecido adiposo e captação do 

radiofármaco (18F-FDG) de até 2g/mL, para evitar a inclusão de imagens com 

características tumorais. Os autores observaram estes depósitos na região cervical 

anterior em 7,5% das mulheres e 3,1% dos homens, e verificaram que sua presença 

correlacionava-se negativamente com a idade, temperatura do ambiente, uso de 

bloqueadores beta-adrenérgicos e o índice de massa corporal (IMC). Os depósitos 

foram caracterizados como termogênicos (na ocasião, descritos como TAM) pela 

expressão da UCP1.  

O outro trabalho (30) foi um ensaio clínico em que 24 indivíduos saudáveis 

foram expostos a termoneutralidade (220C) ou ao frio (160C) e logo em seguida 

submetidos ao PET-TC. Os pesquisadores observaram que os indivíduos, na 



22 
 

situação de frio, apresentaram uma área de intensa atividade metabólica que não foi 

observada na situação de termoneutralidade. Além disso, a quantidade de captação 

apresentou correlação negativa com o percentual de gordura e IMC, mas positiva 

com a taxa metabólica basal, sugerindo, assim, associação com a saúde metabólica. 

O terceiro estudo (31) foi conduzido em 5 homens saudáveis que foram 

submetidos ao PET-TC em temperatura ambiente ou no frio; a exposição ao frio 

consistiu na permanência, durante 2 horas, em ambiente com temperatura de 17 a 

190C, seguida da imersão de um pé em água gelada, na temperatura de 5 a 90C, 

durante a realização do PET-TC. Os autores observaram que os indivíduos em 

situação de frio apresentaram área de intensa atividade metabólica e com densidade 

de tecido adiposo, sugerindo a presença de tecido adiposo termogênico. O mesmo 

não foi observado em temperatura ambiente. A identidade do tecido como adiposo 

termogênico foi caracterizada pela expressão de transcritos e proteínas codificadas 

por genes marcadores da termogênese, incluindo UCP1, DIO2 (que codifica a 

desiodinase tipo 2), PGC1, PRDM16 e ADR3 (que codifica o receptor beta-

adrenérgico tipo 3). 

Subsequentemente, um estudo em roedores adultos identificou o adipócito 

termogênico presente no TAB como um tipo celular distinto daquele presente no 

TAM, e o primeiro tipo celular ficou caracterizado como adipócito bege. Neste 

estudo, Wu et al (23) observaram que depósitos subcutâneos de TAB de 

camundongos 129SVE têm maior propensão para a expressão de UCP-1 e outros 

genes relacionados à termogênese, em comparação com os depósitos viscerais do 

TAB, sugerindo que adipócitos bege são recrutados preferencialmente neste 

depósito, nesta linhagem de camundongos. Além disso, este estudo mostrou que os 

adipócitos bege têm características de ambas as células adiposas, marrom e 

branca. No estado basal, adipócitos brancos e bege apresentam baixa expressão de 

genes termogênicos (Ucp1, Cox7a1 e Cidea), quando comparados como os 

adipócitos marrons. Entretanto, após estimulação por AMPc (adenosina monofosfato 

cíclico), a expressão de UCP1 no adipócito bege atinge concentrações absolutas 

semelhantes às observadas no TAM. Esses dados sugeriram que o adipócito 

marrom expressa quantidades relativamente elevadas de UCP1 mesmo sob 

condições não estimuladas e que a capacidade dos adipócitos bege de expressar a 

UCP1 é dependente de algum fator indutor. 
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Neste mesmo estudo (23), o adipócito termogênico no TAB, denominado 

adipócito bege, ficou caracterizado como tipo celular único pela elevada expressão 

de um conjunto específico de genes, incluindo Klhl13, Cd40, Ear2, Tmem26, Cd137, 

Tbx1 e Slc27a1 e baixa expressão de genes característicos do adipócito marrom, 

como Eva1, Fbxo31, Pdk4, Acot2, Hspb7, Slc29a1 e Oplah. Adicionalmente, os 

pesquisadores observaram que os genes Cd137, Tmem26 e Tbx1 foram expressos 

também em depósitos de tecido adiposo termogênico em humanos adultos, em 

comparação com depósitos de TAB clássico, e que os genes característicos do TAM 

em roedores não foram expressos diferencialmente no TAB clássico e termogênico 

de humanos. Estes dados, em conjunto, sugerem que o tecido adiposo termogênico 

encontrado em humanos adultos se assemelha mais ao adipócito bege de roedores 

que ao TAM clássico. 

Além disso, Sharp et al (32) estudaram camundongos C57BL/6 e observaram 

também assinatura gênica única para cada tipo de adipócito, marrom, bege ou 

branco. Os autores descreveram também que adipócitos marrons e bege expressam 

genes em comum, relacionados à sua capacidade termogênica, e que adipócitos 

brancos e bege expressam um conjunto semelhante de genes, em concordância 

com sua origem a partir do mesmo precursor (Tabela 1). Os autores investigaram a 

expressão destes conjuntos de genes, caracterizados em roedores, em células 

humanas, e identificaram o CITED1 como gene adicional seletivo do adipócito bege 

em camundongos e humanos. 

 

Tabela 1 - Genes seletivos do adipócito branco, bege e marrom  

 Genes 

Seletivos do adipócito marrom Zic1, Lhx8, Epstl1 

Seletivos do adipócito bege Fgf21, Car4 e Cited1 

Seletivo do adipócito branco Ang, Resistin, Wdnm1 e Serpina3a 

Comuns aos adipócitos marrons e bege Ucp1, Cidea, Cox8b e Ppargc1a 

Comuns aos adipócitos brancos e bege Hox9a 

Fonte: Sharp et al (32). 

 

Hoje o que se acredita é que o humano adulto apresenta um "gradiente de 

tecido adiposo" na região cervical, local onde se observa maior quantidade de tecido 

adiposo termogênico. Nas áreas mais profundas dessa região, é possível encontrar 
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adipócitos marrons genuínos, em áreas intermediárias, o adipócito bege e, naquelas 

mais superficiais, o adipócito branco. Vale ressaltar que os depósitos de tecido 

adiposo termogênico no humano adulto são constituídos em grande parte por 

adipócitos bege (33).  

Estudos, também conduzidos em modelos murinos, estabeleceram o papel 

crítico do adipócito bege para saúde metabólica. Em estudo (24) clássico, foi 

observado que o nocaute seletivo da PRDM16 no tecido adiposo em camundongos 

resultou em predisposição a obesidade e resistência insulínica induzida por dieta 

hiperlipídica. Os autores observaram que a termogênese no TAM permaneceu 

inalterada nos animais, enquanto que no TAB subcutâneo foi observada redução da 

expressão de genes relacionados à termogênese e do consumo de oxigênio, tanto 

em estado basal como na situação estimulada pelo frio ou por agonista beta3-

adrenérgico. Foi observado, ainda, aumento da expressão de genes seletivos de 

TAB visceral no TAB subcutâneo. 

Desta forma, o adipócito bege pode ser utilizado como um alvo potencial 

terapêutico para tratamento de obesidade e doenças metabólicas, tanto em 

camundongos como em humanos. Muitos genes e vias que regulam a biologia de 

adipócitos marrons e bege já foram identificados, fornecendo uma variedade de 

alvos terapêuticos promissores para doenças metabólicas (12) (Figura 2).  
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Figura 2 - Fatores que recrutam os adipócitos marrons, adipócitos bege ou ambos.  
Legenda: Fgf2121: fator de crescimento de fibroblasto 21; T4: tiroxina; T3: triiodotironina; Bmp8b: 
proteína morfogenética óssea 8b; Vegf: fator de crescimento endotelial vascular; Bmp7: proteína 
morfogenética óssea 7. Fonte: Harms e Seale (12) 

 

Considerando-se os conhecimentos a respeito da atividade do adipócito 

termogênico, acredita-se que o aumento da quantidade e/ou atividade do tecido 

adiposo termogênico, TAM ou TAB amarronzado (adipócitos bege) leva ao aumento 

do gasto energético e isto explica o efeito favorável na prevenção e tratamento da 

obesidade, pelo menos em roedores. Por este mesmo mecanismo, haveria efeito 

benéfico sobre o metabolismo da glicose e lipídeos, independentemente do efeito 

sobre o peso corporal (9) (Figura 3). Com isso, a identificação de tecido adiposo 

termogênico em humanos adultos e do seu potencial antiobesidade tem estimulado 

pesquisas que visam definir estratégias para aumentar sua quantidade e/ou 

estimular sua atividade. 
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Figura 3 - Tecido adiposo termogênico no tratamento da obesidade e desordens metabólicas 
associadas.  
O aumento da quantidade e/ou atividade do tecido adiposo termogênico conduz a aumento da 
atividade da UCP1 e, assim, a termogênese e aumento do gasto energético, que pode ter efeito 
antiobesidade. Neste processo, o tecido adiposo termogênico também aumenta a captação de ácidos 
graxos e glicose circulantes. Isso resulta na diminuição da concentração sanguínea de glicose e 
ácidos graxos, que resulta em efeitos antidiabético e antidislipidêmico. TAM: tecido adiposo marrom. 
Fonte: Adaptado por Kim e Plutzky (9). 

 

2.2 MICROBIOTA INTESTINAL E METABOLISMO ENERGÉTICO 

 

A terminologia “microbiota intestinal” refere-se aos micro-organismos que 

residem no intestino, sendo composta por espécies nativas que colonizam 

permanentemente o trato gastrointestinal e por número variável de micro-

organismos que o habitam temporariamente. A microbiota intestinal humana 

compreende 10 a 100 trilhões de micro-organismos, pertencentes principalmente 

aos gêneros bacterianos Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium, Clostridium, 

Lactobacillus, Fusobacterium e cocos gram-positivos. Além disso, estes organismos 

apresentam cerca de 3,3 milhões de genes, o que corresponde a 150 vezes o 

número de genes do genoma humano (34). 

A microbiota intestinal de adultos é dominada por dois filos, Firmicutes e 

Bacteroidetes, que compreendem cerca de 90% de todas as espécies de bactérias 

no intestino. As outras divisões principais incluem o Proteobacteria e Actinobacteria, 

e um número menor de Fusobacteria e Verrucomicrobia (35). A concentração de 

bactérias é aumentada cerca de oito vezes a partir de regiões proximais do intestino 

Quantidade do TAM   Atividade do TAM 

Ativação da UCP1  

Termogênese 

 Gasto energético 

   Captação de glicose e lipídeos no sangue  

  Oxidação e armazenamento de glicose e lipídeos 

e estocagem  

Glicose e lipídeos sanguíneo  

Sensibilidade insulínica  

Efeito antiobesidade Efeito antidiabético e antidislipidêmico 
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delgado (103 bactérias/g) até o cólon. No estômago e duodeno, o número de micro-

organismos é reduzido devido aos ácidos, bile e secreções pancreáticas; com o 

avanço para o intestino delgado, a acidez diminui em função da diluição do ácido, o 

que facilita a colonização bacteriana, que chega a 1011 unidades formadoras de 

colônia (UFC)/mL no cólon (36) (Figura 4). 

 

 

Figura 4 - Distribuição e composição das espécies de bactérias no trato gastrointestinal. 

UFC: unidade formadora de colônia. Fonte: Adaptada de Dueñas et al (36). 
 

Existem vários fatores que influenciam a composição e a função da microbiota 

intestinal, do nascimento à vida adulta. Dentre eles, está o tipo de parto, uma vez 

que são observadas diferenças na composição da microbiota intestinal de crianças 

que nasceram de parto cesáreo quando comparadas às que nasceram de parto 

vaginal (37). Há, ainda, transferência da microbiota da mãe para seus bebês por 

meio da amamentação, o que em geral apresenta resultado positivo no crescimento 

e desenvolvimento infantil; entretanto, o leite de mães obesas tem bactérias 

diferentes e menos diversas que o leite de mães eutróficas (38). 

A dieta também parece ser um dos fatores modificadores da composição da 

microbiota intestinal mais importantes. Em camundongos, a dieta hiperlipídica (60% 

de gordura) diminui o número e a diversidade bacteriana da microbiota intestinal 

quando comparada com dieta normolipídica (39, 40). Além disso, a microbiota 

intestinal apresenta capacidade de se alterar e remodelar rapidamente sua 

composição como resultado da variação da dieta. 
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Destaca-se que a dieta hiperlipídica, além de alterar a composição da 

microbiota intestinal, ela promove também aumento da absorção de 

lipopolissacarídeo (LPS). Estudo realizado por Cani et al (41) mostrou que 

camundongos alimentados com dieta hiperlipídica tinham aumento nas 

concentrações de plasmática de LPS, devido ao aumento da permeabilidade 

intestinal a esta molécula. A absorção de LPS, por sua vez, pode estimular a 

secreção de proteínas pró-inflamatórios, resultando em inflamação sistêmica de 

baixo grau, de forma que a microbiota intestinal parece ter papel ativo na promoção 

e/ou inibição da inflamação (42).  

Adicionalmente, os antibióticos também afetam a microbiota intestinal, e a 

alteração da composição da microbiota intestinal depende da classe do antibiótico, 

dose e período de exposição, existindo também diferenças relacionadas à sua ação 

farmacológica ou bactérias alvo (43). Em estudo realizado com homens obesos (44), 

foi observado que a administração de 500 mg de vancomicina por 7 dias reduziu a 

concentração das bactérias gram-positivas, principalmente as bactérias 

pertencentes ao filo Firmicutes. Houve, ainda, aumento compensatório das bactérias 

gram-negativas pertencentes ao filo Proteobacteria. Em outro estudo, envolvendo 

sujeitos internados em uma Unidade Terapia Intensiva, observou-se que o 

tratamento com ciprofloxacina, na dose de 500 mg duas vezes por dia, reduziu as 

concentrações de bactérias pertencentes aos filos Firmicutes e Actinobacteria e 

aumentou a do filo Bacteroidetes (45).  

 Por fim, a composição e função da microbiota intestinal podem ser 

influenciadas por algumas disfunções metabólicas, como a obesidade, hábitos de 

higiene, estilo de vida, inflamação crônica, estresse e consumo de álcool (46). Essas 

modificações da microbiota intestinal ocasionadas por esses fatores são 

caracterizadas como disbiose intestinal. A disbiose é um estado em que a microbiota 

intestinal produz efeitos prejudiciais ao hospedeiro por mudanças qualitativas e 

quantitativas das bactérias que a compõem, mudanças nas atividades metabólicas 

que desempenha e mudanças na distribuição das bactérias ao longo do trato 

digestivo (47). 

A microbiota intestinal desempenha várias funções importantes no humano, 

tais como metabolismo de nutrientes (fermentação dos carboidratos, supressão da 

inibição da lipoproteína lipase em adipócitos, metabolismo de proteínas, síntese de 

vitamina K e de componentes das vitaminas do complexo B e degradação dos 
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polifenóis), metabolismo de xenobióticos e drogas, proteção antimicrobiana, 

imunomodulação, além de manutenção da estrutura e função do trato 

gastrointestinal (48). 

Dentre estas várias funções, destaca-se a fermentação dos carboidratos. Os 

carboidratos não digeríveis, como celulose, xilanas, amido resistente e inulina, são 

fermentados no cólon pela microbiota para produzir energia para o crescimento 

microbiano e produção de produtos finais como os ácidos graxos de cadeia curta 

(AGCC), principalmente acetato, propionato e butirato. Os AGCC são substratos de 

energia para o epitélio do colón (butirato) e tecidos periféricos (acetato e propionato). 

Os tipos e quantidades de AGCC produzidos são determinados pela quantidade de 

carboidrato que é consumido e pela composição da microbiota intestinal (49). 

Os AGCC ligam-se a receptores acoplados à proteína G (GPCR). O GPCR41, 

também denominado receptor de ácidos graxos livres 3, é ativado igualmente pelo 

propionato e butirato e é expresso no intestino, adipócitos e sistema nervoso 

periférico. Outro receptor, GPCR43, também denominado receptor de ácidos graxos 

livres 2, é mais responsivo ao propionato e acetato que ao butirato e expresso no 

intestino e tecido adiposo (50). 

Estudos anteriores mostraram a importância destes receptores de AGCC para 

a homeostase metabólica. Camundongos deficientes do receptor GPR43 são 

obesos quando alimentados com dieta normolipídica, enquanto que camundongos 

que superexpressam o GPR43 seletivamente no tecido adiposo permanecem 

magros mesmo quando alimentados com dieta hiperlipídica. Neste mesmo estudo, 

foi observado que a ativação do GPR43 pelo AGCC no tecido adiposo suprime a 

sinalização de insulina, diminui o armazenamento de lipídios no tecido adiposo e 

aumenta a oxidação de lipídios em outros tecidos, resultando em aumento do gasto 

energético (51). Em outro estudo, Samuel e colaboradores (52) mostraram que 

camundongos que não expressavam o GPR41 apresentaram menor peso corporal 

quando comparados com os camundongos que expressavam esse receptor. 

Entretanto, essa diferença de peso não foi observada quando os camundongos 

foram mantidos em condições germ-free (isentos de germes), sugerindo a 

importância microbiota intestinal na geração de AGCC e ativação do GPR41 e, 

assim, na regulação da homeostase metabólica pela sinalização por este receptor.  

Cada AGCC apresenta efeitos distintos sobre peptídeos intestinais e 

homeostase energética. Como exemplo, o acetato está relacionado com aumento da 
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liberação de leptina pelos adipócitos, enquanto que o butirato e propionato 

aumentam a secreção do peptídeo tirosina tirosina (PYY) e peptídeo semelhante ao 

glucagon 1 (GLP1) no epitélio intestinal. O butirato e acetato têm sido descritos 

como fatores protetores contra a obesidade induzida por dieta, enquanto o 

propionato é descrito como fator indutor da redução da ingestão de alimentos (51, 

53, 54). 

O papel da microbiota sobre o metabolismo energético, por meio da produção 

dos AGCC e de outros mecanismos, é definido a partir de estudos envolvendo a 

avaliação da microbiota intestinal em cenários de diferentes exposições dietéticas ou 

suplementações de prebióticos e probióticos e dos efeitos destes cenários sobre a 

homeostase metabólica. Entretanto, o modelo mais frequentemente utilizado e 

aceito para estabelecer a relação causal entre a microbiota e a homeostase 

metabólica, é o de colonização de camundongos germ-free com microbiotas de 

diferentes composições e a observação do fenótipo metabólico destes animais (55).  

Backhed et al (5) observaram que camundongos germ-free apresentavam 

cerca de 40% menos gordura corporal total quando comparados com camundongos 

com microbiota intestinal convencional (animais que possuem microbiota intestinal 

considerada não disbiótica), mesmo com a constatação de que os últimos 

camundongos ingeriram 30% menos de energia quando comparados com os 

camundongos germ-free. Adicionalmente, os pesquisadores colonizaram animais 

germ-free com a microbiota dos animais convencionais e observaram aumento de 

60% da gordura corporal, apesar da ingestão alimentar ser significativamente 

inferior. 

Cabe destacar que alguns mecanismos potencialmente influenciados pela 

microbiota intestinal já foram identificados para explicar a resistência ao ganho de 

peso caracteristicamente apresentada por animais germ-free, quando comparados 

com animais colonizados e saudáveis. Entre eles, estão o aumento da expressão da 

proteína cinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK) no epitélio do cólon, 

como também ao aumento expressão da AMPK no fígado, provavelmente 

promovendo a diminuição da lipogênese hepática de novo. Além disso, os 

camundongos germ-free exibem aumento da expressão do fator de adipócitos 

induzido por jejum (FIAF), fator que regula negativamente a adiposidade (56).  

A associação entre a composição da microbiota intestinal e o peso corporal 

em modelos de doenças também é observada por estudos diferentes abordagens de 
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investigação, entre elas a de suplementação de probióticos. Lee et al (6) observaram 

que camundongos que receberam suplementação com Lactobacillus spp. 

apresentaram redução do peso e gordura corporal, embora não tenha sido 

observada mudança do consumo alimentar. Esses dados sugeriram o importante 

papel que a microbiota intestinal desempenharia na captação de calorias da dieta e, 

assim, na determinação da eficiência calórica. 

