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Resumo 
 

A diversidade da microbiota é essencial para a homeostase metabólica do 

hospedeiro. Os mecanismos que conectam a microbiota intestinal à obesidade e 

doenças metabólicas associadas destacaram o potencial do transplante fecal de 

microbiota (TFM) como estratégia terapêutica. No entanto, a transferência de 

organismos patogênicos e resistentes limita o seu potencial terapêutico. Como 

alternativa ao TFM, os metabólitos da microbiota surgem como uma estratégia 

promissora. Dentre esses metabólitos, a classe lipídica desempenha um papel 

importante na modulação dos efeitos metabólicos do hospedeiro. Neste estudo, 

utilizamos o modelo de obesidade induzida por dieta rica em gordura (HFD) para 

investigar o efeito de um extrato fecal (NL) de camundongos alimentados com dieta 

normolipídica (CD) no peso corporal, na homeostase da glicose e no perfil lipídico. 

Após 3 semanas de tratamento com NL, os camundongos obesos não apresentaram 

alterações no peso corporal, na tolerância à glicose ou na sensibilidade à insulina. No 

entanto, de forma inesperada, o NL atenuou a doença hepática esteatótica associada 

à disfunção metabólica (MASLD) induzida por HFD, conforme indicado pela histologia 

hepática e quantificação de triglicerídeos. A análise lipidômica revelou grupos de 

lipídios presentes apenas em NL, que potencialmente podem estar envolvidos na 

atenuação da doença hepática. Análises em modelos celulares mostraram que o NL 

pode afeta a viabilidade celular, a regulação da atividade do receptor nuclear PPARγ 

e a diferenciação de adipócitos. Esses resultados sugerem que o NL possui moléculas 

que são potenciais ligantes de receptores nucleares, como o PPARγ, regulando assim 

importantes vias inflamatórias. 

Em anexo a este trabalho, desenvolvido paralelamente ao dos metabólitos 

lipídicos de microbiota intestinal, apresento dados do estudo sobre a expressão e 

reconstituição do octâmero de histonas humanas recombinantes. Trabalho 

fundamental para a continuidade da compreensão bioquímica e funcional de 

nucleossomos e cromatina.  

Palavras chave: microbiota, lipídios, síndrome metabólica, metabólitos 
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Abstract 

 

Microbiota diversity is essential for host metabolic homeostasis. The 

mechanisms connecting gut microbiota to obesity and associated metabolic diseases 

have highlighted the potential of fecal microbiota transplantation (FMT) as a 

therapeutic strategy. However, the transfer of pathogenic and resistant organisms 

limits its therapeutic potential. As an alternative to TFM, microbiota metabolites 

emerge as a promising strategy. Among these metabolites, lipid class plays an 

important role in modulating host metabolic effects. In this study, we used the high-fat 

diet (HFD)-induced obesity model to investigate the effect of a fecal extract (NL) from 

mice fed a normolipid diet (CD) on body weight, glucose homeostasis and lipid profile. 

After 3 weeks of NL treatment, obese rats showed no changes in body weight, glucose 

tolerance or insulin sensitivity. However, unexpectedly, NL attenuated steatotic liver 

disease associated with HFD-induced metabolic dysfunction (MASLD), as indicated 

by liver histology and triglyceride quantification. Lipidomic analysis revealed groups of 

lipids present only in LN, which could potentially be involved in the attenuation of liver 

disease. Analyzes in cellular models have shown that LN can affect cell viability, 

regulation of PPARγ nuclear receptor activity and adipocyte differentiation. These 

results suggest that NL has molecules that are potential ligands for nuclear receptors, 

such as PPARγ, thus regulating important inflammatory pathways. 

Attached to this work, developed in parallel with that on lipid metabolites 

from intestinal microbiota, I present data from the study on the expression and 

reconstitution of the octamer of recombinant human histones. Fundamental work for 

the continuity of the biochemical and functional understanding of nucleosomes and 

chromatin. 