Dados de estudos envolvendo roedores e humanos sugerem que a obesidade 

altera a natureza da microbiota intestinal. Em estudo realizado por Ley et al (57), foi 

observado que camundongos geneticamente obesos ob/ob (deleção do gene que 

codifica a leptina) tiveram redução de 50% da concentração do filo Bacteriodetes e 

aumento da concentração do filo Firmicutes. Além disso, Ley et al (3) compararam a 

microbiota intestinal de humanos obesos que foram randomizados para receber 

dietas com restrição de lipídeos ou dietas com restrição de carboidratos. Antes da 

intervenção, os indivíduos obesos tinham menor concentração de Bacteroidetes e 

maior concentração de Firmicutes, em comparação com indivíduos magros (grupo 

controle). Ao longo da intervenção, a concentração de Bacteroidetes aumentou e a 

de Firmicutes diminuiu, independentemente da intervenção, e o aumento da 

concentração de Bacteroidetes correlacionou-se com a perda de peso e não com a 

mudança do conteúdo calórico da dieta ao longo do tempo. 

Visto isso, é interessante notar que ambas as estratégias para o tratamento 

da obesidade, restrição calórica e cirurgia bariátrica, estão associadas a redução da 

razão Firmicutes/Bacteroidetes via aumento da concentração de Bacteroidetes (3, 

58). Com base nessa observação, sugere-se que a microbiota intestinal do indivíduo 

obeso é rica em espécies que expressam genes relacionados a vias metabólicas 

altamente eficientes na captação de energia e que, assim, podem promover 

armazenamento de gordura (35). 

A concentração de Bacteroidetes na microbiota intestinal tem sido associada 

positivamente com as concentrações circulantes de propionato, butirato e acetato, 

no hospedeiro. Destaca-se, ainda, que as mesmas espécies de bactérias que são 

diminuídas nos indivíduos obesos e aumentadas em resposta à perda de peso são 

também correlacionadas com mudanças nos AGCC que podem favorecer a 

diminuição de peso e a manutenção da redução do peso corporal (59). 

Outro mecanismo envolvido na relação entre a microbiota intestinal e a 

homeostase energética é a sinalização da leptina. Estudo realizado por Schele et al 
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(60) mostrou que a colonização de camundongos germ-free com a microbiota de 

camundongos convencionais atenuou significativamente a perda de peso e a 

diminuição da expressão do peptídeo relacionado ao gene agouti e neuropeptídio Y, 

após a administração da leptina, sugerindo que a colonização, em comparação com 

o cenário livre de germes, resulte em resistência à ação da leptina. Além disso, no 

estudo realizado por Everard et al (61), foi mostrado que a administração crônica de 

prebióticos a camundongos com obesidade induzida por dieta hiperlipídica modificou 

a composição da microbiota intestinal (diminuiu a concentração de Firmicutes e 

aumentou a concentração de Bacteroidetes) e aumentou a sensibilidade à leptina, o 

que corrobora com os dados prévios de que microbiota intestinal afeta a sinalização 

da leptina. 

Por outro lado, a redução da expressão de FIAF, induzida pela microbiota 

intestinal, também é um mecanismo que tem sido postulado para explicar a 

associação entre microbiota intestinal e metabolismo energético. Backhed et al (62) 

mostraram que camundongos germ-free que foram colonizados com a espécie 

Bacteroides thetaiotaomicron apresentaram aumento da gordura corporal, 

decorrente da supressão do FIAF. Neste mesmo estudo, foi observado que 

camundongos germ-free com deleção do gene que codifica o FIAF apresentaram 

maior suscetibilidade a obesidade induzida por dieta, que foi em parte atribuída a 

menor expressão do receptor alfa ativado pelo proliferador de peroxissoma, um 

receptor nuclear que regula positivamente a expressão dos genes relacionados à 

oxidação dos ácidos graxos (Figura 5). 
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Figura 5 - Microbiota intestinal e regulação da homeostase de energia. 
Ao degradar polissacarídeos não digeríveis, os micro-organismos do intestino produzem 
monossacarídeos e SCFA. Os SCFA, por sua vez, ligam-se aos receptores GPR 41/43 e estimulam a 
produção de PYY, o que inibe a motilidade intestinal e permite que as bactérias do intestino possam 
digerir mais polissacarídeos. As bactérias intestinais também regulam o metabolismo energético 
reduzindo a expressão do FIAF por células epiteliais do intestino. O FIAF suprime a degradação de 
lipoproteínas e a deposição de SCFA no tecido adiposo. A deposição de lipídeos no músculo 
esquelético e no fígado também é regulada por micro-organismos através de mudanças na atividade 
da AMPK. AMPK, proteína  ativada por adenosina monofosfato; SCFA, ácido graxos de cadeia curta; 
GPR 41/43, receptores acoplados a proteína G41/43; PYY, peptídeo tirosina tirosina; FIAF, fator de 
adipócito induzido por jejum; LPL, lipoproteína lipase; VLDL, lipoproteína de muito baixa densidade. 
Fonte: Adaptado por Krajmalnik-Brown et al (63)  

 

Os ácidos biliares que são metabolizados pela microbiota intestinal também 

desempenham um papel importante no metabolismo energético por meio da 

sinalização pelo receptor de ácido biliar (RAB). Estudo realizado por Parseus et al 

(64) demonstrou que camundongos selvagens (com microbiota intestinal) 

desenvolveram obesidade induzida por dieta, inflamação do tecido adiposo e 

esteatose hepática quando alimentados com dieta hiperlipídica, enquanto que, os 

camundongos selvagens que tinham deleção do gene RAB e os camundongos 

germ-free não desenvolveram esse fenótipo. Além disso, os pesquisadores 

observaram que a sinalização pelo RAB muda a composição da microbiota intestinal 

quando camundongos germ-free são colonizados com o conteúdo cecal de 

camundongos selvagens alimentados com dieta hiperlipídica, uma vez que 
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observaram que animais germ-free apresentaram aumento de peso maior quando 

comparado com os animais germ-free que foram colonizados com conteúdo cecal de 

camundongos que tinham deleção do gene RAB.  

 De acordo com o exposto, observam-se os diversos mecanismos, já 

identificados, que explicam a influência da microbiota intestinal sobre o metabolismo 

energético. Em humanos, há diversos estudos de associação que sugerem o papel 

da microbiota na obesidade, embora nesta espécie haja menos estudos para 

comprovar a relação causal. 

 

2.3 MICROBIOTA INTESTINAL E GASTO ENERGÉTICO 

 

Os mecanismos que controlam o peso corporal não são compreendidos por 

completo, mas o excesso de gordura corporal é provavelmente precedido e mantido 

por um desequilíbrio crônico entre a ingestão de energia e o gasto de energia, 

decorrente da complexa interação de fatores genéticos, ambientais e 

comportamentais (65). Dessa forma, a gordura corporal, o consumo alimentar, e o 

gasto energético são homeostaticamente regulados e o mau funcionamento desse 

balanço pode resultar em obesidade (66).  

Um dos componentes do gasto energético é a termogênese não relacionada a 

tremores, termogênese adaptativa, resultante da atividade do tecido adiposo 

termogênico. A manutenção da temperatura corporal durante a exposição crônica ao 

frio requer a ativação deste tecido, que, por sua vez, depende de energia 

proveniente da oxidação de substratos provenientes tanto da ingestão de alimentos, 

como da oxidação de reservas de substratos. Esta última ocorre preferencialmente 

em indivíduos obesos, enquanto a dependência de substratos provenientes da 

alimentação ocorre em indivíduos com baixo peso e eutróficos (67). 

O frio estimula o sistema nervoso simpático a induzir os mecanismos 

termogênicos por meio da ativação direta da via PKA (proteína quinase A), após 

ativação de receptores adrenérgicos em adipócitos (68). No entanto, também há 

evidências de mecanismos que atuam independentemente da sinalização 

adrenérgica, para aumentar a potencialidade do tecido adiposo termogênico, como 

por exemplo o hormônio tireoidiano (69). A estimulação do receptor 3-adrenérgico 

(ADR3), por meio da exposição ao frio ou a agentes farmacológicos, tem efeitos 
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agudos e crônicos sobre o tecido adiposo termogênico (Figura 6). Além disso, esse 

receptor é expresso abundantemente e predominantemente em adipócitos 

termogênicos (marrons e bege), o que motivou a síntese de agonistas seletivos do 

ADR3 (70). 

 

Figura 6 - Mecanismo da termogênese adaptativa induzida pelo frio.   
ADR3: receptor adregérgico 3, AMPc: Adesonisa monofosfato cíclico. UCP-1: proteína desacopladora 
1. Fonte: Adaptada por Lowell e Spiegelman (70) 

 
Estudo realizado por Susulic et al (71) demonstrou que camundongos 

tratados com CL316,243, agonista do ARD3, apresentaram aumento do gasto 

energético e redução da ingestão alimentar, entretanto esses efeitos estavam 

completamente ausentes em camundongos deficientes do ARD3. Estes dados 

sugeriram, assim, que o ARD3 desempenha um papel importante na regulação do 
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balanço energético e que a ação do agonista CL316,243 é mediada exclusivamente 

pelo ARD3. 

No estudo de Himms-Hagen et al (72), foi observado que camundongos 

alimentados com dieta hiperlipídica que receberam o CL316,243 apresentaram 

aumento da temperatura corporal, do gasto energético e redução da gordura 

corporal, entretanto a ingestão alimentar não foi modificada, mas houve uma 

prevenção do desenvolvimento da obesidade induzida pela dieta. Os autores 

também observaram que o TAM dos camundongos apresentou hipertrofia, com 

aumento da expressão da UCP-1. 

 Além da sinalização β3-adrenérgica, os hormônios tireoidianos também 

contribuem para a termogênese adaptativa no tecido adiposo termogênico. A 

sinalização pela norepinefrina aumenta o conteúdo intracelular de AMPc no 

adipócito, que rapidamente ativa a lipólise e induz ativação da desiodinase tipo 2 

(D2). A lipólise resulta em fornecimento de substratos para a produção de calor, ao 

passo que a ativação da D2 promove aumento da conversão intracelular da tiroxina 

(T4) em 3,3,5-triiodotironina (T3). O T3, por sua vez, regula diretamente a expressão 

do gene que codifica a UCP1, por meio da ativação do receptor beta de hormônio 

tireoidiano (TRβ). O TAM, especificamente, expressa altos níveis de receptores alfa 

e beta hormônio tireoidiano (TRα e TRβ) (73-75). 

 Dados de alguns estudos indicam que a ativação TRβ pode representar uma 

estratégia alternativa para aumentar a termogênese no TAM, como também 

promover o amarronzamento do TAB. Estudo realizado por Amorim et al (76) 

mostrou que ratos alimentados com dieta hiperlipídica e que receberam GC-24 

(agonista do TRβ) apresentaram aumento do gasto energético, melhora da 

sensibilidade à insulina e diminuição da concentração sérica triglicerídeos. Villicev et 

al (77), por sua vez, mostraram que o tratamento de ratas com T3 ou GC-1 (agonista 

do TRβ) não tiveram influência sobre o peso corporal, embora o tratamento com T3 

tenha aumentado a ingestão alimentar. Além disso, o consumo de oxigênio ou gasto 

energético foi significativamente e igualmente aumentado nos grupos que receberam 

T3 ou GC-1, e ambos os grupos apresentaram diminuição da massa gordurosa, 

embora a diminuição em resposta ao T3 tenha sido superior. 

 Ribeiro et al (78) investigaram camundongos com mutação do TRβ (mutante 

PV, caracterizado por redução da afinidade pelo T3) e camundongos selvagens, em 

que foi induzido hipotireoidismo e iniciado tratamento com T3 obtenção de 
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concentração sérica de hormônio semelhante nos dois grupos. Os autores 

observaram que a expressão da UCP1 no TAM foi significativamente menor nos 

camundongos mutantes, sugerindo, portanto que o TRβ medeia a regulação da 

expressão da UCP1 no TAM em resposta ao T3. Lin et al (79), por sua vez, 

observaram que animais tratados com GC-1 apresentaram aumento da expressão 

da UCP-1 no TAB inguinal, sugerindo que a ativação do TRβ promove o 

amarronzamento no TAB. Este processo foi acompanhado melhora da tolerância ao 

frio, confirmando o papel do TRβ na termogênese adaptativa. 

Como descrito anteriormente, a microbiota intestinal é identificada como 

importante regulador do metabolismo e desempenha papel relevante no 

desenvolvimento e progressão da obesidade. Entre os mecanismos propostos para 

explicar a regulação do metabolismo energético do hospedeiro pela microbiota 

intestinal, inclui-se sua influência sobre o gasto energético. De fato, muitos estudos 

sugerem a influência da microbiota sobre o gasto energético, seja por mostrar seus 

efeitos sobre o peso independentemente da ingestão de energia, seja por mostrar 

seus efeitos sobre o consumo de oxigênio. 

No estudo realizado por Lee et al (6), camundongos alimentados com dieta 

hiperlipídica e que receberam suplementação com Lactobaccillus apresentaram 

redução do peso e gordura corporal sem mudanças no consumo energético. No 

estudo de Backhed et al (5), camundongos germ-free colonizados com a microbiota 

intestinal de camundongos magros apresentaram ganho de peso, apesar de redução 

do consumo de energia (avaliado somente pelo consumo da dieta) e aumento do 

gasto energético. No estudo de Kubeck et al (80), foi observado que camundongos 

germ-free alimentados com dieta hiperlipídica não desenvolviam obesidade, o que 

foi atribuído ao aumento do gasto energético, oxidação de carboidratos e da 

excreção de gordura e energia fecal apresentado por estes animais. Gao et al (81), 

por sua vez, observaram que camundongos que receberam dieta rica em lipídios 

suplementada com butirato de sódio (produto da fermentação microbiana) 

apresentaram redução do peso corporal, atribuída a aumento da oxidação de 

gordura e do gasto de energia. 

 Adicionalmente, estudos realizados em humanos demonstram a associação 

da microbiota intestinal com o gasto energético. No estudo realizado por Kocelak et 

al (82), em indivíduos obesos, foi observado que a população do filo Firmicutes foi 

correlacionada positivamente com a massa de gordura e negativamente com o gasto 
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energético de repouso e com o consumo máximo de oxigênio. No estudo realizado 

por Canfora et al. (83), também em indivíduos obesos, não foi possível observar 

mudança no gasto energético, na oxidação de gordura e na composição corporal 

quando estes indivíduos receberam suplementação de galacto-oligossacarídeos 

(modulador da microbiota intestinal). Já o estudo de Chambers et al (84), realizado 

em indivíduos saudáveis que receberam a suplementação aguda de propionato de 

sódio (produto da fermentação microbiana), observou-se aumento do gasto 

energético e da oxidação de lipídeos.  

Assim como a obesidade e a composição da dieta alteram a composição da 

microbiota intestinal de uma maneira que afeta o metabolismo, é provável que as 

demandas de gasto energético em resposta à exposição ao frio possivelmente 

causem mudanças adaptativas na microbiota intestinal e, assim, diminuam a 

eficiência calórica, ou seja, a razão entre o consumo de energia e o ganho de peso 

(85). Entretanto, os mecanismos envolvidos na associação entre microbiota 

intestinal e a termogênese no tecido adiposo não estão totalmente esclarecidos. 

Zietak et al (86) observaram que animais alimentados com dieta hiperlipídica 

e expostos ao frio (120C) apresentaram alteração da composição da microbiota 

intestinal. Esta alteração, por sua vez, associou-se a aumento da expressão de 

marcadores específicos de termogênese no TAM (Ucp1, Adrb3, Pgc1a), aumento da 

produção de ácidos biliares conjugados, como a taurina, que inibiram a sinalização 

pelo FXR (receptor farnesoide X). Isto, por sua vez, resultou em ativação da via da 

AMPK para aumentar o gasto energético total. Os pesquisadores também 

observaram que a obesidade, nestes camundongos, foi significativamente reduzida 

após 4 semanas de exposição a 12°C, efeito este associado com o aumento da 

expressão de Ucp1 no TAM e do gasto energético total. Além disso, o transplante da 

microbiota intestinal de camundongos expostos ao frio para camundongos germ-free 

manteve o fenótipo magro, além de promover a indução significativa de 

termogênese no TAM e com aumento da expressão da UCP1 no TAB inguinal 

(recrutamento do adipócito bege), porém em menor proporção que no TAM. 

Entretanto no estudo de Chevalier et al (11), por sua vez, mostraram que a 

exposição de camundongos ao frio promoveu mudanças da composição da 

microbiota intestinal. Os pesquisadores também observaram que o transplante da 

microbiota intestinal de animais expostos ao frio para animais germ-free resultou em 

aumento da sensibilidade à insulina, redução da gordura corporal, aumento do gasto 
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energético e amarronzamento do TAB subcutâneo e visceral, em relação aos 

camundongos germ-free que receberam a microbiota de animais mantidos em 

ambiente termoneutro. Os autores observaram, ainda, que a exposição ao frio e o 

transplante da microbiota de animais expostos ao frio para camundongos germ-free 

promoveram aumento da superfície de absorção intestinal. Estes resultados 

sugerem fortemente o impacto positivo da microbiota intestinal sobre a homeostase 

energética e o amarronzamento do TAB em resposta ao frio. 

Suárez-Zamorano et al (10) demonstraram que a ausência da microbiota 

intestinal, em camundongos germ-free, ou sua depleção, em camundongos 

alimentados com dieta normolipídica e tratados com antibióticos de amplo espectro, 

aumentou a sensibilidade à insulina no TAB subcutâneo e visceral, e que esses 

efeitos não se modificaram após 12h de exposição ao frio. Estes mesmos resultados 

foram observados em camundongos alimentados com dieta hiperlipídica ou 

geneticamente obesos. Nos animais alimentados com dieta normolipídica e tratados 

com antibióticos, a análise morfológica do tecido adiposo revelou aumento do 

número de adipócitos pequenos com fenótipo multilocular de aparência escura, com 

características de adipócito bege. Além disso, este fenótipo foi transferido para 

camundongos germ-free, a partir de sua colonização com a microbiota residual de 

camundongos tratados com antibióticos.  

Suárez-Zamorano et al (10) também exploraram o possível mecanismo pelo 

qual o tratamento com antibióticos de amplo espectro induziria o recrutamento das 

células bege. Observaram aumento expressão das citocinas do tipo 2 no TAB, mas 

não no TAM interescapular ou no intestino. Estas citocinas, por sua vez, são 

implicadas no recrutamento dos macrófagos M2, que secretam a epinefrina, um 

estímulo ao recrutamento do adipócito bege. Embora os autores não tenham 

avaliado a composição da microbiota intestinal neste estudo, estes dados sugerem, 

além do possível efeito da microbiota sobre o gasto energético, independentemente 

do cenário de dieta normo ou hiperlipídica, ou obesidade de origem genética). 

Sugerem, também, que algumas bactérias da microbiota intestinal, depletadas em 

resposta ao tratamento com o antibiótico, possam inibir o recrutamento de células 

beges, ou que bactérias cuja representação aumenta em resposta ao tratamento 

com antibióticos possam induzir seu recrutamento. Cabe destacar, entretanto, que 

os autores não exploraram possíveis efeitos diretos dos antibióticos sobre o 

recrutamento deste tipo celular. 
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Os resultados do estudo de Chevalier et al (11) podem parecer contraditórios 

com os de Suárez-Zamorano et al (10), uma vez que a depleção da microbiota 

intestinal por antibióticos não modificou o recrutamento do adipócito bege em 

resposta ao frio no último estudo, ao passo que no primeiro a microbiota intestinal, 

modificada pelo frio, foi essencial ao aumento da termogênese adaptativa. Embora 

seja necessário considerar o diferente desenho destes dois estudos (animais 

tratados com antibiótico vs. animais expostos ao frio, tempo de exposição ao frio, 

entre outros) como possível explicação para esta aparente contradição, a correlação 

entre a microbiota intestinal e o amarronzamento do TAB parece não estar 

completamente definida, nem os possíveis mecanismos envolvidos  

 Considerando que a resposta ao frio, como descrito anteriormente, envolve a 

ativação do sistema nervoso simpático e sinalização pelas catecolaminas, e também 

ativação do eixo tireotrófico e da ação intracelular do hormônio tireoidiano no tecido 

adiposo (68, 69), o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da modulação da 

microbiota intestinal com antibióticos sobre o efeito individual dos dois principais 

componentes da resposta ao frio, agonista do receptor β3-adrenérgico e do T3. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o efeito da modulação da microbiota intestinal sobre a ação da 

estimulação beta 3-adrenérgica e da triiodotironina no tecido adiposo, em 

camundongos C57Bl/6. 