 

 

Keywords: microbiota, lipids, metabolic syndrome, metabolites   
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As fezes do grupo controle alimentado com a dieta normal foram coletadas para a 
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meio de ANOVA de duas vias seguida de teste de comparações múltiplas de Tukey 
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CAPÍTULO 1 

ESTUDOS DO EFEITO DO EXTRATO LIPÍDICO FECAL DE 

CAMUNDONGOS ALIMENTADOS COM DIETA 

NORMOLIPÍDICA SOBRE CAMUNDONGOS OBESOS 

INDUZIDO POR DIETA RICA EM GORDURA. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. MICROBIOTA INTESTINAL 

A microbiota é composta por arqueias, fungos, bactérias e vírus e é 

encontrada em diversos sistemas do corpo humano, como pele, pulmão, trato 

respiratório, trato reprodutivo e sistema gastrointestinal. A microbiota é 

considerada um órgão (O’HARA; SHANAHAN, 2006) e possui aproximadamente 

150 vezes o número de genes que do organismo humano (URSELL et al., 2014), 

sendo composta por mais de  1014 organismos no trato gastrointestinal de cada 

indivíduo (MINEMURA, 2015). 

A microbiota intestinal normal é dominada por bactérias, contendo entre 

500-1000 espécies de uma pequena gama de filos conhecidos. Entre os mais 

evidentes destacam-se:  Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacterias, Verrumicrobia 

e Fusobacteria (ARUMUGAM et al., 2011). A relação entre microbiota e hospedeiro 

está sendo construída mutualmente há milhares de anos, o que leva a uma 

interação em que a microbiota modula o metabolismo do hospedeiro e este 

proporciona um ambiente para que ela viva, estabelecendo uma relação simbiótica 

(HOOPER; MACPHERSON, 2015). 

 Diversas funções fisiológicas do hospedeiro são atualmente atribuídas à 

microbiota, como por exemplo: sinalização a via do apetite,  função imune 

estrutural, , metabólicas, absorção de nutrientes, captação de energia e (CANI; 

DEWEVER; DELZENNE, 2004; GEUKING et al., 2011; GILL et al., 2006; 

TURNBAUGH et al., 2006). 

O desequilíbrio na composição da microbiota do hospedeiro (disbiose), 

pode alterar importantes vias de sinalização celulares do hospedeiro, incluindo 

alterações metabólicas. A composição da microbiota pode ser modificada por 

vários elementos externos, como exercícios, alimentação, medicamentos e 

ambiente, além de fatores internos, como genética e epigenética  (HUGHES, 

2020).  
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A modulação da microbiota intestinal pela dieta determina o conteúdo de 

metabólitos que podem ser reabsorvidas pelo trato gastrointestinal (DAVID et al., 

2014). Uma alimentação rica em gordura resulta em diversas alterações na 

microbiota intestinal, promovendo o aumento de Firmicutes e proteobacterias, além 

da redução de Bacteroidetes (HILDEBRANDT et al., 2009), . Essas mudanças 

ocorrem rapidamente, com perturbações na microbiota devido à dieta gordurosa 

observadas em camundongos em apenas 3.5 dias(CARMODY et al., 2015). ). Além 

disso, a natureza da gordura consumida provoca modificações específicas em 

depósitos de gordura e inflamação (HUANG et al., 2013). A microbiota de 

camundongos obesos consegue extrair mais energia da dieta (TURNBAUGH et al., 

2006). Em mulheres obesas, foi relatado o aumento de Eubacterium rectale-

Clostridium coccoides, que está associado à eficiência na absorção de nutrientes 

no intestino (MUNUKKA et al., 2012). 

 

1.2. MICROBIOTA INTESTINAL E OBESIDADE 

 

. A microbiota tem sido associada a um amplo espectro de doenças, 

incluindo obesidade, doença hepática esteatótica associada a disfunção 

metabólica, diabetes, síndrome do intestino irritável e cirrose (WANG et al., 2017). 

A condição da obesidade resulta no acúmulo excessivo de gordura, 

ultrapassando a capacidade dos adipócitos de armazenamento. 

Consequentemente, triglicerídeos, em sua maioria, entram na corrente sanguínea 

e passam a se acumular nos músculos esqueléticos e no fígado, perturbando a 

regulação da oxidação lipídica. Esse acúmulo desencadeia uma resposta 

inflamatória nos tecidos adiposos (REILLY; SALTIEL, 2017), contribuindo para o 

desenvolvimento de diabetes tipo 2 e também para doença hepática esteatótica 

associada a disfunção metabólica (MASLD) (CANFORA et al., 2019). Essa 

interconexão entre o acúmulo de gordura, inflamação e o subsequente impacto 

metabólico destaca a complexidade dos mecanismos subjacentes às complicações 

associadas à obesidade. 
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A composição da microbiota intestinal varia entre pessoas obesas e não 

obesas, sendo observada uma diminuição de Bacteroidetes em indivíduos obesos, 

o que favorece o crescimento de Firmicutes (LEY et al., 2006).  Em um elegante 

estudo, foi observado que a composição da microbiota intestinal de crianças de 

uma comunidade rural africana, que possui dieta com baixo teor de gordura e 

proteína animal, rica em amido, fibras e polissacarídeos, difere significativamente 

da microbiota de crianças da Europa Ocidental, com dieta rica em gordura, proteína 

animal e menos fibras. As africanas revelaram maior presença de Bacteroidetes 

em contraste com uma abundância de bactérias Firmicutes nas crianças 

europeias(DE FILIPPO et al., 2010).  

 

 

1.3.  MICROBIOTA, OBESIDADE E DOENÇA HEPÁTICA ESTEATÓTICA 

ASSOCIADA A DISFUNÇÃO METABÓLICA 

A síndrome metabólica é um quadro que engloba a presença de obesidade 

abdominal, disglicemia, dislipidemia e hipertensão. Concomitante, a estas 

manifestações, a doença hepática esteatótica associada a disfunção metabólica 

(MASLD) (CHALASANI et al., 2018). Embora a obesidade seja considerada um fator 

de risco significativo para o desenvolvimento da MASLD é notável que cerca de 30% 

das pessoas obesas não apresentam distúrbios metabólicos associados (WILDMAN 

et al., 2008). Esta complexa relação entre obesidade, síndrome metabólica e MASLD 

destaca a necessidade de uma compreensão abrangente e individualizada dos 

fatores de risco subjacentes e dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento dessa 

condição hepática. 

Recentemente, houve uma modificação na nomenclatura da doença do fígado 

gorduroso não alcoólico para doença hepática esteatótica associada a disfunção 

metabólica (MASLD). Esse novo termo engloba tanto a doença causada pelo 

consumo de álcool quanto casos nos quais os pacientes apresentam esteatose 

associada a pelo menos um fator de risco cárdio metabólico (RINELLA et al., 2023). 

A MASLD é uma condição que afeta 1 em cada 4 adultos e está intimamente 

relacionada à diabetes e obesidade(RAMOS et al., 2021).  
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O início da condição é marcado pelo acúmulo anormal de gordura, conhecido como 

esteatose, que pode avançar de um fígado saudável para a esteatose associada à 

síndrome metabólica, desencadeando inflamação. A partir desse estágio, há o risco 

de desenvolvimento de cirrose, caracterizada por fibrose e declínio na função 

hepática. Adicionalmente, a cirrose pode evoluir para hepatocarcinoma celular (HCC), 

sublinhando a complexidade e gravidade potencial da trajetória da doença (Fig.1).  

Atualmente, não há um tratamento específico estabelecido para a MASLD. No 

entanto, na prática clínica, são adotadas algumas abordagens para minimizar seus 

impactos. Por exemplo, melhorar a dieta ingerindo a quantidade de calorias e 

gorduras recomendadas diariamente (PROMRAT et al., 2010) e incorporar a prática 

de exercícios físicos (KISTLER et al., 2011; PROMRAT et al., 2010). Adicionalmente, 

está sendo investigada a incorporação de medicamentos, tais como sensibilizadores 

 Figura 1. Progressão de MASLD. Desenvolvimento da doença a partir do fígado saudável, com o acúmulo de 
gordura superior a 5% tem-se a esteatose, em seguida há a presença de inflamação sendo chamada de esteatose 
associada a síndrome metabólica (EAM) que pode evoluir para carcinoma hepatocelular ou cirrose. Imagem 
adaptada de BACKER et al., 2023.  
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de insulina, terapias baseadas na incretina, agentes redutores de lipídios, 

crioprotetores e antioxidantes (BEATON, 2012) , como estratégias no tratamento da 

MASLD. 