 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Investigar o efeito da modulação da microbiota intestinal por antibióticos, em 

camundongos machos alimentados com dieta normolipídica ou hiperlipídica, tratados 

com agonista do receptor β3-adrenérgico ou triiodotironina, sobre: 

 

 Massa corporal, ingestão de energia e eficiência calórica. 

 Massa dos depósitos de tecido adiposo marrom (interescapular) e branco (inguinal, 

epididimal e retroperitonial). 

 Concentração sérica do hormônio estimulante da tireoide (TSH). 

 Atividade da D2 no tecido adiposo branco subcutâneo axilar. 

 Expressão de genes relacionados à termogênese (Ucp1, Ppargc1a e Prdm16) e 

genes relacionados à ação do hormônio tireoidiano (Dio2, Thra, Thrb e Scl16a2) no 

tecido adiposo branco subcutâneo e visceral. 
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4 MÉTODOS  

 

4.1 ANIMAIS  

 

Os animais utilizados nesse estudo foram camundongos machos da linhagem 

C57Bl/6, isogênicos, livres de patógenos específicos (ou specific pathogen free, 

SPF), ou seja, com microbiota intestinal composta apenas por micro-organismos não 

patogênicos. Esses animais foram obtidos do Biotério Central da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo (USP), mediante laudo técnico que atestou 

sua qualidade sanitária (análise bacteriológica, bioquímica, hematológica e 

parasitológica) e controle genético (teste de genotipagem). 

Após sua chegada ao biotério da Faculdade de Medicina da UnB, os 

camundongos foram mantidos em gaiolas de plástico (mini-isoladores da marca 

Alesco®), em grupos de 5 animais por gaiola, em ambiente com temperatura 

controlada (250C) e ciclo claro/escuro de 12 horas cada (escuro entre 18h00 e 

6h00). Os animais chegaram ao Biotério da UnB na 4 semana de vida e passam 

por um período de adaptação, de cerca de 1 semana, ao novo ambiente antes de 

sua utilização. 

Todos os protocolos e procedimentos experimentais relativos ao projeto foram 

submetidos e aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) do 

Instituto de Biologia da Universidade de Brasília (com número de protocolo n0 3/2017 

- Anexo A). 

 

4.1.1 Grupos experimentais  

 

Os camundongos foram alimentados com dieta normolipídica (64,0% de 

carboidratos, 20,3% de proteínas e 15,8% de lipídeos) ou hiperlipídica (27,6% de 

carboidratos, 15,2% de proteínas, 57,2% de lipídeos), fornecida na forma de pellet e 

obtida da empresa PRAGSOLUÇÕES Biociências® (Tabela 2). O fornecimento de 

dieta e de água potável (filtrada) foi ad libitum. 
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Tabela 2 – Composição das dietas. 

 Normolipídica Hiperlipídica 

Ingrediente Kcal %kcal kcal %kcal 

Amido de milho 1590 39,8 638 11,9 

Caseína 800 20 800 15 

Amido Dextrinizado 528 13,2 400 7,5 

Sacarose 400 10 400 7,5 

Óleo de soja 630 15,8 360 6,7 

Mix Vitaminas AIN 93 40 1 40 0,7 

L-cistina 12 0,3 12 0,2 

Banha 0 0 2700 50,5 

Total 4000 100 5350 100 

Valores referentes a 1kg de dieta. Fonte: PRAGSOLUÇÕES Biociências® 

 

Na 5a semana de vida, os animais foram divididos aleatoriamente, por sorteio, 

nos dois cenários de dieta, normolipídica ou hiperlipídica, compondo seis grupos 

para cada cenário, cada grupo contendo 5 animais, assim designados: 

(G1) Animais que receberam somente dieta normolipídica ou hiperlipídica (n=5). 

Representaram o controle que permitiu avaliar os efeitos do uso dos antibióticos, do 

agonista β3-adrenérgico ou do T3 sobre os desfechos do estudo. 

(G2) Animais que receberam dieta normolipídica ou hiperlipídica e agonista β3-

adrenérgico (n=5). Representaram o grupo que permitiu avaliar o efeito do agonista 

β3-adrenérgico sobre os desfechos do estudo. 

 

(G3) Animais que receberam dieta normolipídica ou hiperlipídica e antibióticos (n=5). 

Representaram o grupo que permitiu avaliar o efeito do antibiótico, ou seja, da 

modulação da microbiota intestinal, sobre os desfechos do estudo. 

 

(G4) Animais que receberam dieta normolipídica ou hiperlipídica, antibióticos e 

agonista β3-adrenérgico (n=5). Representaram o grupo que permitiu avaliar o efeito 
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do agonista β3-adrenérgico, no cenário de modulação da microbiota intestinal, sobre 

os desfechos do estudo. 

 

(G5) Animais que receberam dieta normolipídica ou hiperlipídica e triiodotironina (T3) 

(n=5). Representaram o grupo que permitiu avaliar o efeito do T3 sobre os 

desfechos do estudo.  

 

(G6) Animais que receberam dieta normolipídica ou hiperlipídica, antibióticos e 

triiodotironina (T3). Representaram o grupo que permitiu avaliar o efeito do T3, no 

cenário de modulação da microbiota intestinal, sobre os desfechos do estudo. 

 

4.1.2 Tratamento com antibiótico, agonista do receptor β3-adrenérgico e 

hormônio triiodotironina (T3) 

 

Na 9a semana de vida, os animais de cada grupo experimental foram 

individualizados. A modulação da microbiota intestinal por meio do uso de 

antibióticos foi realizada durante o período da 10a à 15a semanas de vida (5 

semanas) e os animais receberam antibióticos na água de beber. Os antibióticos 

utilizados foram vancomicina (0,5 g/L) e ciprofloxacina (0,2 g/L), e o esquema de 

administração foi baseado em dados do estudo prévio de Suez et al (87). Ambos os 

antibióticos foram diluídos na água filtrada e para a completa diluição da 

ciprofloxacina foi necessário acrescentar 280 µL/L de ácido acético glacial. A troca 

dos bebedouros (soluções de antibiótico) aconteceu duas vezes por semana (88). 

Os animais que não pertenciam aos grupos que recebiam antibióticos receberam 

apenas água filtrada. 

 Ao longo da 15a semana de vida (durante os 5 dias que antecederam a 

eutanásia), os animais receberam o agonista do receptor β3-adrenérgico CL316,243 

(Sigma-Aldrich®), na dose de 1 mg/kg/dia. Esse agonista foi diluído em cloreto de 

sódio a 0,9% e administrado por via intraperitoneal. O esquema de administração foi 

baseado em dados do estudo realizado por Sanchez-Gurmaches et al (89). Durante 

o mesmo período, nos animais dos grupos que não receberam o agonista, foi 

administrada a solução de cloreto de sódio a 0,9%, no mesmo volume utilizado para 

administrar o CL316,243, por via intraperitoneal.  
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Também ao longo da 15a semana de vida (durante os 3 dias que 

antecederam a eutanásia), os animais receberam triiodotironina (T3, Sigma-

Aldrich®), na dose de 10 µg/dia, diluídos em 200 µL de cloreto de sódio 0,9% e 

administrados por via intraperitoneal. O esquema de administração foi baseado em 

dados do estudo realizado por Wagner et al (90). Os animais que não receberam T3, 

receberam cloreto de sódio a 0,9% durante o mesmo período, na mesma 

concentração do T3 por via intraperitoneal. 

 

4.1.3 Procedimentos experimentais 

 

O peso corporal, ingestão de dieta e ingestão hídrica foram avaliados duas 

vezes por semana, no período vespertino, entre a 5a e a 15a semanas de vida. A 

partir desses dados, as seguintes variáveis foram calculadas: 

 

(i) Ganho de peso corporal antes e durante os tratamentos: 

 Ganho de peso antes da intervenção: peso antes do tratamento com 

antibiótico menos (–) peso inicial. 

 Ganho de peso durante o tratamento com antibióticos: peso ao final do 

tratamento com antibióticos – peso do início do tratamento com antibióticos. 

 Ganho de peso durante o tratamento com o agonista β3-adrenérgico: peso ao 

final do tratamento com o agonista do receptor β3-adrenérgico – peso no 

início do tratamento com o agonista. 

 Ganho de peso durante o tratamento com T3: peso ao final do tratamento 

com T3 – peso no início do tratamento com T3. 

 

(ii) Ingestão hídrica durante o tratamento: média do consumo diário de água durante 

o tratamento com antibióticos. 

 

(iii) Energia ingerida durante o tratamento: 

A energia ingerida durante o tratamento com antibióticos, T3 e/ou agonista do 

receptor β3-adrenérgico foi calculada considerando-se a quantidade de energia, em 

kJ por g de dieta. 

(iv) Eficiência calórica: 
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A eficiência calórica durante o tratamento com antibióticos, T3 e/ou agonista 

do receptor β3-adrenérgico foi calculada pela divisão do ganho de peso no período 

do tratamento pela energia ingerida no mesmo período (g/kJ). 

 

Ao final do estudo, todos os animais foram eutanasiados por decapitação, no 

período matutino, de acordo com as recomendações da Diretrizes da Prática de 

Eutanásia do CONCEA (91) e do Guia Brasileira para Boas Prática para Eutanásia 

em Animais do Conselho Federal de Medicina Veterinária (92). Após a eutanásia, as 

carcaças dos animais foram descartadas seguindo as normas para este tipo de 

resíduo (Lei Nacional de Resíduos Sólidos Nº 12.305/2010). 

O sangue do tronco foi coletado, centrifugado (4000 g durante 15 minutos a 4o 

C) e o soro armazenado a -80o C, para posterior análise da concentração do TSH. 

Foram também dissecados os depósitos de TAB visceral (epididimal e 

retroperitoneal), TAB subcutâneo (inguinal e axilar), TAM (interescapular), e o 

fígado. Depois desses procedimentos, as massas destes tecidos foram aferidas, 

posteriormente armazenadas no nitrogênio e logo em seguida no freezer -80o C.  

 

4.2 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO SÉRICA DE TSH 

 

 A concentração sérica do TSH foi determinada utilizando o kit de TSH ELISA 

(Abnova®), que é designado para determinar o TSH no soro/plasma de ratos ou 

camundongos. Esse kit baseia-se no princípio de um ensaio imunoenzimático ligado 

a enzima em fase sólida. O sistema de ensaio utilizou anticorpo purificado por 

afinidade, que dirigiu-se contra a molécula de TSH de camundongos intacta, para 

imobilização em fase sólida (microtitulação), como também esse ensaio utilizou um 

anticorpo anti-TSH de camundongos que estava no conjugado do anticorpo-enzima. 

As amostras de teste foram incubadas com os dois anticorpos, de forma a reagirem, 

de acordo com a quantidade de TSH, simultaneamente com os dois anticorpos. 

Após 3 horas de incubação a 37°C, os poços foram lavados com solução de 

lavagem para remover os anticorpos marcados não ligados. Uma solução de 

reagente (contendo o substrato TMB, ou 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina), foi adicionada 

e incubada por 20 minutos, resultando no desenvolvimento de uma cor azul por ação 

da enzima, em intensidade proporcional à quantidade de TSH presente na amostra. 

O desenvolvimento de cores foi interrompido com a adição da solução de parada e a 
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cor foi alterada para amarelo. Logo em seguida foi realizada a medição em 

espectrofotômetro a 450nm. A concentração de TSH foi diretamente proporcional à 

intensidade de cor da amostra. Para realizarmos o cálculo da concentração de TSH, 

foi obtido o valor médio da absorbância a 450 nm (A450) para cada triplicata de 

padrões de referência e duplicata de controles e amostras. Construiu-se uma curva 

padrão, traçando a absorbância média obtida de cada padrão de referência em 

relação à sua concentração, em ng/ mL, com valores de absorção no eixo vertical ou 

Y e concentração no eixo horizontal ou X. Utilizaram-se os valores médios de 

absorbância de cada amostra para determinar a concentração correspondente de 

TSH em ng/mL, a partir da equação da reta obtida da curva padrão. Desta forma, os 

valores de TSH foram expressos em ng/mL e o limite mínimo de detecção foi de 0,2 

ng/mL. 

 

4.3  ANÁLISE DA EXPRESSÃO GÊNICA 

 

A expressão de genes relacionados à termogênese (Ucp1, Ppargc1a e 

Prdm16) e genes relacionados à ação do hormônio tireoidiano (Dio2, Thra, Thrb e 

Scl16a2) foi analisada no TAB subcutâneo e visceral. No TAM interescapular foi 

analisada apenas a expressão do transcrito do gene que codifica a Ucp1. 

 

4.3.1 Isolamento do RNA total  

 

O RNA total foi extraído das amostras de TAB subcutâneo inguinal, TAB 

visceral epididimal e TAM interescapular. Para isso, amostras dos tecidos foram 

descongeladas e imediatamente homogeneizadas em tubos cônicos de 15 mL 

contendo o reagente Trizol (Invitrogen, Life Technologies®), na proporção de 0,1g de 

tecido por mL de Trizol, com a utilização de um homogeneizador de tecidos. As 

amostras de tecido foram então incubadas a temperatura ambiente por 5 minutos e, 

em seguida, centrifugadas a 14000 rpm, durante 10 minutos, a 4ºC, com formação 

de uma fina camada de gordura na parte superior do tubo que foi descartada e as 

amostras centrifugadas novamente. 

O sobrenadante foi então transferido para microtubos de 1,5 mL e o pellet 

descartado. Foram adicionados 200 µL de clorofórmio por mL de Trizol utilizado na 

etapa de homogeneização. Os tubos foram agitados em vórtex durante 15 
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segundos, incubados a temperatura ambiente por 3 minutos e centrifugados a 14000 

rpm durante 15 minutos a 4ºC. Houve a formação de três fases, fase inferior de 

coloração vermelha, que contém o DNA; fase intermediária de coloração branca, 

contendo proteínas; e fase superior incolor, que contém o RNA. Apenas a fase 

superior (aquosa), que contém o RNA, foi transferida para outro microtubo de 1,5mL, 

onde foram adicionados 500µL de isopropanol absoluto ( por mL de Trizol utilizado 

na etapa de homogeneização ). Os tubos foram agitados em vórtex, incubados 

durante 10 minutos a temperatura ambiente e centrifugados a 14000 rpm durante 10 

minutos a 4ºC, com formação de pellet de RNA. O sobrenadante foi descartado e ao 

pellet foi adicionado 1 mL de etanol 75% gelado. Os tubos foram agitados em vórtex 

e centrifugados a 9000 rpm durante 5 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi descartado 

e os tubos vertidos sobre gaze estéril para secagem do pellet. O pellet foi então 

ressuspendido em volumes de 20 a 50 µL de água MilliQ tratada com 

dietilpirocarbonato 0,1% (DEPC 0,1%) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA®) e as 

amostras mantidas a -80ºC até sua utilização. 

 

4.3.2 Quantificação do RNA total e determinação da pureza da amostra 

 

A concentração de RNA total nas amostras foi determinada no 

espectrofotômetro de microvolume NanoDrop 2000/2000c (Thermo Fisher 

Scientific®, Wilmington, Delaware USA), utilizando-se 1 µL da amostra. 

A concentração de RNA total foi fornecida automaticamente pelo equipamento 

em µg/µL, determinada pelo seguinte cálculo: (DO 260 nm x 40) / 1000, em que DO 

260 representa o valor da densidade óptica da amostra determinada no 

comprimento de onda 260 nm. O grau de pureza da amostra, também fornecido 

automaticamente pelo equipamento, foi calculado pela razão entre as densidades 

ópticas nos comprimentos de onda 260 e 280 nm. Consideraram-se satisfatórias as 

amostras com grau de pureza entre 1,7 e 2,0, visto que estes valores representam 

baixa contaminação com proteínas. 

 

4.3.3 Tratamento do RNA com enzima DNAse 

 

As amostras de RNA total foram tratadas com enzima desoxirribonuclease 

(DNAse) (Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, EUA) durante 10 minutos, a temperatura 
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ambiente e de acordo com o protocolo do fabricante, com a finalidade de evitar 

possibilidade de contaminação com DNA genômico e, consequentemente, sua 

influência sobre a avaliação da expressão gênica. 

 

4.3.4 Avaliação da integridade do RNA  

 

Foi determinada a integridade do RNA total extraído das amostras de tecido 

adiposo por eletroforese em gel de agarose a 1%, com o objetivo de visualizar o 

RNA ribossômico 18S e 28S. A observação de bandas correspondentes ao RNA 

ribossômico 18S e 28S foi considerada indício de não degradação de RNA nas 

amostras. 

 

4.3.5 PCR (reação de polimerase em cadeia) quantitativa em tempo real 

 

A transcrição reversa (RT, reverse transcription) e a amplificação do cDNA 

foram realizadas a partir do RNA total extraído das amostras, em único passo, por 

PCR quantitativa em tempo real utilizando o kit Power SYBR® Green RNA-to-CT 1-

Step (Applied Biosystems®, Foster City, CA, EUA). O produto de amplificação de 

cada amostra foi analisado pelo fluoróforo SYBR® Green. Os fluoróforos se 

intercalam na fita dupla de DNA e, ao serem excitados por luz, emitem fluorescência, 

cuja intensidade é proporcional à quantidade do produto de amplificação. A 

fluorescência detectada foi representada por meio do Ct (ciclo limiar, cycle 

threshold), que indica o ciclo, na reação de amplificação, a partir do qual a 

amplificação se torna exponencial. 

As reações foram preparadas em placas de 96 poços (MicroAmp Optical, 

Applied Biosystems), em triplicatas, para volume final de 10 µL, de acordo com 

instruções do fabricante. Uma reação controle negativo, ou seja, sem amostra de 

RNA total, foi realizada para cada par de primers a fim de se verificarem possíveis 

contaminações. 

As reações foram conduzidas em termociclador AB7500 (Applied 

Biosystems®, Foster City, CA, EUA). As sequências dos iniciadores ou primers 

utilizados estão descritas na Tabela 3.  



50 
 

Tabela 3 - Sequência dos primers utilizados para determinação da expressão gênica 
relativa por PCR quantitativa em tempo real. 

Primer 1 Proteína 
correspondente 

Sequência 

Ucp1 Proteína 
desacopladora tipo 1  

F: 5’-ACTGCCACACCTCCAGTCATT-3’ 
R: 5’-CTTTGCCTCACTCAGGATTGG-3’ 

Prdm16 Proteína 16 contendo 
o domínio PR  

 

F: 5’-CAGCACGGTGAAGCCATTC-3’ 
R: 5’-GCGTGCATCCGCTTGTG-3’ 

Ppargc1a Coativador 1-alfa do 
receptor ativado por 

proliferador de 
peroxissoma 

 

 
F: 5’-CCCTGCCATTGTTAAGACC-3’ 
R: 5’-TGCTGCTGTTCCTGTTTTC-3’ 

Thra Receptor do hormônio 
da tireoide alfa 

 

F: 5’-CTGACCTCCGCATGATCGG-3’ 
R: 5’-GGTGGGGCACTCGACTTTC-3’ 

Thrb Receptor do hormônio 
da tireoide beta 

 

F: 5’-ACACCAGCAATTACCAGAGTG-3’ 
R: 5’-GCAGCTCGAAGGGACATGA-3’ 

Dio2 Deiodinase tipo II F: 5’-CAGCTTCCTCCTAGATGCCTA-3’ 
R: 5’-CTGATTCAGGATTGGAGACGTG-3’ 

 
Slc16a2 Transportador de  

Monocarboxilato 8 
 

F: 5’-CGGCTGGATAGTGGTGTTTG-3’ 
R: 5’-CAGAGTTATGGATGCCGAAGATG-

3’ 
Gapdh Gliceraldeído 3-fosfato 

desidrogenase 
(GAPDH) 

F: 5’-AAGGGCTCATGACCACAGTC-3’ 
R: 5’-CAGGGATGATGTTCTGGGCA-3’ 

1 Identificação do primer pelo gene correspondente F: primer forward; R: primer reverse. 
 

As condições de termociclagem na PCR foram: 

 

 Programa de transcrição reversa: 48ºC durante 30 minutos; 

 Ativação da Taq DNA polimerase: 95ºC durante 10 minutos;  

 Quarenta ciclos de desnaturação (95ºC durante 15 segundos) e anelamento e 

amplificação (60ºC durante 1 minuto); 

 Curvas de dissociação (programa de dissociação do produto de amplificação): 

realizadas após cada reação com o objetivo de se verificar sua especificidade, 

confirmando a ausência de formação de dímeros de primers e/ou de produtos 

inespecíficos de amplificação. Para isso, as amostras foram submetidas a 

aumentos gradativos de temperatura (acréscimos de 0,3ºC) de 60°C para 95°C. 

À medida que a temperatura aumenta, a fluorescência decresce. O ponto 
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correspondente ao decaimento mais acelerado do sinal de fluorescência é 

denominado de temperatura de dissociação Tm (melting temperature) e 

determina o momento em que o produto de PCR apresenta-se 50% em fita dupla 

e 50% em fita simples. A Tm é específica para cada sequência de DNA 

amplificada e, assim, espera-se que apenas um pico de decaimento seja 

detectado para cada par de primers utilizado 

A expressão relativa do RNAm de cada um dos genes alvo foi determinada 

pelo método comparativo ΔΔCt, com normalização para o gene de referência que 

codifica a gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase (Gapdh). Para isso, os valores de Ct 

obtidos para cada amostra nas reações de amplificação dos genes alvo (cuja 

expressão se objetivou quantificar) foram subtraídos do valor do Ct obtido para as 

mesmas amostras nas reações de amplificação do gene referência (Gapdh), sendo 

obtido o ΔCt. 

ΔCt = Ct gene alvo – Ct gene referência 

 

A quantificação relativa de cada gene alvo foi obtida por meio do método de 

comparação de Ct ou ΔΔCt. Segundo este método, a expressão relativa do gene 

alvo corresponde ao valor obtido pela fórmula aritmética 2-ΔΔCt, em que: 

 ΔΔCt = ΔCt intervenção – ΔCt calibrador 

 

4.4 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE DA DEIODINASE TIPO 2 

 

 A atividade da desiodinase tipo 2 foi dosada em colaboração com a Divisão 

de Endocrinologia do Hospital das Clínicas da Universidade Federal do Rio Grande 

do Sul, com a utilização de protocolo previamente descrito por Wagner et al (90). As 

amostras de tecido adiposo branco subcutâneo axilar foram homogeneizadas a 0oC 

em uma solução tampão contendo 1xPE (0,1 M fosfato de potássio e 1 mM EDTA), 

0,25 M de sacarose e 10 mM ditiotreitol (DTT; pH 6,9). As amostras (100-300 g de 

proteína) foram incubadas em um volume total de 300 L com aproximadamente 

100 000 c.p.m [3’,5’-125I]T4 purificado por coluna de cromatografia LH-20, 1 nM de 

T4 não marcado, 10 ou 20 mM DTT, na presença ou ausência de 1 mM de 

propiltiouracila em solução tampão PE a 37oC, por 2 horas. As reações foram 

interrompidas pela adição de 200 L de soro de cavalo e 100 L ácido tricloroacético 
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a 50%. Logo em seguida, as amostras foram centrifugadas a 3000g por 2 minutos. O 

125I-livre no sobrenadante foi mensurado utilizando um contador gamma. A 

desiodinação foi linear com a concentração de proteína e com o tempo, e a 

quantidade de enzima foi ajustada para consumir menos que 30% do substrato. A 

atividade foi expressa como iodeto de fentomoles gerado/min por mg de proteína. 

Na determinação da atividade de desiodinação, a porcentagem de iodo gerada foi 

multiplicada por dois.  

 

4.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados foram organizados e registrados em banco de dados no programa 

Microsoft Office Excel 2010®. A análise estatística foi realizada no programa 

estatístico Graph Pad Prism® versão 5.0 para Windows® . Todos os resultados foram 

expressos como média ± erro padrão da média (SEM). Para avaliação da 

normalidade dos dados foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk; se o resultado do teste 

de Shapiro-Wilk fosse <0,05, rejeitava-se a normalidade dos dados. Para verificar o 

efeito entre a modulação da microbiota intestinal e a expressão de transcritos dos 

genes termogênicos, genes relacionados à ação hormônio tireoidiano e a 

concentração sérica de TSH, foi utilizado o teste de one way ANOVA (variáveis 

simétricas) com o pós-teste de Tukey. Também foi realizada a análise de variância 

de dois fatores (two-way ANOVA) seguida do pós-teste de Bonferroni para comparar 

as médias entre os múltiplos grupos em relação tratamento ao longo do tempo. Para 

avaliação da modulação da microbiota intestinal e atividade da deiodinase tipo 2 foi 

utilizado o Teste-T não pareado. Para todos os testes, foi adotado o nível de 

significância de 95% (p<0,05). 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 CAMUNDONGOS ALIMENTADOS COM DIETA NORMOLIPÍDICA 

 

Ao longo do estudo não houve perda de camundongos. Desta forma, todas as 

análises foram compostas de 5 animais por grupo.  

 

5.1.1 Efeito da modulação da microbiota intestinal com antibióticos, do 

agonista do receptor 3-adrenérgico e do T3 sobre a massa corporal 

 

A avaliação semanal do peso corporal não mostrou nenhuma diferença entre 

os grupos de estudo durante todo o experimento. Além disso, foi possível observar 

que, durante o tratamento com antibióticos, os animais mantiveram o ganho de peso 

semanal (Figura 7A e 7B). Quando foram tratados com o agonista do receptor β3-

adrenérgico (CL316, 243) ou solução de cloreto de sódio 0,9% (Figura 7A) por via 

intraperitoneal, os camundongos apresentaram redução do peso corporal, contudo 

essa diferença não foi estatisticamente significativa entre os grupos. Diferentemente, 

os animais tratados com T3, na presença ou ausência de antibióticos, não 

apresentaram esta tendência (Figura 7B). 
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A 

 

B 

 

Figura 7– Peso corpóreo dos camundongos alimentados com dieta normolipídica no decorrer do 
estudo. 
Peso médio (± EPM) semanal entre a 5a e a 15a semanas de vida dos camundongos alimentados com 

dieta normolipídica. (A) Tratamento com agonista do receptor 3-adrenérgico (CL316,243), (B) 
tratamento com T3. Dados analisados por análise de variância de dois fatores (two-way ANOVA) 
seguida de pós-teste de Bonferroni. ATB: antibiótico, CL: CL316,243, T3: triiodotironina. 

 
 

5.1.2 Efeito da modulação da microbiota intestinal com antibióticos sobre a 

ingestão de energia, eficiência calórica e ingestão hídrica 

 

 Foi observado que a ingestão de energia (Figura 8A), eficiência calórica 

(Figura 8B) e o consumo hídrico (Figura 8C) não diferiram entre os grupos de 

tratamento, durante o período em que os animais receberam antibióticos por 5 

semanas, da 10a à 15a semanas (Figura 8). 
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A  

 

B  

 

C 

 

 

Figura 8 – Efeito do tratamento com antibióticos, durante 5 semanas, sobre a energia ingerida (A), 
eficiência calórica (B) e ingestão hídrica (C) em animais alimentados com dieta normolipídica. 
Dados apresentados como média ± EPM e analisados por análise de variância de um fator (one way 
ANOVA) seguida do pós-teste de Tukey. ATB: antibiótico, CL: CL316,243, T3: triiodotironina.  

 

5.1.3 Efeito modulação da microbiota intestinal com antibióticos, do agonista 

do receptor 3-adrenérgico e do T3 sobre a adiposidade e a massa do fígado 

 

Os camundongos que foram tratados com o agonista do receptor β3-

adrenérgico durante 5 dias, na 15a semana de vida, apresentaram redução da 
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massa do TAB visceral epididimal e retroperitoneal, em relação ao grupo que 

recebeu veículo (Figura 9A e 9B). Os animais tratados com T3 durante 3 dias 

apresentaram somente redução da massa do TAB visceral epididimal (Figura 9A e 

9B). 

 

A 

  

B 

  

Figura 9– Efeito dos antibióticos, agonista do receptor β3-adrenérgico e do T3 sobre a adiposidade 
visceral em animais alimentados com dieta normolipídica. 
(A) Massa do tecido adiposo branco epididimal (visceral) e (B) massa do tecido adiposo branco 
retroperitoneal (visceral), corrigida pelo peso corporal. Dados apresentados como média ± EPM. 
Dados analisados por análise de variância de um fator (one way ANOVA) seguida do pós-teste de 
Tukey. *p<0,05 vs controle. TAB: tecido adiposo branco; ATB: antibióticos; CL: CL316,243; T3: 
triiodotironina. 

 

No TAB subcutâneo inguinal, somente foi observada mudança significativa no 

grupo de camundongos que recebeu antibióticos e o agonista do receptor β3-

adrenérgico, que apresentou redução da massa deste depósito em relação ao grupo 

que recebeu veículo. O T3 não modificou a massa deste depósito (Figura 10). 
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Figura 10 - Efeito dos antibióticos, agonista do receptor β3-adrenérgico e do T3 sobre a adiposidade 
subcutânea em animais alimentados com dieta normolipídica.  
Massa do tecido adiposo branco inguinal (subcutâneo), corrigida pelo peso corporal. Dados 
apresentados como média ± EPM. Dados analisados por análise de variância de um fator (one way 
ANOVA) seguida do pós-teste de Tukey. *p<0,05 vs controle. TAB: tecido adiposo branco; ATB: 
antibióticos; CL: CL316,243; T3: triiodotironina. 

 

Não foi observada modificação significativa da massa do TAM interescapular 

nos grupos que receberam antibióticos ou o agonista do receptor 3-adrenérgico, 

isoladamente ou em combinação, em comparação com o grupo controle, embora o 

grupo tratado somente com antibióticos tenha apresentado tendência de aumento da 

massa deste depósito e os grupos que receberam o agonista 3-adrenérgico, 

isoladamente ou em combinação com antibióticos, tendência de redução (Figura 

11A).  

O tratamento com T3, na presença de antibióticos, aumentou a massa do 

TAM interescapular, em comparação com o grupo controle, e foi observada 

tendência de aumento da massa deste depósito no grupo que recebeu somente T3 

(Figura 11B). 
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A       B 

  

Figura 11 – Efeito dos antibióticos, agonista do receptor β3-adrenérgico e do T3 sobre a massa do 
TAM em animais alimentados com dieta normolipídica.  
Massa do TAM interescapular, corrigida pelo peso corporal nos camundongos tratados (A) com 
CL316,243 e antibióticos, isoladamente ou em combinação e (B) com T3 e antibióticos, isoladamente 
ou em combinação. Dados apresentados como média ± EPM. Dados analisados por análise de 
variância de um fator (one way ANOVA) seguida do pós-teste de Tukey. *p<0,05 vs controle. TAM: 
tecido adiposo marrom; ATB: antibióticos; CL: CL316,243; T3: triiodotironina. 

 

Nenhum dos tratamentos investigados modificou a massa do fígado em 

relação ao grupo controle (Figura 12). 

 

 

Figura 12 – Efeito dos antibióticos, agonista do receptor β3-adrenérgico e do T3 sobre a massa do 
fígado em animais alimentados com dieta normolipídica.  
Massa do fígado, corrigida pelo peso corporal. Dados apresentados como média ± EPM. Dados 
analisados por análise de variância de um fator (one way ANOVA) seguida do pós-teste de Tukey. 
ATB: antibióticos; CL: CL316,243; T3: triiodotironina. 
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5.1.4 Efeito da modulação da microbiota intestinal com antibióticos sobre a 

expressão de genes relacionados à termogênese no tecido adiposo, em 

resposta à estimulação 3-adrenérgica e ao T3 

 

 Nenhuma diferença foi encontrada em relação a expressão de Ucp1 quando 

se comparou o grupo que recebeu somente antibióticos com o grupo controle nos 

três depósitos de tecido adiposo avaliado (Figura 13A, 13B e 13C). 

No TAB subcutâneo inguinal (Figura 13A), a expressão relativa de Ucp1 foi 

maior nos grupos tratados com agonista do receptor 3-adrenérgico, isoladamente 

ou na presença de antibióticos, quando comparados com o grupo controle. Foi 

observado, ainda, aumento da indução da expressão de Ucp1 pelo agonista do 

receptor 3-adrenérgico pelo tratamento com antibióticos, uma vez que o grupo que 

recebeu o agonista do receptor 3-adrenérgico e antibióticos apresentou maior 

níveis deste transcrito quando comparado com o grupo que recebeu somente o 

agonista do receptor 3-adrenérgico. Esse mesmo comportamento foi observado no 

TAB visceral epididimal (Figura 13B).  

No TAM interescapular (Figura 13C), nenhuma diferença em relação à 

expressão de Ucp1 foi observada entre os diferentes tipos de tratamento, embora 

tenha havido tendência não significativa de aumento dos níveis deste transcrito nos 

grupos tratados com agonista do receptor 3-adrenérgico, quando comparados com 

o controle. 

 Nos camundongos tratados com T3 foi possível observar um aumento da 

expressão de Ucp1, quando comparados com o grupo controle, no TAB inguinal 

(Figura 13A) e no TAB epididimal (Figura 13B). Entretanto, no TAM interescapular 

(Figura 13C), houve apenas tendência não significativa de aumento da expressão 

deste transcrito em resposta ao T3, quando comparado com o controle. Além disso, 

foi possível observar que a modulação da microbiota intestinal com antibióticos não 

modificou a indução da expressão de Ucp1 pelo T3 (T3 versus T3 +ATB).  
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C 

 

 

Figura 13 - Efeito dos antibióticos, agonista do receptor β3-adrenérgico e do T3 sobre a expressão 
relativa de Ucp1 em animais alimentados com dieta normolipídica. 
(A) Expressão relativa de Ucp1 no tecido adiposo inguinal (subcutâneo), (B) no tecido adiposo 
epididimal (visceral) e (C) no tecido adiposo marrom interescapular. Dados apresentados como média 
± EPM. Dados analisados por análise de variância de um fator (one way ANOVA) seguida do pós-
teste de Tukey. +p<0,05 vs controle; *p<0,05 vs CL ou T3. TAB: tecido adiposo branco, TAM: tecido 
adiposo marrom. ATB: antibióticos, CL: CL316,243; T3: triiodotironina. 

 

O tratamento com o agonista do receptor 3-adrenérgico não modificou a 

expressão relativa de Ppargc1a no TAB inguinal e epididimal, em relação ao controle 

(Figura 14A e 14B). O tratamento com T3, por sua vez, aumentou a expressão de 
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Ppargc1a no TAB inguinal, em relação ao controle. O co-tratamento com T3 e 

antibióticos reduziu a indução da expressão de Ppargc1a em resposta ao T3 

(indução de cerca de 4 vezes em resposta ao T3 versus 2,5 vezes em resposta ao 

T3 e antibióticos), embora esta redução não tenha sido significativa (Figura 14A). O 

tratamento com T3 não promoveu nenhuma mudança na expressão de Ppargc1a no 

TAB epididimal quando se compararam os diferentes grupos de tratamento (Figura 

14B). 

 

A 

  

B 

  

Figura 14 - Efeito dos antibióticos, agonista do receptor adrenérgico β3 e do T3 sobre a expressão 
relativa de Ppargc1a em animais alimentados com dieta normolipídica. 
(A) Expressão relativa de Ppargc1a no tecido adiposo inguinal (subcutâneo) e (B) no tecido adiposo 
epididimal (visceral). Dados apresentados como média ± EPM. Dados analisados por análise de 
variância de um fator (one way ANOVA) seguida do pós-teste de Tukey. +p<0,05 vs controle. TAB: 
tecido adiposo branco ATB: antibióticos, CL: CL316,243; T3: triiodotironina. 

 

 O tratamento com o agonista do receptor β3-adrenérgico isolamente e o 

tratamento com os antibióticos isoladamente, quando comparado com o controle, 

promoveram diminuição da expressão de Prdm16 no TAB inguinal. Entretanto, o co-

tratamento com antibióticos e agonista do receptor β3-adrenérgico não modificou 

significativamente a expressão relativa deste transcrito em relação ao controle ou 
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aos tratamentos isoladamente (antibióticos e CL versus antibióticos ou CL) (Figura 

15A). No TAB epididimal nenhuma modificação da expressão de Prdm16 foi 

observada quando se compararam os diferentes tipos de tratamento (Figura 15B).  

Não foi observada nenhuma alteração significativa da expressão de Prdm16 

em resposta ao T3 e antibióticos, isoladamente ou em combinação, no TAB inguinal 

e epididimal, embora no TAB epididimal tenha havido tendência de aumento da 

expressão relativa deste transcrito em resposta ao T3 ou antibióticos isoladamente e 

em combinação (Figura 15A e 15B).  

 

A 

 

B 

 

Figura 15 - Efeito dos antibióticos, agonista do receptor β3-adrenérgico e do T3 sobre a expressão 
relativa de Prdm16 em animais alimentados com dieta normolipídica.  
(A) Expressão relativa de Prdm16 no tecido adiposo inguinal (subcutâneo) e (B) no tecido adiposo 
epididimal (visceral). Dados apresentados como média ± EPM. Dados analisados por análise de 
variância de um fator (one way ANOVA) seguida do pós-teste de Tukey. +p<0,05 vs controle. TAB: 
tecido adiposo branco ATB: antibióticos, CL: CL316,243; T3: triiodotironina. 
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5.1.5 Efeito da modulação da microbiota intestinal com antibióticos sobre a 

expressão de genes relacionados à ação do hormônio tireoidiano no tecido 

adiposo, em resposta à estimulação do 3 adrenérgica e ao T3 

 

Foi investigado o efeito do tratamento com o agonista do receptor 3-

adrenérgico, durante 5 dias, e o efeito do tratamento com T3, durante 3 dias, na 

presença ou ausência de antibióticos, sobre a expressão de genes relacionados à 

ação do hormônio tireoidiano, incluindo os genes que codificam a desiodinase tipo 2 

(transcrito Dio2), os receptores de hormônio tireoidiano THR (transcrito Thra) e 

THR (transcrito Thrb) e a proteína de membrana transportadora de hormônio 

tireoidiano MCT8 (transcrito Slc16a2). 

O tratamento com o agonista do receptor 3-adrenérgico promoveu aumento 

da expressão relativa de Dio2 no TAB inguinal e epididimal, em relação ao controle 

(Figura 16A e 16B). Não houve modificação da expressão deste transcrito em 

resposta ao tratamento com antibióticos, porém no TAB inguinal (Figura 16A) houve 

tendência não significativa de aumento da expressão de Dio2 em resposta ao 

tratamento do agonista do receptor 3-adrenérgico com antibióticos (indução de 27,6 

vezes da expressão de Dio2), quando comparado ao tratamento isolado do agonista 

do receptor 3-adrenérgico (indução de 16,8 vezes da expressão de Dio2).  

O tratamento com T3 e/ou antibióticos, no TAB inguinal, não modificou a 

expressão relativa de Dio2 quando se compararam os diferentes tratamentos (Figura 

16A), embora tenha havido tendência de indução da expressão deste transcrito nos 

grupos tratados com T3 isoladamente ou em combinação com antibióticos. No TAB 

epididimal, foi observado aumento da expressão de Dio2, no grupo que recebeu T3, 

quando comparado com o grupo controle (Figura 16B). O tratamento com 

antibióticos reduziu a indução de Dio2 pelo T3 (indução de 0,9 vez da expressão de 

Dio2 em resposta a T3 e antibióticos versus 2,9 vezes na presença somente de T3) 

(Figura 16B). 
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Figura 16 - Efeito dos antibióticos, agonista do receptor β3 adrenérgico e do T3 sobre a expressão 
relativa da Dio2 em animais alimentados com dieta normolipídica. 
(A) Expressão relativa de Dio2 no TAB inguinal (subcutâneo) e (B) no TAB epididimal (visceral). 
Dados apresentados como média ± EPM. Dados analisados por análise de variância de um fator (one 
way ANOVA) seguida do pós-teste de Tukey. +p<0,05 vs controle; *p<0,05 vs T3. TAB: tecido 
adiposo branco ATB: antibióticos, CL: CL316,243; T3: triiodotironina. 