A microbiota desempenha um papel crucial em várias patologias, sendo 

notável a associação com a microbiota em MASLD. Em estudos sobre MASLD, 

observou-se uma alteração na composição da microbiota em pacientes, evidenciando 

uma redução significativa da abundância de Bacteroidetes e um aumento notável de 

bactérias pertencentes ao filo Firmicutes, especialmente do gênero Ruminococcus 

(BOURSIER et al., 2016). A microbiota intestinal desempenha um papel no processo 

de MASLD, no qual o transplante da microbiota de camundongos C57BL/6 com 

MASLD para animais sem a patologia resultou no desenvolvimento da doença. (LE 

ROY et al., 2013) 

1.4. LIPÍDIOS E MICROBIOTA INTESTINAL 

Os mecanismos que conectam a microbiota intestinal à obesidade e doenças 

metabólicas associadas destacaram o potencial do transplante fecal de microbiota 

(TFM) como estratégia terapêutica. A regulação da sinalização celular do hospedeiro 

a princípio ocorre devido a ação metabólitos. Dentre esses metabólitos, a classe 

lipídica desempenha um papel importante na modulação dos efeitos metabólicos do 

hospedeiro. 

Os lipídios são moléculas sinalizadoras cruciais que desempenham papéis 

significativos em vários processos celulares. Participam de diversas cascatas 

sinalizadoras que frequentemente convergem entre si. A sinalização lipídica 

desempenha um papel relevante em processos patológicos, como na síndrome 

metabólica, em que está relacionada com a progressão de processos inflamatórios  

contribuindo para a progressão agravada de diabetes, aterosclerose e doenças 

cardiovasculares(WYMANN; SCHNEITER, 2008). 

Em recente revisão do grupo do professor Guilherme Santos, foi discutido 

como os metabólitos lipídicos da microbiota poderiam ser considerados como uma 

nova estratégia terapêutica. Ao focar nesses compostos, revisamos como os 

lipídios bioativos associados a microbiota intestinal afetam o funcionamento celular 

e os resultados clínicos. Investigamos a microbiota intestinal como uma ferramenta 

biotecnológica de ponta para a rápida engenharia metabólica de lipídios 
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significativos, oferecendo uma terapia personalizada inovadora.(CARNEIRO et al., 

2022).   

Na Figura 2, observamos o processo de metabolização dos lipídios 

provenientes da dieta pela microbiota, considerando sua condição saudável ou 

disbiótica. Notavelmente, uma microbiota saudável é capaz de gerar uma 

diversidade maior de lipídios em comparação com uma microbiota em estado de 

disbiose. Esses lipídios apresentam variações significativas, incluindo lipídios 

dietéticos, lipídios metabolizados pelo hospedeiro e lipídios da própria microbiota. 

Diante dessa diversidade, os lipídios provenientes da microbiota saudável 

destacam-se como importantes sinalizadores. As ações dos lipídios bioativos 

provenientes de cada cenário da dieta são distintos, resultando em efeitos positivos 

para uma microbiota saudável e negativos (patológicos) para uma microbiota em 

disbiose. 

Figura 2. Abordagem terapêutica fundamentada em lipídios bioativos associados à microbiota intestinal. 
Os lipídios provenientes da dieta passam por metabolização pela microbiota do hospedeiro, saudável ou disbiótica. 
Em ambos os cenários, os lipídios associados à microbiota do hospedeiro, a própria microbiota ou os lipídios não 
metabolizados exibem diferentes concentrações, influenciando, assim, uma modulação distinta de vias de 
sinalização. A transferência ou suplementação de lipídios bioativos de doadores saudáveis emerge como uma 
inovadora oportunidade terapêutica para doenças relacionadas à disbiose. Abreviações: PUFA, ácido graxo poli-
insaturado; Figura adaptada de CARNEIRO et al., 2022 
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Entre os muitos lipídios da dieta, cabe ressaltar os ácidos graxos poli-

insaturados (PUFAs) estão associados a alterações na diversidade da microbiota 

intestinal. Os ω-6 (n-6) PUFAs, como o ácido linoleico (LA), presentes em óleos 

vegetais, nozes, sementes, carnes e ovos, têm sido associados ao crescimento de 

bactérias pró-inflamatórias, como Muscispirillum schaedleri e Lactobacillus 

murinus, em estudos de modelos murinos (SELMIN et al., 2021). Já os ω-3 (n-3) 