 

A expressão do transcrito dos genes que codificam as duas isoformas do 

receptor do hormônio tireoidiano, THR e THR, também foi avaliada. No TAB 

inguinal não foi possível observar modificação da expressão de Thra quando se 

compararam os diferentes grupos de tratamento (Figura 17A). No TAB epididimal, foi 

observada diminuição da expressão de Thra no grupo tratado com o agonista do 

receptor 3-adrenérgico, isoladamente ou na presença de antibióticos, em relação 

ao grupo controle (Figura 17B).  
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Figura 17 - Efeito dos antibióticos, agonista do receptor β3 adrenérgico e do T3 sobre a expressão 
relativa da Thra em animais alimentados com dieta normolipídica. 
(A) Expressão relativa de Thra no TAB inguinal (subcutâneo) e (B) no TAB epididimal (visceral). 
Dados apresentados como média ± EPM. Dados analisados por análise de variância de um fator (one 
way ANOVA) seguida do pós-teste de Tukey. +p<0,05 vs controle. TAB: tecido adiposo branco ATB: 
antibióticos, CL: CL316,243; T3: triiodotironina. 

 

 Em relação à expressão de Thrb, nenhuma alteração foi observada no TAB 

inguinal quando se compararam os diferentes tipos de tratamento (Figura 18A). No 

TAB epididimal, foi observada diminuição da expressão deste transcrito nos grupos 

que receberam o agonista do receptor 3-adrenérgico ou antibióticos, isoladamente 

ou em combinação, em relação ao grupo controle (Figura 18B). 
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Figura 18 - Efeito dos antibióticos, agonista do receptor β3 adrenérgico e do T3 sobre a expressão 
relativa da Thrb em animais alimentados com dieta normolipídica. 
(A) Expressão relativa de Thrb no TAB inguinal (subcutâneo) e (B) no TAB epididimal (visceral). 
Dados apresentados como média ± EPM. Dados analisados por análise de variância de um fator (one 
way ANOVA) seguida do pós-teste de Tukey. +p<0,05 vs controle. TAB: tecido adiposo branco ATB: 
antibióticos, CL: CL316,243; T3: triiodotironina. 

 

A expressão de Slc16a2do no TAB inguinal não foi modificada quando se 

compararam os diferentes tipos de tratamento (Figura 19A). No TAB epididimal, foi 

observado aumento da expressão de Slc16a2 no grupo tratado somente com 

antibióticos, em relação ao grupo que recebeu veículo, no delineamento do estudo 

com uso do agonista do receptor β3-adrenérgico, e tendência de redução desta 

resposta no grupo tratado com o agonista do receptor β3-adrenérgico, isoladamente 

ou em combinação com antibióticos (Figura 19B). 
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Figura 19 -Efeito dos antibióticos, agonista do receptor β3 adrenérgico e do hormônio T3 sobre a 
expressão relativa do transcrito do Slc16a2 em animais alimentados com dieta normolipídica. 
(A) Expressão relativa de Slc16a2 no TAB inguinal (subcutâneo) e (B) no TAB epididimal (visceral). 
Dados apresentados como média ± EPM. Dados analisados por análise de variância de um fator (one 
way ANOVA) seguida do pós-teste de Tukey. +p<0,05 vs controle. TAB: tecido adiposo branco ATB: 
antibióticos, CL: CL316,243; T3: triiodotironina. 

 

5.1.6 Efeito da modulação da microbiota intestinal com antibióticos, 

estimulação 3 adrenérgica e T3 sobre a concentração sérica de TSH 

 

 No grupo de estudo destinado a investigar o efeito do agonista do receptor 

β3-adrenérgico, foi observada tendência de aumento da concentração sérica do 

hormônio estimulante da tireoide (TSH) em resposta ao tratamento com o agonista 

β3-adrenérgico e com antibióticos, porém não com sua combinação. No grupo de 

estudo destinado a investigar o efeito do T3, foi observado aumento significativo da 

concentração sérica de TSH em resposta ao tratamento com antibióticos e tendência 

de redução em resposta ao tratamento com T3 isoladamente (Figura 20). 
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Figura 20 -Efeito dos antibióticos, agonista do receptor adrenérgico β3 e do T3 sobre a concentração 
sérica de TSH em animais alimentados com dieta normolipídica. 
Valores de referência do TSH: 0,55 -4,78 ng/mL. Dados apresentados como média ± EPM. Dados 
analisados por análise de variância de um fator (one way ANOVA) seguida do pós-teste de Tukey. 
+p<0,05 vs controle. ATB: antibióticos, CL: CL316,243; T3: triiodotironina. 

 

5.1.7 Efeito da modulação da microbiota intestinal com antibióticos sobre a 

atividade da desiodinase tipo 2 

 

 Nos animais alimentados com dieta normolipídica, o tratamento com 

antibióticos resultou em redução significativa da atividade da desiodinase tipo 2, em 

relação ao controle (Figura 21).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21 -Efeito da modulação da microbiota intestinal por antibióticos sobre a atividade da 
desiodinase tipo 2 em animais alimentados com dieta normolipídica.  
Dados apresentados como média ± EPM. Dados analisados pelo Teste T. +p<0,05 vs controle. DIO2: 
deiodinase tipo 2; ATB: antibióticos. 
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5.2 CAMUNDONGOS ALIMENTADOS COM DIETA HIPERLIPÍDICA 

 

Ao longo do estudo não houve perda de camundongos. Desta forma, todas as 

análises foram compostas de 5 animais por grupo.  

 

5.2.1 Efeito da modulação da microbiota intestinal com antibióticos, do 

agonista do receptor 3-adrenérgico e do T3 sobre a massa corporal 

 

 Os camundongos que receberam dieta hiperlipídica apresentaram, no período 

de início do tratamento com antibióticos (10a semana), peso corporal médio de 25,30 

 1,34 g e, ao final do experimento (15a semana), peso médio de 29,14  1,12 g. Os 

camundongos que receberam dieta normolipídica apresentaram peso médio de 

25,24  0,92 g na 10a semana e de 26,41  1,12 g na 15a semana. Embora os 

animais que receberam dieta hiperlipídica tenham apresentado tendência de maior 

peso corporal ao final do experimento, quando comparados aos que receberam dieta 

normolipídica, a diferença não foi estatisticamente significativa (p = 0,966 na 10a 

semana e p = 0,155 na 15a semana). 

 A avaliação semanal do peso corporal não mostrou nenhuma diferença entre 

os grupos de estudo durante todo o experimento. Durante o tratamento com 

antibióticos por 5 semanas, os animais mantiveram o ganho de peso semanal, 

quando comparados aos que receberam veículo (Figura 22A e 22B). O tratamento 

com o agonista do receptor 3-adrenérgico (CL316,243) durante 5 dias promoveu 

discreta tendência de redução do peso corporal em comparação com o controle 

(Figura 22A). Esta tendência não foi observada nos animais que receberam o T3 

durante 3 dias (Figura 22B). 
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B 

 

 

Figura 22– Peso corpóreo dos camundongos alimentados com dieta hiperlipídica no decorrer do 
estudo. 
Peso médio (±EPM) semanal entre a 5a e a 15a semanas de vida dos camundongos alimentados com 

dieta hiperlipídica. (A) Tratamento com agonista do receptor 3-adrenérgico (CL316,243) e (B) 
tratamento com o T3. Dados analisados por análise de variância de dois fatores (two-way ANOVA) 
seguida de pós-teste de Bonferroni. ATB: antibiótico, CL: CL316,243, T3: triiodotironina. 

 

 

5.2.2 Efeito da modulação da microbiota intestinal com antibióticos sobre a 

ingestão de energia, eficiência calórica e ingestão hídrica 

 

Durante o tratamento com antibiótico por 5 semanas (10a a 15a semanas), a 

ingestão de energia (Figura 23A), eficiência calórica (Figura 23B) e o consumo 

hídrico (Figura 23C) não diferiram entre os grupos de tratamento. 
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Figura 23 – Efeito do tratamento com antibióticos durante 5 semanas sobre (A) a energia ingerida, (B) 
eficiência calórica e (C) ingestão hídrica em animais alimentados com dieta hiperlipídica.  
Os grupos indicados com CL e T3 representam a composição para o tratamento subsequente com 
estas substâncias. Dados apresentados em média ± EPM. Dados analisados por análise de variância 
de um fator (one way ANOVA) seguida do pós-teste de Tukey. ATB: antibióticos; DH: dieta 
hiperlipídica; CL: CL316,243; T3: triiodotironina.  
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5.2.3 Efeito da modulação da microbiota intestinal com antibióticos, do 

agonista do receptor 3-adrenérgico e do T3 sobre a ingestão de energia e 

eficiência calórica em animais alimentados com dieta hiperlipídica 

 

Não foi observada alteração da ingestão de energia dos animais que 

receberam antibióticos e/ou o agonista do receptor 3-adrenérgico, embora tenha 

havido tendência não significativa de diminuição nos grupos tratados com o agonista 

3-adrenérgico na ausência ou presença de antibióticos (Figura 24A). Nos animais 

tratados com T3, não houve modificação da ingestão de energia em relação ao 

controle ou aos outros grupos de estudo (Figura 24A). 

Foi verificada ainda, redução da eficiência calórica nos animais dos grupos 

que receberam o agonista do receptor 3 adrenérgico, quando comparados aos 

animais controles (Figura 24B). Contudo a eficiência calórica dos animais que 

receberam antibióticos e/ou o T3 não foi modificada, embora tenha se observada 

tendência de aumento quando comparado o grupo que recebeu somente T3 com o 

grupo controle (Figura 24B). 
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Figura 24 – Efeito da modulação da microbiota intestinal com antibióticos, agonista do receptor 3-
adrenérgico e T3 sobre (A) a energia ingerida e (B) eficiência calórica em animais alimentados com 
dieta hiperlipídica. 
Dados apresentados em média ± EPM. Dados analisados por análise de variância de um fator (one 
way ANOVA) seguida do pós-teste de Tukey. DH: dieta hiperlipídica; ATB: antibióticos; CL: 
CL316,243; T3: triiodotironina. 

 

5.2.4 Efeito da modulação da microbiota intestinal com antibióticos, do 

agonista do receptor β3-adrenérgico e do T3 sobre a adiposidade e massa do 

fígado 

 

Os camundongos tratados com o agonista do receptor β3-adrenérgico durante 

5 dias apresentaram uma tendência não significativa de redução da massa do TAB 

visceral epididimal e retroperitoneal, em relação ao grupo que recebeu veículo 

(Figura 25A e 25B). Os animais tratados com antibióticos ou com T3 durante 3 dias 

não apresentaram modificação da massa do TAB visceral epididimal e 

retroperitoneal, quando comparados ao grupo que recebeu veículo (Figura 25A e 

25B).  
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Figura 25– Efeito dos antibióticos, agonista do receptor β3-adrenérgico e do T3 sobre a adiposidade 
visceral em animais alimentados com dieta hiperlipídica.  
(A) Massa do TAB epididimal (visceral) e (B) massa do TAB retroperitoneal (visceral), corrigida pelo 
peso corporal. Dados apresentados como média ± EPM. Dados analisados por análise de variância 
de um fator (one way ANOVA) seguida do pós-teste de Tukey. DH: dieta hiperlipídica; TAB: tecido 
adiposo branco, ATB: antibióticos, CL: CL316,243; T3: triiodotironina. 

 

A massa do TAB subcutâneo inguinal não foi alterada pelo tratamento com o 

agonista do receptor 3-adrenérgico ou pelo o tratamento com o T3, na ausência ou 

presença de modulação da microbiota intestinal com antibióticos (Figura 26). 
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Figura 26 - Efeito dos antibióticos, agonista do receptor β3-adrenérgico e do T3 sobre a adiposidade 
subcutânea em animais alimentados com dieta hiperlipídica.  
Massa do TAB inguinal (subcutâneo), corrigida pelo peso corporal. Dados apresentados como média 
± EPM. Dados analisados por análise de variância de um fator (one way ANOVA) seguida do pós-
teste de Tukey. DH: dieta hiperlipídica; TAB: tecido adiposo branco, ATB: antibióticos, CL: 
CL316,243; T3: triiodotironina. 
 
 

Foi observado aumento da massa do TAM interescapular no grupo de 

camundongos que recebeu somente antibióticos, em comparação com o grupo que 

recebeu veículo. Além disso, foi observado aumento na massa do TAM 

interescapular nos animais tratados com o T3, em relação aos que receberam 

veículo, na presença ou ausência de antibióticos (Figura 27).  

 

  

 

Figura 27 Efeito dos antibióticos, agonista do receptor β3-adrenérgico e do T3 sobre a massa do TAM 
interescapular em animais alimentados com dieta hiperlipídica. 
Massa do TAM interescapular, corrigida pelo peso corporal. Dados apresentados como média ± EPM. 
Dados analisados por análise de variância de um fator (one way ANOVA) seguida do pós-teste de 
Tukey. *p<0,05 vs DH; DH: dieta hiperlipídica; TAM: tecido adiposo marrom, ATB: antibióticos, CL: 
CL316,243; T3: triiodotironina. 

 

Nenhuma alteração foi encontrada na massa do fígado, quando os diferentes 

grupos de estudo foram comparados (Figura 28). 
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Figura 28 – Efeito dos antibióticos, agonista do receptor β3-adrenérgico e do T3 sobre a massa do 
fígado em animais alimentados com dieta hiperlipídica.  
Massa do fígado, corrigida pelo peso corporal. Dados apresentados como média ± EPM. Dados 
analisados por análise de variância de um fator (one way ANOVA) seguida do pós-teste de Tukey. 
DH: dieta hiperlipídica; ATB: antibióticos, CL: CL316,243; T3: triiodotironina. 
 

 

5.2.5 Efeito da modulação da microbiota intestinal com antibióticos sobre a 

expressão de genes relacionados à termogênese no tecido adiposo em 

resposta à estimulação 3-adrenérgica e ao T3 

 

 Nenhuma diferença foi encontrada em relação à expressão de Ucp1 quando 

se comparou o grupo que recebeu somente antibióticos com o grupo controle, nos 

três depósitos de tecido adiposo avaliados, embora no TAB inguinal tenha havido 

tendência de aumento da expressão deste transcrito no grupo que recebeu 

antibióticos (Figura 29A, 29B e 29C). No TAB subcutâneo inguinal (Figura 29A) e 

TAB visceral epididimal (Figura 29B), a expressão relativa de Ucp1 foi 

significativamente aumentada pelo tratamento com o agonista do receptor 3-

adrenérgico, quando comparado com o grupo controle. Além disso, nestes dois 

depósitos a indução da expressão de Ucp1 foi acentuada pelo co-tratamento com 

antibióticos (Figuras 29A e 29B). No TAB inguinal, a expressão relativa média de 

Ucp1 foi de 116 vezes nos animais tratados com o agonista do receptor 3-

adrenérgico e de 235,7 vezes nos animais co-tratados com antibióticos e agonista 

do receptor 3-adrenérgico (Figura 29A). No TAB epididimal (Figura 29B), a indução 

média da expressão de Ucp1 foi de 6,26 vezes no grupo tratado com o agonista do 

receptor 3-adrenérgico e de 11,87 vezes no grupo co-tratado com antibióticos e 

agonista do receptor 3-adrenérgico.  

No TAM interescapular (Figura 29C), os grupos que receberam o agonista do 

receptor 3-adrenérgico, na ausência ou presença de antibióticos, apresentaram 
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aumento da expressão relativa de Ucp1, quando comparados ao controle. tiveram 

uma maior expressão de Ucp-1 quando comparado como grupo controle.  

 O tratamento com o T3 induziu aumento significativo da expressão de Ucp1 

no TAB inguinal, quando comparado com o grupo controle (Figura 29A). O co-

tratamento com antibióticos reduziu significativamente a indução de Ucp1 pelo T3; 

nos animais que receberam apenas T3 a indução média de Ucp1 foi de 167,6 vezes, 

ao passo que os animais que receberam antibióticos e T3 apresentaram indução 

média significativamente inferior, de 95,21 vezes (Figura 29A). No TAB epididimal, 

foi observado comportamento semelhante. O tratamento com T3 induziu 

significativamente a expressão de Ucp1 (média de 40,99 vezes), ao passo que o co-

tratamento com antibióticos reduziu a indução pelo T3 para 4,13 vezes (Figura 29B). 

Não foi observada mudança da expressão de Ucp1 no TAM interescapular em 

resposta ao T3 e/ou antibióticos (Figura 29C).  
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C 

  
Figura 29 - Efeito dos antibióticos, agonista do receptor β3-adrenérgico e do T3 sobre a expressão 
relativa de Ucp1 em animais alimentados com dieta hiperlipídica.  
(A) Expressão relativa de Ucp1 no TAB inguinal (subcutâneo), (B) no TAB epididimal (visceral) e (C) 
no TAB interescapular. Dados apresentados como média ± EPM. Dados analisados por análise de 
variância de um fator (one way ANOVA) seguida do pós-teste de Tukey. +p<0,05 vs DH; *p<0,05 vs 
CL ou T3. TAB: tecido adiposo branco, TAM: tecido adiposo marrom. DH: dieta hiperlipídica; ATB: 
antibióticos; CL: CL316,243; T3: triiodotironina. 

 

 O tratamento com o agonista do receptor 3-adrenérgico induziu 

significativamente a expressão relativa de Ppargc1a, quando comparado ao controle 

(Figura 30A). O tratamento com antibióticos, isoladamente, não modificou 

significativamente a expressão deste transcrito, porém a indução pelo co-tratamento 

com antibióticos e o agonista do receptor 3-adrenérgico foi significativamente 

superior (18,59 vezes) à observada em resposta ao tratamento com o agonista do 

receptor 3-adrenérgico isoladamente (10,58 vezes) (Figura 30A). No TAB 

epididimal, foi observada indução do Ppargc1a em resposta ao tratamento com o 

agonista do receptor 3-adrenérgico, em comparação com o grupo controle. O 

tratamento com os antibióticos isoladamente ou em combinação com o agonista do 

receptor 3-adrenérgico não modificaram significativamente sua expressão (Figura 

30B). 

No TAB inguinal, os camundongos tratados com T3 ou antibióticos, 

isoladamente, apresentaram indução discreta e não significativa da expressão de 

Ppargc1a, quando comparados com o grupo controle (Figura 30A). O co-tratamento 

com T3 e antibióticos, no entanto, induziu aumento significativo da expressão 

relativa deste transcrito (indução média de 31,87 vezes versus de 4,9 vezes em 

resposta ao tratamento com T3 isoladamente (Figura 30A). No TAB epididimal, foi 

observado aumento discreto e significativo da expressão de Ppargc1a nos grupos 

que receberam o tratamento com T3 isoladamente ou na presença de antibióticos, 

quando comparados com o grupo controle (Figura 30B).  
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Figura 30 - Efeito dos antibióticos, agonista do receptor β3-adrenérgico e do T3 sobre a expressão 
relativa de Ppargc1a em animais alimentados com dieta hiperlipídica.  
(A) Expressão relativa de Ppargc1a no TAB inguinal (subcutâneo) e (B) no TAB epididimal (visceral). 
Dados apresentados como média ± EPM. Dados analisados por análise de variância de um fator (one 
way ANOVA) seguida do pós-teste de Tukey. +p<0,05 vs DH; *p<0,05 vs CL ou T3. DH: dieta 
hiperlipídica; TAB: tecido adiposo branco ATB: antibióticos, CL: CL316,243; T3: triiodotironina. 

 

No TAB inguinal, o tratamento com o antibióticos, ou com o agonista do 

receptor β3-adrenérgico ou T3, isoladamente ou na presença de antibióticos, não 

promoveu modificação da expressão relativa de Prdm16 (Figura 31A). Foi observada 

tendência de redução da expressão deste transcrito em resposta ao tratamento 

isolado com antibióticos, embora não significativa (Figura 31A). No TAB epididimal, o 

tratamento com o agonista do receptor β3-adrenérgico, na ausência ou presença de 

antibióticos, não modificou a expressão de Prdm16, embora tenha sido observada 

tendência de redução da expressão deste transcrito em resposta ao tratamento com 

o agonista do receptor β3-adrenérgico isoladamente (Figura 31B). Neste mesmo 

depósito, o tratamento com T3 induziu de forma discreta porém significativa a 

expressão de Prdm16, porém o co-tratamento com antibióticos aboliu este efeito 

(Figura 31B). 
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Figura 31 -Efeito dos antibióticos, agonista do receptor β3-adrenérgico e do T3 sobre a expressão 
relativa de Prdm16 em animais alimentados com dieta hiperlipídica.  
(A) Expressão relativa de Prdm16 no TAB inguinal (subcutâneo) e (B) no TAB epididimal (visceral). 
Dados apresentados como média ± EPM. Dados analisados por análise de variância de um fator (one 
way ANOVA) seguida do pós-teste de Tukey. +p<0,05 vs DH; *p<0,05 vs T3. DH: dieta hiperlipídica. 
TAB: tecido adiposo branco ATB: antibióticos, CL: CL316,243; T3: triiodotironina. 

  

5.2.6 Efeito da modulação da microbiota intestinal com antibióticos sobre a 

expressão de genes relacionados à ação do hormônio tireoidiano no tecido 

adiposo em resposta à estimulação 3 adrenérgica e ao T3 

 

Foi investigado, também, o efeito da modulação da microbiota intestinal com 

antibióticos sobre a expressão de transcritos relacionados à ação do hormônio 

tireoidiano e, também, o efeito da modulação da microbiota sobre a expressão 

destes transcritos em resposta ao tratamento com agonista do receptor 3-

adrenérgico ou T3. Os transcritos analisados foram aqueles da desiodinase tipo 2 

(Dio2), dos receptores de hormônio tireoidiano THR (Thr) e THR (Thr) e da 

proteína de membrana transportadora de hormônio tireoidiano MCT8 (Slc16a2). 

DH CL ATB ATB +CL 
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

E
x
p
re

s
s
ã
o
 r

e
la

tiv
a
 d

o
 m

R
N

A
 

P
rd

m
1
6
  
n
o
 T

A
B

 in
g
u
in

a
l

DH T3 ATB ATB +T3
0.0

0.5

1.0

1.5

E
x
p
re

s
s
ã
o
 r

e
la

tiv
a
 d

o
 m

R
N

A
 

P
rd

m
1
6
  
n
o
 T

A
B

 in
g
u
in

a
l

DH CL ATB ATB + CL 
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

E
x
p
re

s
s
ã
o
 r

e
la

tiv
a
 d

o
 m

R
N

A
 

P
rd

m
1
6
 n

o
 T

A
B

 e
p
id

id
im

a
l

DH T3 ATB ATB + T3 
0

1

2

3

4

5

*

E
x
p
re

s
s
ã
o
 r

e
la

tiv
a
 d

o
 m

R
N

A
 

P
rd

m
1
6
 n

o
 T

A
B

 e
p
id

id
im

a
l

+



81 
 

 No TAB inguinal, foi observado um aumento na expressão de Dio2 nos 

camundongos que receberam agonista do receptor 3-adrenérgico, em relação ao 

controle. O tratamento com antibióticos, isoladamente, não modificou a expressão 

deste transcrito, porém o co-tratamento do agonista do receptor 3-adrenérgico com 

antibióticos acentuou a indução observada em resposta ao tratamento isolado com o 

agonista do receptor 3-adrenérgico (indução 50,95 vezes versus 25,18 vezes) 

(Figura 32A). No TAB epididimal, foi observado comportamento semelhante, porém 

a indução da expressão de Dio2 foi menos acentuada, porém não significativa 

(Figura 32B). 

 No TAB inguinal, o tratamento com T3 aumentou a expressão de Dio2, 

embora o aumento não tenha sido estatisticamente significativo. O co-tratamento 

com antibióticos e T3 induziu significativamente a expressão deste transcrito (52,19 

vezes) quando comparado com o tratamento isolado com (indução 18,79 vezes) 

(Figura 32A). No TAB epididimal, foi observado aumento significativo da expressão 

de Dio2 nos grupos tratados com T3, na ausência ou presença de antibióticos, em 

relação ao controle (Figura 32B). 
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Figura 32 - Efeito dos antibióticos, agonista do receptor β3 adrenérgico e do T3 sobre a expressão 
relativa da Dio2 em animais alimentados com dieta hiperlipídica. 
(A) Expressão relativa de Dio2 no TAB inguinal (subcutâneo) e (B) no TAB epididimal (visceral). 
Dados apresentados como média ± EPM. Dados analisados por análise de variância de um fator (one 
way ANOVA) seguida do pós-teste de Tukey. +p<0,05 vs DH; *p<0,05 vs CL ou T3. DH: dieta 
hiperlipídica; TAB: tecido adiposo branco ATB: antibióticos, CL: CL316,243; T3: triiodotironina. 

 

A expressão dos transcritos dos genes que codificam as duas isoformas do 

receptor do hormônio tireoidiano, THR e THR, também foi avaliada. No TAB 

inguinal, o tratamento com antibióticos e/ou o agonista do receptor 3-adrenérgico 

não modificou significativamente a expressão do Thra em relação ao controle, 

embora tenha sido observada redução de sua expressão em resposta ao agonista 

3-adrenérgico (Figura 33A). No TAB epididimal, a expressão de Thra diminuiu em 

todos os grupos, em relação ao controle, e de forma mais acentuada nos grupos que 

receberam o agonista do receptor 3-adrenérgico (Figura 33B). 

No TAB inguinal, o tratamento com T3 e antibióticos, isoladamente ou em 

combinação, não modificou a expressão relativa de Thra, em relação ao controle, 

embora tenha havido tendência de redução da expressão deste transcrito em 

resposta ao tratamento combinado com T3 e antibióticos (Figura 33A). No TAB 
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epididimal, o tratamento com T3 não modificou a expressão de Thra, em 

comparação com o controle, porém o tratamento com antibióticos reduziu 

significativamente a expressão deste transcrito. Além disso, o co-tratamento com T3 

e antibióticos reduziu de forma mais acentuada a expressão de Thra, quando 

comparado ao tratamento isolado com antibióticos (Figura 33B).  
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Figura 33 - Efeito dos antibióticos, agonista do receptor β3 adrenérgico e do T3 sobre a expressão 
relativa de Thra em animais alimentados com dieta hiperlipídica.  
(A) Expressão relativa de Thra no TAB inguinal (subcutâneo) e (B) no TAB epididimal (visceral). 
Dados apresentados como média ± EPM. Dados analisados por análise de variância de um fator (one 
way ANOVA) seguida do pós-teste de Tukey. +p<0,05 vs DH; *p<0,05 vs T3. DH: dieta hiperlipídica; 
TAB: tecido adiposo branco ATB: antibióticos, CL: CL316,243; T3: triiodotironina. 

 

A expressão de Thrb, no TAB inguinal, não se modificou em resposta aos 

tratamentos testados, embora tenha havido tendência de aumento da expressão 

deste transcrito nos animais que receberam antibióticos, em comparação com o 

controle, quando se analisaram os grupos tratados com T3 e/ou antibióticos (Figura 

34A). No TAB epididimal, foi observada uma redução na expressão de Thrb, nos 

grupos que receberam o agonista do receptor β3 adrenérgico, isoladamente ou na 
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presença de antibióticos, em relação ao grupo controle, e no grupo que recebeu 

antibióticos em combinação com o T3 (Figura 34B).  
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Figura 34- Efeito dos antibióticos, agonista do receptor β3 adrenérgico e do T3 sobre a expressão 
relativa de Thrb em animais alimentados com dieta hiperlipídica.  
(A) Expressão relativa de Thrb no TAB inguinal (subcutâneo) e (B) no TAB epididimal (visceral). 
Dados apresentados como média ± EPM. Dados analisados por análise de variância de um fator (one 
way ANOVA) seguida do pós-teste de Tukey. +p<0,05 vs DH; *p<0,05 vs T3. DH: dieta hiperlipídica; 
TAB: tecido adiposo branco ATB: antibióticos, CL: CL316,243; T3: triiodotironina. 

 

 No TAB inguinal, não foi observada alteração da expressão do transcrito do 

gene Scl16a2 em resposta aos diferentes tratamentos testados, embora tenha 

havido tendência de redução de sua expressão nos animais tratados com o agonista 

do receptor 3-adrenérgico (Figura 35A). Entretanto no TAB epididimal, o tratamento 

com o agonista do receptor 3-adrenérgico, isoladamente ou em combinação com 

antibiótidos, reduziu significativamente a expressão de Scl16a2, em comparação 

com o grupo controle. Diferentemente, o tratamento com T3 aumentou a expressão 

deste transcrito, em comparação com o grupo controle, porém este efeito foi abolido 

pelo uso de antibióticos, uma vez que o co-tratamento com T3 e antibióticos reduziu 

significativamente sua expressão, em relação ao controle e em relação ao grupo 

tratado com T3 isoladamente (Figura 35B).  



85 
 

 

 

A 

  

B 

  

Figura 35- Efeito dos antibióticos, agonista do receptor β3 adrenérgico e do T3 sobre a expressão 
relativa de Scl16a2 em animais alimentados com dieta hiperlipídica.  
(A) Expressão relativa de Scl16a2 no TAB inguinal (subcutâneo) e (B) no TAB epididimal (visceral). 
Dados apresentados como média ± EPM. Dados analisados por análise de variância de um fator (one 
way ANOVA) seguida do pós-teste de Tukey. +p<0,05 vs DH; *p<0,05 vs T3. DH: dieta hiperlipídica; 
TAB: tecido adiposo branco ATB: antibióticos, CL: CL316,243; T3: triiodotironina. 

 

 

5.2.7 Efeito da modulação da microbiota intestinal com antibióticos, 

estimulação 3 adrenérgica e T3 sobre a concentração sérica de TSH 

 

 Nenhum dos tratamentos testados modificou significativamente a 

concentração sérica de TSH, embora o tratamento com antibióticos, o agonista 3-

adrenérgico e o T3 tenham resultado em tendência de redução desta variável 

(Figura 36).  
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Figura 36 -Efeito dos antibióticos, agonista do receptor β3 adrenérgico e do T3 sobre as 
concentrações séricas de TSH em animais alimentados com dieta hiperlipídica. 
Valores de referência do TSH: 0,55 -4,78 ng/mL. Dados apresentados como média ± EPM. Dados 
analisados por análise de variância de um fator (one way ANOVA) seguida do pós-teste de Tukey. 
DH: dieta hiperlipídica; ATB: antibióticos, CL = CL316,243; T3 = triiodotironina. 

 

5.2.8 Efeito da modulação da microbiota intestinal com antibióticos sobre a 

atividade da desiodinase tipo 2 

 

 A atividade da desiodinase tipo 2 não foi modificada pelo tratamento com 

antibióticos, nos animais alimentados pela dieta hiperlipídica, em relação ao gurpo 

controle, embora tenha havido tendência de redução (Figura 37). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37 - Efeito dos antibióticos sobre a atividade da desiodinase tipo 2 em animais alimentados 
com dieta hiperlipídica.  
Dados apresentados como média ± EPM. Dados analisados pelo Teste T. +p<0,05 vs controle. DIO2: 
desiodinase tipo 2; DH: dieta hiperlipídica; ATB: antibióticos. 
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6 DISCUSSÃO  

 

No presente estudo, investigou-se o efeito da modulação da microbiota 

intestinal de camundongos C57Bl/6, alimentados com dieta normo ou hiperlipídica, 

no efeito dos principais componentes da resposta ao frio no tecido adiposo marrom e 

no amarronzamento do tecido adiposo branco, ou recrutamento dos adipócitos bege. 

O principal desfecho analisado foi a expressão do transcrito do gene que codifica a 

UCP1, e foi observado um efeito divergente da modulação da microbiota intestinal 

na resposta do tecido adiposo branco à estimulação 3-adrenérgica e pelo hormônio 

triiodotironina. 

A composição da microbiota intestinal é dinâmica e adaptável, e uma série de 

estratégias, incluindo o uso de antibióticos, têm sido utilizadas para modular sua 

composição e investigar seus efeitos sobre variados desfechos. Neste estudo, 

utilizamos a combinação dos antibióticos vancomicina (0,5 g/L) e ciprofloxacina (0,2 

g/L), administrada na água de beber dos camundongos por 5 semanas, com a 

finalidade de promover modulação da microbiota intestinal. Durante o período de 

tratamento, os camundongos que receberam dieta normolipídica e hiperlipídica 

apresentaram o peso corporal dentro da faixa esperada de crescimento para 

camundongos C57BL/6 machos e comparável à do grupo controle, não tendo 

havido, portanto, interferência do uso de antibióticos no peso corporal.  

Resultados semelhantes foram observados no estudo realizado por Cho et al 

(93) em camundongos fêmeas alimentadas com dieta normolipídica e que 

receberam tratamento com vancomicina (1 g/g de peso corporal), por 7 semanas, 

na água de beber. Entretanto, no estudo realizado por Murphy et al (94), 

camundongos C57BL/6J alimentados com dieta hiperlipídica e tratados durante 8 

semanas com vancomicina (2 mg/dia), administrada por gavagem, apresentaram 

redução do peso corporal, apesar de não ter havido mudança da ingestão de 

energia. A ciprofloxacina foi utilizada em outros estudos para modulação da 

microbiota intestinal, como no de Norville et al (95), em camundongos A/Jola 

alimentados com dieta normolipídica e infectados com Coxiella burnetii. Os animais 

foram tratados por 7 dias com 50 mg/kg de ciprofloxacina, duas vezes ao dia na 

água de beber ou uma vez ao dia por inalação, e foi possível observar que os 

animais que receberam esse antibiótico por inalação apresentaram manutenção do 
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peso corporal, enquanto os animais que receberam o antibiótico na água de beber 

tiveram redução do peso corporal. 

Os resultados divergentes dos estudos podem ser explicados pela diferença 

na via de administração, como também pela dose e período de tratamento. Contudo 

vale ressaltar que essa ausência de diferença significativa do peso corporal dos 

camundongos entre os grupos de tratamento pode representar um aspecto favorável 

do nosso estudo, uma vez que o objetivo do uso de antibióticos foi tão somente a 

modulação da microbiota intestinal e não a promoção de alteração do peso corporal. 

Desta forma, os resultados encontrados não foram relacionados a mudanças do 

peso corporal. 

A ingestão hídrica dos camundongos foi semelhante entre os grupos de 

estudo durante todo período de tratamento, tanto nos animais que receberam dieta 

normolipídica quanto nos animais que receberam dieta hiperlipídica. Desta forma, os 

animais que receberam antibióticos na água de beber não tiveram comprometimento 

da ingestão hídrica. Corroborando com esse resultado, estudo realizado por Hwang 

et al (96) também mostrou que a ingestão hídrica de camundongos C57BL/6J não foi 

comprometida quando esses animais receberam antibióticos (vancomicina 0,5 g/L e 

bacitracina 1 g/L) na água de beber por 8 semanas. Da mesma forma, no estudo 

realizado por Reikvam et al (97) em camundongos BALB/c, foi mostrado que os 

animais que receberam antibióticos (vancomicina 5 mg/mL, neomicina 10 mg/mL, 

metronidazol 10 mg/mL e anfontericina-B 0,1mg/mL) por gavagem durante 17 dias 

não tiveram comprometimento da ingestão hídrica. 

No presente estudo, o tratamento com os antibióticos não promoveu 

modificação da ingestão de energia e eficiência calórica nos camundongos 

alimentados com dieta normolipídica ou hiperlipídica. Similar resultado foi observado 

nos dois estudos já descritos anteriormente, de Murphy et al (94) e Hwang et al (96). 

O tratamento com os antibióticos também não alterou a massa de diferentes 

depósitos de tecido adiposo (epididimal, retroperitoneal, inguinal e interescapular), 

nem a massa do fígado, nos camundongos alimentados com dieta normolipídica ou 

hiperlipídica, com exceção da massa do TAM interescapular nos animais que 

receberam dieta hiperlipídica, em que houve aumento no grupo tratado com 

antibióticos em relação ao controle. No estudo de Hwang et al (96) foi observado 

que camundongos alimentados com dieta hiperlipídica e tratados com antibióticos 

não tiveram modificação da massa de diferentes depósitos de tecido adiposo 
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(inguinal, retroperitoneal e interescapular), mas apresentaram aumento da massa do 

TAB epididimal, quando comparados com o grupo que recebeu somente dieta 

hiperlipídica. No estudo de Norville et al (95), também não foi observada alteração 

da massa do fígado de camundongos receberam antibiótico. 

Com a microbiota intestinal com o uso dos antibióticos, buscou-se aprofundar 

a relação entre a microbiota intestinal e o recrutamento de adipócitos termogênicos. 

Para isso, utilizamos os dois principais componentes da resposta ao frio, o agonista 

do receptor β3-adrenérgico e o hormônio triiodotironina (98). 

O tratamento com o agonista do receptor β3-adrenérgico durante 5 dias, por 

via intraperitoneal, não promoveu diminuição significativa do peso corporal dos 

camundongos alimentados com dieta normolipídica ou hiperlipídica. O fato de não 

termos encontrado uma diferença significativa no nosso estudo pode ser justificado 

pela curta duração do tratamento. Resultado semelhante foi descrito no estudo 

realizado por Shin et al (99) em camundongos C57BL/6J alimentados com dieta 

normolipídica e que receberam por 7 dias o tratamento com o agonista do receptor 

β3-adrenérgico (CL 316,243) na dose de 0,1 mg/kg/dia, por injeção subcutânea. A 

dose utilizada neste estudo foi inferior à utilizada no presente estudo, embora o 

tempo de tratamento tenha sido maior. Entretanto, no estudo de Warner et al (100), 

realizado em ratos wistar alimentados com dieta hiperlipídica, foi observada 

diminuição do peso corporal quando os animais receberam, por infusão contínua, 

durante 3 semanas, o agonista do receptor β3-adrenérgico (CL 316,243) na dose de 

1 mg/kg/dia. De forma semelhante, no estudo realizado por Nagase et al (101), foi 

observada redução do peso corporal dos camundongos C57BL/6J alimentados com 

dieta normolipídica e que receberam por injeção subcutânea o agonista do receptor 

β3-adrenérgico (CL 316,243), por 2 semanas, na dose de 0,1 mg/kg/dia. Vale 

ressaltar que os estudos citados não são diretamente comparáveis ao nosso, pois o 

tempo de tratamento e/ou dose utilizada foram diferentes, de forma que o efeito final 

do agonista β3-adrenérgico tenha sido diferente. 

Durante o tratamento com o agonista do receptor β3-adrenérgico não foi 

observada também diferença da quantidade de energia ingerida entre os grupos que 

receberam dieta hiperlipídica. Entretanto observou-se uma diminuição da eficiência 

calórica no grupo que recebeu o agonista do receptor β3-adrenérgico. Desta forma, 

esperaria-se perda de peso em relação ao controle. É possível que o tempo de 

tratamento não tenha sido suficiente para promover perda significativa de peso. 
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Entretanto, ainda que diferença de peso não tenha sido significativa, ela foi 

suficiente para promover redução da eficiência calórica. No estudo realizado por 

Warner et al (100), que envolveu tratamento com CL316,243 por 3 semanas, na 

dose de 1 mg/kg/dia, também não foi observada mudança da energia ingerida, em 

relação ao controle. Entretanto, o estudo de Susulic (71), no qual os animais 

receberam tratamento agudo (dose de 1 mg/kg) com o agonista do receptor β3-

adrenérgico, observou-se redução da ingestão de energia. 

Em relação à massa dos depósitos de tecido adiposo (epididimal, 

retroperitoneal, inguinal, interescapular) e do fígado, foi observado que nos animais 

alimentados com dieta normolipídica e que receberam o agonista do receptor β3-

adrenérgico e antibióticos, mas não nos que receberam estes tratamentos 

isoladamente, houve redução da massa dos depósitos viscerais epididimal e 

retroperitoneal, como também da massa do depósito subcutâneo inguinal, em 

relação ao controle. Nenhuma alteração foi observada na massa de depósitos de 

tecido adiposo ou do fígado nos animais alimentados com dieta hiperlipídica. 

Alguns estudos avaliaram o efeito do uso do agonista do receptor 3-

adrenérgico, utilizado no presente estudo (CL316,243), na massa dos diferentes 

depósitos de tecido adiposo. No estudo realizado por Shin et al (99), não foi 

observada alteração da massa do tecido adiposo interescapular, inguinal e gonadal 

nos camundongos alimentados com dieta normolipídica e tratados com o agonista 

do receptor 3-adrenérgico (0,1 mg/kg/dia por injeção subcutânea, durante 7 dias). 

De forma semelhante, no estudo realizado por Warner (100) não foi observada 

alteração da massa do TAB epididimal, inguinal e massa do fígado, quando os 

animais alimentados com dieta hiperlipídica receberam o agonista do receptor 3-

adrenérgico (1 mg/kg/dia por infusão, durante 3 semanas). Diferentemente, no 

estudo de Yoshida et al (102), foi observada redução da massa do tecido adiposo 

visceral retroperitoneal e aumento do TAM interescapular nos camundongos 

alimentados com dieta normolipídica que receberam o agonista do receptor 3-

adrenérgico (0,1 mg/kg/dia por gavagem, durante 2 semanas). Vale ressaltar que os 

estudos citados não são diretamente comparáveis ao presente estudo, pois o tempo 

de tratamento e/ou dose utilizada foram diferentes. 

O tratamento com T3 durante 3 dias, na dose de 10 µg/dia, não modificou o 

peso corporal dos animais alimentados com dieta normolipídica ou hiperlipídica. 
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Resultado semelhante foi observado no estudo de Luvizotto et al (103), embora com 

dose total inferior de T3, quando comparada à do presente estudo. Os autores 

observaram que ratos Wistar alimentados com dieta normolipídica e tratados com T3 

na dose de 0,5 g/100g de peso durante 4 semanas, por via intraperitoneal, não 

apresentaram alteração do peso corporal quando comparados ao controle. 

Entretanto, Alvarez-Crespo et al (104) observaram que a administração 

intracerebroventricular de T3, na dose de 8 ng/dia, durante 6 dias, a camundongos 

C57BL/6 alimentados com dieta normolipídica resultou em diminuição do peso 

corporal. Não foi encontrado estudo com esquema de tratamento com T3 

semelhante ao do presente estudo que tenha descrito o efeito da dose utilizada 

sobre o peso corporal. 

Os animais alimentados com dieta hiperlipídica e tratados T3 não 

apresentaram aumento da ingestão de energia e menor redução da eficiência 

calórica. No estudo de Luvizotto et al (103) também não foi observado alteração do 

consumo alimentar de animais tratados com T3. Entretanto, o aumento da ingestão 

alimentar foi observado no estudo de Alvarez-Crespo (104), como também no 

estudo de Cao et al (105). Neste último, camundongos alimentados com dieta 

hiperlipídica e tratados com T3 (200 g/kg duas vezes por semana durante 3 

semanas) apresentaram aumento da ingestão de energia e também do gasto 

energético. 

Em relação à adiposidade, os animais alimentados com dieta normolipídica e 

tratados com T3 apresentaram redução da massa do tecido adiposo visceral 

epididimal e manutenção da massa dos demais depósitos avaliados (retroperitoneal 

e inguinal). Os animais que receberam antibióticos e T3 apresentaram aumento da 

massa do TAM interescapular. No grupo alimentado com dieta hiperlipídica, foi 

observado aumento na massa do TAM interescapular em resposta ao tratamento 

com T3 isoladamente e com antibióticos. A redução da massa adiposa branca 

visceral é consistente com os benefícios do T3 sobre a homeostase metabólica. 

Entretanto, este efeito não é observado em todos os estudos que envolveram 

tratamento com T3. Cao et al (105) e Luvizotto et al (103) não observaram alteração 

da massa de gordura, embora seus resultados não sejam diretamente comparáveis 

com os do presente estudo em razão dos diferentes esquemas posológicos 

empregados. Lin et al (79), por sua vez, observaram-se que o tratamento com o 

agonista seletivo do THR beta reduziu massa de gordura, e no estudo de Alvarez-
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Crespo et al (104) foi observado aumento da massa do TAM interescapular em 

resposta ao tratamento com T3.  

A dose que utilizamos de T3 não foi suficiente para promover mudanças na 

massa do fígado. Entretanto, no estudo realizado por Malik et al (106), em que 

camundongos foram tratados com dose mais elevada de T3 (4 mg/kg) durante o 

mesmo período de 3 dias, foi observado aumento na massa do fígado, sugerindo a 

influência deste hormônio sobre o tecido hepático. 

A termogênese adaptativa induzida pelo frio ocorre nos adipócitos 

termogênicos, marrons e bege. Os mecanismos envolvidos na ativação da 

termogênese nestas células pelo frio envolvem, classicamente, o aumento da 

atividade simpática, com liberação de catecolaminas, e ativação do eixo hipotálamo-

hipófise-tireoide (107). O papel da microbiota intestinal na termogênese adaptativa 

induzida pelo frio foi previamente caracterizado por Chevalier et al (11) porém, para 

nosso conhecimento, o efeito da microbiota intestinal sobre os dois componentes 

principais da ativação deste processo, a sinalização 3-adrenérgica pelas 

catecolaminas e a ação do hormônio tireoidiano, avaliados individualmente, não foi 

caracterizado. Embora o efeito final destes componentes seja o mesmo, de indução 

da termogênese, as vias de sinalização por cada um deles é específica. Desta 

forma, o presente estudo buscou dissecar o efeito da modulação da microbiota 

intestinal sobre cada um dos componentes da resposta a frio. Para isso, foi avaliada 

a resposta do TAB e do TAM ao T3 e à sinalização 3-adrenérgica, na ausência ou 

presença da modulação da microbiota intestinal com uso de antibióticos, utilizando-

se como desfechos a expressão de transcritos de genes relacionados à 

termogênese. Esta investigação, além disso, foi conduzida em diferentes cenários 

de dieta, normolipídica e hiperlipídica, uma vez que a dieta representa importante 

influência sobre a composição da microbiota intestinal havendo, assim, possibilidade 

de a modulação de sua composição nestes diferentes contextos promover 

mudanças diferentes nestes marcadores. 

No TAB inguinal e epididimal, como também no TAM interescapular, não 

houve diferença da expressão de Ucp1 em resposta à modulação da microbiota 

intestinal com antibióticos, nos dois cenários de dieta. Entretanto, no estudo 

realizado por Suarez-Zamorano et al (10), observou-se que animais alimentados 

com dieta normolipídica ou hiperlipídica e tratados com coquetel de antibióticos 

composto por neomicina (100 μg/mL), estreptomicina (50 μg/mL), penicilina (100 
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U/mL), vancomicina (50 μg/mL), metronidazol (100 μg/mL), bacitracina (1 mg/mL), 

ciprofloxacina (125 μg/mL), ceftazidima (100 μg/mL) e gentamicina (170 μg/mL), 

administrados na água de beber durante 40 dias, apresentaram aumento da 

expressão de Ucp1 no TAB inguinal e perigonadal, mais acentuado no primeiro 

depósito. Estes dados sugerem que algumas bactérias da microbiota intestinal, 

subrepresentadas após o tratamento com os antibióticos, podem inibir o 

recrutamento do adipócito bege. O resultado divergente encontrado no presente 

estudo, em que não foi observada indução significativa da expressão de Ucp1 no 

tecido adiposo, pode estar relacionada ao coquetel de antibióticos que utilizamos 

(vancomicina 0,5 g/L e ciprofloxacina 2 g/L), diferente da ampla variedade de 

antibióticos utilizados no estudo de Suárez-Zamorano (10), que foi capaz de 

promover depleção da microbiota intestinal, e não provavelmente apenas modulação 

da microbiota, como no nosso estudo.  

Quando tratados com o agonista do receptor 3-adrenérgico, os animais 

apresentaram aumento da expressão relativa de Ucp1 no TAB subcutâneo inguinal e 

TAB visceral epididimal, nos cenários de dieta normolipídica e hiperlipídica. Este 

achado é esperado e foi demonstrado anteriormente. Koza et al (108) avaliaram 

camundongos alimentados com dieta rica em CL316,243 após 14 semanas e 

observaram aumento da expressão de Ucp1 no TAB subcutâneo inguinal e visceral 

retroperitoneal. Em concordância, no estudo realizado por Sell et al (109), no qual 

animais alimentados com dieta normolipídica receberam o agonista do receptor 3-

adrenérgico (1 mg/kg) por bomba de infusão durante 14 dias, foi observado aumento 

da expressão relativa de Ucp1 no TAB subcutâneo inguinal e TAB visceral 

retroperitoneal.  

Em relação ao TAM interescapular, nos animais alimentados com dieta 

normolipídica e tratados com o agonista do receptor 3-adrenérgico não houve 

modificação da expressão de Ucp1. Resultado semelhante foi observado no estudo 

de Sell et al (109). Por outro lado, os animais alimentados com dieta hiperlipídica e 

tratados com o agonista do receptor 3-adrenérgico apresentaram aumento da 

expressão de Ucp1, também em concordância com dados de estudos anteriores, 

como o de Koza et al (108). 

O tratamento com T3, como esperado, induziu aumento da expressão de 

Ucp1 no TAB inguinal e epididimal, nos cenários de dieta normolipídica e 
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hiperlipídica. Estudos anteriores descreveram resultados semelhantes, como os de 

Alvarez-Crespo(104) e Lin et al (79), em que animais tratados com T3 ou agonista 

seletivo do TR beta, respectivamente, apresentaram aumento da expressão de Ucp1 

no TAB inguinal. No nosso estudo, no TAM não foi observada nenhuma alteração da 

expressão de Ucp1 em resposta ao T3, nos dois cenários de dieta, também de 

forma semelhante a resultados de estudos anteriores, como o de Cao et al (105). 

A modulação da microbiota intestinal com vancomicina e ciprofloxacina, no 

presente estudo, produziu efeitos variáveis sobre a resposta aos dois estímulos 

termogênicos nos diferentes depósitos de tecido adiposo. No TAM, o uso de 

antibióticos não modificou a expressão de Ucp1 em resposta à estimulação 3-

adrenérgica ou ao T3, nos dois cenários de dieta. No TAB inguinal e epididimal, a 

modulação da microbiota intestinal com uso de antibióticos acentuou indução da 

expressão relativa de Ucp1 pela estimulação 3-adrenérgica, tanto nos animais 

alimentados com dieta normolipídica quanto naqueles alimentados com dieta 

hiperlipídica. Estes dados sugerem que a modulação da microbiota intestinal possa 

acentuar o amarronzamento do TAB em resposta ao estímulo clássico para este 

processo, a sinalização 3-adrenérgica, independentemente da composição inicial 

da microbiota intestinal modulada pela dieta. É possível que este achado seja devido 

à diminuição da representação de determinada(s) cepa(s) de bactéria(s) pelo 

tratamento com antibióticos, ou mesmo aumento da representação de 

determinada(s) cepa(s) não influenciada pelo tratamento. Não é possível, também, 

descartar efeito direto do antibiótico no tecido adiposo, especificamente da 

ciprofloxacina, que é absorvida para a circulação sistêmica após a administração 

oral (110). O protocolo experimental empregado no presente estudo, entretanto, não 

permite diferenciar estas possibilidades. 

Interessantemente, o efeito da modulação da microbiota intestinal sobre a 

resposta do tecido adiposo ao T3 foi contrário ao observado sobre à resposta à 

estimulação 3-adrenérgica. No TAB inguinal e epididimal, a modulação da 

microbiota intestinal atenuou a indução de Ucp1 pelo T3 nos animais alimentados 

com dieta hiperlipídica, porém não naqueles alimentados com dieta normolipídica. 

Estes dados sugerem, portanto, que o efeito da modulação da microbiota intestinal 

sobre a expressão do marcador de termogênese Ucp1 seja dependente da 

composição inicial da microbiota, determinada pela dieta.  
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Até o presente momento, para nosso conhecimento, nenhum estudo havia 

avaliado o efeito da modulação da microbiota intestinal sobre o efeito dos dois 

principais componentes da resposta ao frio (estimulação 3-adrenérgica e hormônio 

tireoidiano) no tecido adiposo, embora a relação da microbiota intestinal com a 

resposta ao frio tenha sido caracterizada recentemente. Chevalier et al (11) 

mostraram que camundongos expostos ao frio (temperatura de 6oC por 10 dias) 

apresentaram alteração da composição da microbiota intestinal e estabeleceram 

relação de causa e efeito desta mudança com o amarronzamento do tecido adiposo 

branco. Os pesquisadores observaram que a transferência da microbiota intestinal 

dos animais expostos ao frio para camundongos isentos de germes promoveu, 

nestes últimos, aumento da expressão de Ucp1 no tecido adiposo inguinal e 

perigonadal destes últimos, o que não foi observado em animais transplantados com 

a microbiota intestinal de animais mantidos em temperatura ambiente. 

No presente estudo, foi investigada também a expressão de outros genes 

relacionados à termogênese e amarronzamento no TAB, incluindo aqueles que 

codificam o PGC1- e a PRDM16. A modulação da microbiota intestinal não 

modificou a expressão de Ppargc1a no TAB inguinal e epididimal, tanto no cenário 

de dieta normolipídica quanto no de dieta hiperlipídica. Diferentemente, no estudo de 

Suarez-Zamorano et al (10) a expressão de Ppargc1a no TAB inguinal e perigonadal 

foi maior nos animais que receberam o coquetel de antibióticos. Entretanto, este 

estudo não é diretamente comparável ao nosso em razão da diferença do esquema 

de antibióticos utilizados nos dois estudos; o estudo de Suarez-Zamorano et al (10), 

em que foi utilizada maior variedade de antibióticos, promoveu depleção da 

microbiota intestinal. No presente estudo, embora a composição da microbiota não 

tenha sido analisada, é possível que tenha havido somente modulação de sua 

composição. 

Em relação a expressão de Prdm16, no TAB inguinal de animais alimentados 

com dieta normolipídica, foi observada redução em resposta ao tratamento com 

antibióticos, isoladamente, porém não no TAB epididimal. Também não foram 

observadas mudanças em resposta aos antibióticos nos animais alimentados com 

dieta hiperlipídica, em nenhum dos depósitos de tecido adiposo. No estudo de 

Suarez-Zamorano et al (10), o coquetel com ampla variedade de antibióticos para 

promoção de depleção da microbiota intestinal não modificou a expressão de 

Prdm16 em nenhum dos depósitos de tecido adiposo analisados.  



96 
 

De maneira geral, os resultados do nosso estudo sugeriram que a modulação 

da microbiota intestinal por antibióticos, isoladamente, não foi capaz de promover 

alterações significativas da expressão dos genes relacionados à termogênese que 

foram avaliados (aqueles que codificam a Ucp1, Ppargc1a e Prdm16).  

O tratamento com o agonista do receptor 3-adrenérgico não modificou a 

expressão de Ppargc1a no TAB inguinal e epididimal, no cenário de dieta 

normolipídica, porém aumentou a expressão deste transcrito no TAB inguinal e de 

forma menos acentuada no TAB epididimal. A razão para esta diferença entre a 

resposta dos animais alimentados com os diferentes tipos de dieta não é clara, mas 

pode estar relacionada ao tempo de tratamento com o agonista 3-adrenérgico, que 

talvez precisasse ser mais prolongado. No estudo realizado por Sell et al (109), 

animais alimentados com dieta normolipídica que foram tratados com o mesmo 

agonista do receptor 3-adrenérgico, na mesma dose (1 mg/kg/d), porém durante 

por 14 dias, apresentaram aumento da expressão de Ppargc1a somente no TAB 

inguinal e não no epididimal. Resultado semelhante foi observado no estudo de 

Koza et al (108), no qual os animais alimentados com dieta suplementada com o 

agonista do receptor 3-adrenérgico por 14 semanas apresentaram aumento da 

expressão de Ppargc1a no TAB inguinal e nenhuma alteração foi observada no TAB 

retroperitoneal. 

A modulação da microbiota intestinal com antibióticos não modificou a 

expressão de Ppargc1a no TAB inguinal e epididimal em resposta à ação do 

agonista do receptor 3-adrenérgico, no cenário de dieta normolipídica. Entretanto 

nos animais alimentados com dieta hiperlipídica, foi observada acentuação do efeito 

da estimulação 3-adrenérgico sobre a expressão deste transcrito no TAB 

subcutâneo inguinal, à semelhança do que ocorreu com a expressão de Ucp1. Não 

foi observado efeito da modulação da microbiota sobre a resposta 3-adrenérgica no 

TAB epididimal.  

O tratamento com o T3 aumentou a expressão de Ppargc1a no TAB inguinal 

dos animais alimentados com dieta normolipídica, porém não modificou sua 

expressão no TAB epididimal. Nos animais que receberam dieta hiperlipídica, houve 

indução discreta, porém não significativa, da expressão de Ppargc1a no TAB 

inguinal em resposta ao T3 isoladamente. No TAB epididimal, o T3 induziu de forma 

discreta porém significativa a expressão de Ppargc1a. A expressão de Ppargc1a em 
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resposta ao hormônio tireoidiano parece depender do tempo de tratamento com o 

hormônio e também da isoforma do receptor de hormônio tireoidiano ativada. No 

estudo realizado por Cao et al (105), a expressão de Ppargc1a aumentou no TAB 

inguinal de camundongos tratados com T3 por período mais prolongado (200 g/kg 

por 3 semanas), enquanto no estudo realizado por Lin et al (79) os animais que 

receberam agonista sintético seletivo do THR beta (0,3 mg/kg por 21 dia) não 

apresentaram modificação da expressão de Ppargc1a no TAB subcutâneo.  

A modulação da microbiota intestinal não influenciou o efeito do T3 sobre a 

expressão de Ppargc1a no TAB inguinal e epididimal nos animais alimentados com 

dieta normolipídica. Diferentemente, nos animais alimentados com dieta hiperlipídica 

houve acentuação do efeito do T3 no TAB subcutâneo inguinal pela modulação da 

microbiota intestinal, resultado que não foi observado no TAB visceral epididimal. 

Este achado no TAB inguinal dos animais alimentados com dieta hiperlipídica é 

divergente daquele observado em relação à expressão de Ucp1, cuja indução pelo 

T3 no TAB foi reduzida pela modulação da microbiota intestinal. Este resultado não 

era esperado, considerando que os genes que codificam a UCP1 e o PGC1- são 

em geral regulados de forma semelhante. 

 A expressão de Prdm16 foi diminuída pelo agonista do receptor 3-

adrenérgico no TAB inguinal, no cenário de dieta normolipídica, porém não no TAB 

epididimal. Também não foi observada modificação deste transcrito no TAB inguinal 

e epididimal nos animais alimentados com dieta hiperlipídica. Estes achados são 

semelhantes aos de Gavaldà-Navarro et al (111), em que animais alimentados com 

dieta normolipídica e tratados com o agonista do receptor 3-adrenérgico (1 mg/kg 

por 8 dias) apresentaram redução da expressão de Prdm16 no TAB inguinal. 

Entretanto no estudo de Yao et al (112) camundongos alimentados com dieta 

normolipídica e tratados com o agonista do receptor 3-adrenérgico (1 mg/kg por 5 

dias) apresentaram aumento da expressão de Prdm16 no TAB epididimal. Desta 

forma, essa relação entre agonista do receptor 3-adrenérgico e expressão de 

Prdm16 ainda não está clara.  

 A modulação da microbiota intestinal por antibióticos não modificou a ação do 

agonista do receptor 3-adrenérgico sobre a expressão de Prdm16 nos depósitos de 

TAB subcutâneo e visceral, nos dois cenários de dieta avaliados. Esses resultados 

sugerem que houve amarronzamento do TAB inguinal, indicado pela expressão de 
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Ucp1, sem haver modificação da transcrição do gene que codifica a PRDM16, como 

foi observado anteriormente no estudo de Suarez (10). É possível, então, o 

envolvimento de mecanismos pós-transcricionais sobre a PRMD16, como o que é 

observado, por exemplo, em relação ao amarronzamento do TAB promovido por 

agonistas de PPAR (113).  

O tratamento do T3 não modificou a expressão de Prdm16 no TAB inguinal e 

epididimal, no cenário de dieta normolipídica. Nos animais alimentados com dieta 

hiperlipídica, também não houve mudança no TAB inguinal, porém no TAB 

epididimal o T3 induziu a expressão de Prdm16. No estudo realizado por Lin et al 

(79) os animais que receberam o agonista sintético do THR beta (0,3 mg/kg por 21 

dias) apresentaram aumento da expressão de Prdm16 no TAB subcutâneo e 

diminuição da expressão de Prdm16 no TAB epididimal. A diferença do resultado 

pode ser justificada pela diferença no tipo de linhagem utilizada. Em nosso estudo, 

utilizamos camundongos C57BL/6 e no estudo de Lin et al (79) foram utilizados 

camundongos geneticamente modificados ob/ob. Além disso, o tempo de tratamento 

e a dose utilizada por Lin et al foram superiores aos utilizados no presente estudo. A 

modulação da microbiota intestinal diminuiu o efeito do T3 sobre a expressão de 

Prmd16 no depósito de TAB epididimal, no cenário de dieta hiperlipídica, à 

semelhança do que foi observado em relação à expressão de Ucp1.  

Nossos achados, em conjunto, sugerem que a modulação da microbiota 

intestinal com antibióticos apresentou, sobretudo em animais alimentados com dieta 

hiperlipídica, efeito divergente sobre a indução de Ucp1 no TAB em resposta à 

estimulação 3-adrenérgica e ao T3, na medida em que acentuou o efeito do 

agonista 3-adrenérgico porém reduziu o efeito do T3. Entretanto, alterações 

semelhantes não foram observadas sobre a expressão de Ppargc1a e Prdm16. Os 

mecanismos envolvidos na relação entre a microbiota intestinal e a termogênese 

foram previamente explorados, porém ainda não estão claros. No estudo de Suarez-

Zamorano et al (10), observou-se aumento da expressão das citocinas do tipo 2, 

produzidas por macrófagos alternativamente ativados (fenótipo M2) em resposta ao 

tratamento com antibióticos, fato esse não observado no TAM, sugerindo assim uma 

associação dos macrófagos M2 com o recrutamento do adipócito bege. Entretanto, 

estes dados não foram confirmados em outro estudo (114). Estes achados, contudo, 

não contribuem para compreender nossos achados de efeitos divergentes da 



99 
 

modulação da microbiota sobre o efeito da estimulação 3-adrenérgico e do T3. 

Para investigar este aspecto, exploramos a expressão de genes relacionados à ação 

celular do hormônio tireoidiano, no TAB, especificamente a proteína transportadora 

MCT8, a desiodinase tipo 2 e as isoformas do receptor de hormônio tireoidiano. 

 A desiodinase tipo 2 desempenha um papel importante na termogênese, no 

tecido adiposo. A sinalização pelas catecolaminas, mediada pelo receptor 3-

adrenérgico, resulta em ativação da proteína cinase A e aumento do conteúdo 

intracelular de AMPc. Isto, por sua vez, regula positivamente a expressão do gene 

que codifica a desiodinase tipo 2. A ação desta enzima promove conversão 

intracelular do T4 em T3 e o T3 regula ativamente a produção de UCP1, enzima 

efetora da termogênese no adipócito (75). No nosso estudo, o tratamento com 

antibióticos, isoladamente, não modificou a expressão do RNAm do gene que 

codifica a desiodinase tipo 2 no tecido adiposo branco inguinal ou epididimal, em 

animais alimentados com dieta normo ou hiperlipídica. Entretanto, naqueles 

alimentados com dieta normolipídica o tratamento com antibióticos reduziu 

significativamente a atividade da enzima desiodinase 2 no TAB subcutâneo axilar e, 

naqueles que receberam dieta hiperlipídica, houve tendência não significativa de 

redução. Esses resultados sugerem que a microbiota intestinal possa modular a 

termogênese adaptativa no tecido adiposo por um mecanismo diferente dos 

propostos até o momento, envolvendo a modulação da atividade da desiodinase tipo 

2 e, assim, a ativação intracelular do hormônio tireoidiano. Entretanto, o desenho do 

presente estudo não permite discriminar se este efeito é decorrente da ação de uma 

espécie bacteriana específica, nem elucidar os mecanismos envolvidos neste efeito.  

O efeito dos diferentes estímulos termogênicos, sinalização 3-adrenérgica e 

T3, sobre a expressão do de Dio2 no TAB, também foi investigado. Nos animais 

alimentados com dieta normolipídica, houve indução da expressão relativa em 

resposta à sinalização 3-adrenérgica, mais acentuada no TAB inguinal, porém 

também observada no TAB epididimal. Houve, ainda, tendência de aumento do 

efeito do agonista 3-adrenérgico sobre a indução deste transcrito no grupo tratado 

com antibióticos. Nos animais alimentados com dieta hiperlipídica, o tratamento com 

o agonista 3-adrenérgico induziu de forma significativa a expressão de Dio2 

somente no TAB inguinal, e este efeito foi significativamente acentuado pelo 

tratamento com antibióticos. No TAB inguinal, só foi observada indução significativa 
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da expressão de Dio2 em resposta ao co-tratamento com o agonista 3-adrenérgico 

e antibióticos. A indução de Dio2 pela sinalização 3-adrenérgica é bem 

estabelecida. Resultados semelhantes foram observados em estudos anteriores, 

incluindo o de Jong et al (115), no qual camundongos alimentados com dieta 

normolipídica e que receberam o agonista do receptor 3-adrenérgico CL316,243 (1 

mg/kg, duas doses) apresentaram aumento da expressão de Dio2 no TAB inguinal e 

epididimal. A influência da microbiota sobre o efeito da sinalização 3-adrenérgica 

na indução de Dio2, para nosso conhecimento, não foi descrita até o momento, e os 

resultados em relação a este transcrito são comparáveis aos observados em relação 

a outro marcador termogênico, o gene que codifica a UCP1, reforçando o efeito de a 

modulação da microbiota acentuar a ação da sinalização 3-adrenérgica.  

Em relação ao tratamento com T3, a expressão de Dio2 não foi modificada 

significativamente no TAB inguinal no cenário de dieta normolipídica, embora tenha 

havido tendência de sua indução pelo T3, não modificada pelo uso de antibióticos. 

No TAB epididimal, foi observada indução significativa de sua expressão em 

resposta ao T3, efeito significativamente atenuado pelo co-tratamento com 

antibióticos. No cenário de dieta hiperlipídica, o T3 induziu a expressão de Dio2 no 

TAB inguinal, porém não de forma significativa; entretanto, seu efeito foi acentuado 

pelo co-tratamento com antibióticos. No TAB epididimal, a indução da Dio2 pelo T3 

foi significativa, embora menos acentuada, e não se modificou pelo tratamento com 

antibióticos. O efeito do T3 sobre a expressão do transcrito do gene que codifica a 

desiodinase tipo 2 foi previamente demonstrada, e parecer decorrer da ativação do 

THR. No estudo de Lin et al (79), também foi observado aumento da expressão de 

Dio2 em camundongos tratados como o agonista sintético do TR beta. Entretanto, 

não encontramos estudos que tenham explorado o efeito da microbiota intestinal 

sobre este transcrito. A expectativa era de efeito semelhante ao observado em 

relação à expressão de Ucp1, considerando que o gene da desiodinase tipo 2 

representa um marcador de termogênese. Entretanto, no presente estudo, o efeito 

dos antibióticos sobre a resposta ao T3 como estímulo termogênico foi diferente 

conforme o padrão de dieta (e, possivelmente, o padrão específico de mudanças da 

composição da microbiota intestinal em resposta aos antibióticos) e o depósito de 

TAB.  
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O tecido adiposo expressa as duas isoformas do receptor do hormônio 

tireoidiano, THR alfa e THR beta. Ambas estão envolvidas na resposta a estímulos 

termogênicos, porém em mecanismos diferentes. A isoforma alfa está implicada na 

resposta às catecolaminas e a beta, na indução da expressão do gene que codifica 

a expressão de UCP1 (75, 116). No presente estudo, foi investigada a expressão de 

Thra e Thrb no TAB inguinal e epididimal.  

No TAB inguinal, a expressão das duas isoformas não foi modificada pela 

sinalização 3-adrenérgica ou pelo T3 nos diferentes cenários de dieta e a 

modulação da microbiota intestinal não modificou a resposta a estes dois estímulos. 

Desta forma, os efeitos da modulação da microbiota sobre a expressão do gene que 

codifica a UCP1, cujo promotor é regulado pelo THR beta, ou o efeito sobre a 

resposta ao agonista 3-adrenérgico, que é dependente do THR alfa, não se 

explicaria por mudança da expressão dos dois receptores no TAB inguinal.  

No TAB epididimal, nos dois cenários de dieta, o tratamento com o agonista 

do receptor 3-adrenérgico promoveu diminuição da expressão de Thra e Thrb, e 

este efeito não foi modificado pela modulação da microbiota intestinal. O tratamento 

com T3 não modificou a expressão de Thra e Thrb. Entretanto, a modulação da 

microbiota intestinal, apenas no cenário de dieta hiperlipídica, atenuou a expressão 

de Thra e Thrb nos animais tratados com T3. 

O tratamento isolado com antibióticos, além disso, modificou a expressão 

destes transcritos. No TAB inguinal, no cenário de dieta hiperlipídica, a expressão de 

Thrb foi aumentada pelo tratamento isolado com antibióticos. No TAB epididimal, 

apenas no cenário de dieta hiperlipídica, os animais tratados com antibióticos 

apresentaram diminuição da expressão de Thra, porém não de Thrb. No TAB 

epididimal, no cenário de dieta normolipídica, contudo, os animais que receberam 

somente antibióticos apresentaram diminuição da expressão de Thrb. Estes dados, 

em conjunto, sugerem que em condições basais a microbiota possa influenciar, por 

mudança da expressão de Thra e Thrb, a ação do hormônio tireoidiano no TAB, 

embora em condições de ação de estímulos termogênicos este efeito não seja 

observado.  

Como forma de investigar se a interferência com a ação do T3 no TAB estaria 

relacionada a uma menor captação celular deste hormônio em resposta à 

modulação da microbiota intestinal, foi analisada a expressão do gene que codifica o 
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transportador de hormônio tireoidiano MCT8, ou transportador de monocarboxilato 8. 

Esta é uma proteína transmembrana que atua como transportador específico para o 

T3, sendo responsável pelo transporte do T3 para células alvo, além de efetuar o 

transporte de hormônios tireoidianos para fora da célula folicular tireoidiana (117). 

No presente estudo, no TAB inguinal, nos dois cenários de dieta, a expressão de 

Scl16a2 não foi modificada quando os animais foram tratados com antibióticos e/ou 

agonista do receptor 3-adrenérgico ou T3. Embora não tenha sido analisado 

diretamente o transporte de hormônio tireoidiano, estes achados sugerem que a 

microbiota intestinal não modifique o transporte do hormônio tireoidiano no TAB 

inguinal.  

No TAB epididimal, no cenário de dieta normolipídica, o tratamento com 

antibióticos promoveu indução da expressão de Scl16a2. Entretanto, não houve 

mudança em resposta ao agonista do receptor 3-adrenérgico ou ao T3, 

isoladamente ou na presença de antibióticos. Este achado sugere que em condições 

basais a microbiota intestinal possa influenciar o transporte de hormônio tireoidiano 

para o adipócito branco epididimal, porém este efeito não é observado quando da 

ação de estímulos termogênicos. Ainda neste depósito, no cenário de dieta 

hiperlipídica, o tratamento com o agonista do receptor 3-adrenérgico diminuiu a 

expressão de Scl16a2e este efeito não foi influenciado pela modulação da 

microbiota intestinal. Diferentemente, o tratamento com T3 promoveu aumento da 

expressão de Scl16a2 e este efeito foi atenuado pelo co-tratamento com antibióticos. 

Desta forma, é possível que no adipócito epididimal de animais alimentados com 

dieta hiperlipídica a modulação da microbiota intestinal possa modificar a resposta a 

ação do hormônio tireoidiano por alterar seu transporte para o meio intracelular, em 

condições de estimulação por este hormônio. 

Cabe ressaltar que todos os resultados relativos à expressão de genes 

relacionados à termogênese e à ação do hormônio tireoidiano não permitem 

conclusões definitivas a respeito da influência da microbiota intestinal sobre a 

resposta aos estímulos termogênicos estudados, uma vez que no presente estudo 

foi avaliada apenas a expressão de transcritos destes genes e não foi realizada 

avaliação funcional das proteínas por eles codificadas. 

Como forma de caracterizar o eixo tireoidiano desses animais, foi dosada a 

concentração sérica do hormônio estimulante da tireoide (TSH). O TSH é expresso 
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na hipófise anterior e regulado negativamente pelo hormônio tireoidiano, de forma 

que sua concentração reflete a ação do hormônio tireoidiano, ainda que apenas na 

hipófise (118). Foi observada tendência de aumento da concentração sérica de TSH 

nos animais alimentados com dieta normolipídica e tratados com antibióticos, mas 

nenhum dos grupos apresentou concentração sérica de TSH abaixo ou acima da 

faixa de referência. Esses dados sugerem que o uso de antibióticos não modificou 

significativamente a atividade do eixo tireoidiano e que, possivelmente, os efeitos da 

modulação da microbiota intestinal sobre a expressão de genes termogênicos em 

resposta a estímulos termogênicos, observados no estudo, tenham sido devido a 

efeitos específicas nos adipócitos, sobre a ação do hormônio tireoidiano.  

A concentração de TSH foi avaliada também nos animais tratados, por curto 

período, com o agonista 3-adrenérgico ou com o T3. Até o presente momento, para 

o nosso conhecimento, nenhum estudo avaliou o efeito do agonista do receptor 3-

adrenérgico sobre as concentrações séricas de TSH. Embora a estimulação 3-

adrenérgica resulte em aumento das concentrações intracelulares de T3, no tecido 

adiposo, não é possível predizer se isto ocorreria no tireotrofo, célula hipofisária 

responsável pela produção de TSH, ou no neurônio hipotalâmico produtor do 

hormônio liberador de tireotrofina, que poderia estimular a secreção de TSH. 

Embora o receptor 3-adrenérgico seja expresso no cérebro e no hipotálamo (119, 

120), para nosso conhecimento não foi caracterizada sua ação na regulação do eixo 

tireotrófico. Não é possível, também, descartar eventual influência do receptor 3-

adrenérgico, expresso perifericamente, no eixo tireotrófico e, assim, na secreção de 

TSH. Entretanto, o tratamento por curto período, em nosso estudo, não promoveu 

mudança das concentrações séricas deste hormônio. 

Esperava-se, contudo, diminuição das concentrações séricas de TSH em 

resposta ao tratamento com T3, em razão do efeito bem estabelecido de 

retroalimentação negativa da secreção de TSH pelo T3, via ativação do THR 

hipofisário (107). Este efeito não foi observado e é possível que este achado tenha 

sido devido ao curto tempo de tratamento, que pode não ter sido suficiente para 

promover essa alteração. Em concordância com esta possibilidade, no estudo 

realizado por Kong et al (121), foi observado que o tratamento agudo de T3 (4,5 

nmol/kg) não promoveu alteração nas concentrações séricas de TSH, entretanto o 
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tratamento crônico de T3 (4,5 nmol/kg por 5 dias) promoveu diminuição das 

concentrações de TSH.  

 Como limitações do estudo, destacam-se o pequeno número amostral e a 

predominância das análises baseadas em expressão gênica, que podem não se 

correlacionar diretamente com a expressão proteica e, também, atividade das 

proteínas cujos transcritos foram analisados. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

O presente estudo permitiu concluir que em camundongos C57Bl/6 alimentados 

com dieta normolipídica: 

 A estimulação β3-adrenérgica ou por T3, isoladamente, não modificaram o ganho 

de peso, ingestão de energia, eficiência calórica, ingestão hídrica, e estes efeitos 

não foram modificados na presença de modulação da microbiota intestinal por 

antibióticos; 

 A estimulação β3-adrenérgica, isoladamente, reduziu a massa do TAB epididimal 

e retroperitoneal e não modificou a massa do TAB inguinal e do TAB marrom 

interescapular; em presença de modulação da microbiota intestinal por 

antibióticos, houve redução da massa do TAB inguinal e não houve modificação 

dos demais efeitos; 

 A estimulação por T3, isoladamente, reduziu a massa do TAB epididimal e não 

modificou a massa do TAB retroperitoneal, TAB inguinal e TAM interescapular; 

em presença de modulação da microbiota intestinal por antibióticos, houve 

aumento da massa do TAM interescapular e não houve modificação dos demais 

efeitos; 

 A estimulação β3-adrenérgica ou por T3, isoladamente, não modificaram a 

massa do fígado, e este efeito não foi modificado na presença de modulação da 

microbiota intestinal por antibióticos; 

 A estimulação β3-adrenérgica ou por T3, isoladamente, aumentaram a expressão 

de Ucp1 no TAB epididimal e inguinal, porém não no TAM interescapular. Em 

presença de modulação da microbiota intestinal por antibióticos, houve 

acentuação da indução de Ucp1 em resposta à estimulação β3-adrenérgica, 

porém não houve modificação dos demais efeitos; 

 Não houve influência significativa da modulação da microbiota intestinal por 

antibióticos sobre a expressão de outros genes relacionados à termogênese 

(transcritos Ppargc1a, Prdm16, Dio2) em resposta à estimulação β3-adrenérgica 

ou T3 no TAB inguinal e epididimal; 

 A estimulação β3-adrenérgica e o T3 não modificaram de forma expressiva a 

transcrição dos genes relacionados à ação do hormônio tireoidiano (Scl16a2, 
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Thra e Thrb), e não houve modificação destes efeitos em presença de 

modulação da microbiota intestinal por antibióticos; 

 A modulação da microbiota com antibióticos reduziu a atividade da desiodinase 

tipo 2 no TAB subcutâneo axilar; 

 A modulação da microbiota não modificou a concentração sérica de TSH basal 

ou após estimulação β3-adrenérgica ou por T3. 

 

Em camundongos C57Bl/6 alimentados com dieta hiperlipídica: 

 A estimulação β3-adrenérgica ou por T3, isoladamente, não modificaram o ganho 

de peso, ingestão de energia, eficiência calórica, ingestão hídrica, e estes efeitos 

não foram modificados na presença de modulação da microbiota intestinal por 

antibióticos; 

 A estimulação β3-adrenérgica e o T3, isoladamente, não modificaram a massa 

de TAB epididimal, retroperitoneal e inguinal, e estes efeitos não foram 

modificados pela modulação da microbiota intestinal por antibióticos; 

 A estimulação β3-adrenérgica, isoladamente, não modificou a massa de TAM 

interescapular e o T3, isoladamente, aumentou a massa deste depósito. Estes 

efeitos não foram modificados pela modulação da microbiota intestinal por 

antibióticos; 

 A estimulação β3-adrenérgica ou por T3, isoladamente, não modificaram a 

massa do fígado, e este efeito não foi modificado na presença de modulação da 

microbiota intestinal por antibióticos; 

 A estimulação β3-adrenérgica e por T3, isoladamente, aumentaram a expressão 

de Ucp1 no TAB epididimal e inguinal. Em presença de modulação da microbiota 

intestinal por antibióticos, houve acentuação da indução de Ucp1 em resposta à 

estimulação β3-adrenérgica, e diminuição da indução induzida por T3; 

 A estimulação β3-adrenérgica aumentou e por T3 não modificou a expressão de 

Ucp1 no TAM interescapular; estes efeitos não foram modificados na presença 

de modulação da microbiota por antibióticos; 

 No TAB inguinal, houve acentuação da indução de Ppargc1a e Dio2 pela 

estimulação β3-adrenérgica e pelo T3 na presença de modulação da microbiota 

por antibióticos; no TAB epididimal a indução destes transcritos pela estimulação 
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β3-adrenérgica e pelo T3 não foi modificada pela presença de modulação da 

microbiota por antibióticos; 

 No TAB epididimal, houve diminuição da indução de Prmd16 pelo T3 na 

presença de modulação da microbiota por antibióticos; não houve modificação da 

resposta à estimulação β3-adrenérgica neste depósito e não houve modificação 

da expressão de Prmd16 em resposta à estimulação β3-adrenérgica ou ao T3 no 

TAB inguinal, na presença de modulação da microbiota por antibióticos; 

 A estimulação β3-adrenérgica e o T3 não modificaram de forma expressiva a 

transcrição dos genes relacionados à ação do hormônio tireoidiano (Scl16a2, 

Thra e Thrb), e não houve modificação destes efeitos em presença de 

modulação da microbiota intestinal por antibióticos; 

 A modulação da microbiota com antibióticos resultou em tendência de redução 

da atividade da desiodinase tipo 2 no TAB subcutâneo axilar; 

 A modulação da microbiota não modificou a concentração sérica de TSH basal 

ou após estimulação β3-adrenérgica ou por T3. 
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8 CONCLUSÃO  

 

A modulação da microbiota intestinal com antibióticos não modificou a 

expressão de genes relacionados à termogênese e ação do hormônio tireoidiano no 

TAB ou no TAM, em condições basais ou não estimuladas, embora tenha reduzido a 

atividade da desiodinase tipo 2 no TAB subcutâneo. Entretanto, apresentou efeito 

divergente sobre a indução de Ucp1 no TAB em resposta à estimulação 3-

adrenérgica e ao T3, na medida em que acentuou o efeito do agonista 3-

adrenérgico porém reduziu o efeito do T3. Contudo, alterações semelhantes não 

foram observadas sobre a expressão de transcritos de outros genes relacionados à 

termogênese, como Dio2, Ppargc1a e Prdm16. 
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