PUFAs, encontrados em peixes, e o ácido α-linolênico (ALA), presente em 

sementes de plantas, foram associados positivamente a bactérias produtoras de 

butirato, como Lactobacillus, Bifidobacterium e Roseburia, no intestino de 

voluntários saudáveis (HENRY WATSON et al., 2018). 

Os PUFAs n-3, como o ácido eicosapentaenoico (EPA) e o ácido 

docosahexaenoico (DHA), estão relacionados a sinais anti-inflamatórios e  ativam 

o  PPARγ, um receptor nuclear chave na via de sinalização do metabolismo de 

lipídios. Conseguem inibir TLR4 pelo receptor GPR120 e assim inibir a via NF-

κB(BROWN; MUTCH, 2020). A suplementação desses lipídios é considerada para 

tratar a inflamação, entretanto não há efeitos a longo prazo para essa 

suplementação(AJABNOOR et al., 2021).  

Os metabólitos derivados dos PUFAs produzidos pela microbiota também 

são considerados moléculas essenciais no metabolismo. A microbiota 

desempenha um papel fundamental na transformação dos PUFAs dietéticos em 

moléculas que não possuem atividade  pró-inflamatória. 
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Figura 3. Terapêuticas baseadas em microbiota. Uma dieta baseada em plantas (1), como nas comunidades 
rurais africanas, é pobre em gordura e proteína animal, rica em amido, fibras e polissacarídeos vegetais, 
favorecendo uma microbiota mais diversificada e abundante, com enriquecimento de Bacteroidetes. A dieta 
ocidental (1), rica em proteína animal, açúcar, amido e gordura, e pobre em fibras, promove a abundância de 
Firmicutes e disbiose. A variação de bactérias nesse cenário resulta em diferentes conteúdos de metabólitos 
gerados pela microbiota (2). Metabólitos, incluindo lipídios, estão presentes nas fezes (3). Este material de 
doadores saudáveis pode ser processado de diferentes maneiras. Pode ser produzido em laboratório 
selecionando bactérias específicas para criar probióticos. Além disso, os lipídios podem ser isolados do material 
fecal. A extração de lipídios com clorofórmio:metanol (2:1) como solvente extrai lipídios gerais, metanol 75% extrai 
ácidos biliares e acetonitrila:água (50:50) extrai ácidos graxos de cadeia curta. Após o isolamento dos lipídios, um 
suplemento lipídico pode ser preparado. Procedimentos de transplante fecal de microbiota (FMT) também podem 
ser preparados a partir das fezes. A combinação de probióticos, lipídios fecais e terapia direcionada à microbiota 
é uma estratégia promissora para o desenvolvimento terapêutico personalizado (4). Os lipídios podem atuar por 
meio de diferentes vias celulares, ativando receptores nucleares (PPARγ, PXR, FXR, RXR e VDR) e receptores 
de membrana (GPCR e MINCLE), além de reprimir a atividade de HDAC1 e HDAC2 (5). Abreviações: BA, ácido 
biliar; FMT, transplante fecal de microbiota; FXR, receptor X hepático; GPCR, receptor acoplado à proteína G; 
PPARγ, receptor ativado por proliferadores de peroxissoma γ; PXR, receptor X pregnano; RXR, receptor X 
retinóide; SCFA, ácido graxo de cadeia curta; VDR, receptor de vitamina D. Figura adaptada de CARNEIRO et al., 
2022 
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Na figura 3, mostramos dietas que podem provocar alterações na 

microbiota (1), resultando em microbiota saudável ou disbiótica (2). Aqui, mostramos 

as fezes como uma potencial terapia, podendo ser utilizadas para (i) o transplante 

fecal de microbiota, (ii) a utilização de probióticos e (iii) a suplementação lipídica (3). 

(i) O transplante fecal de microbiota tem sido empregado na prática clínica 

para o tratamento de Clostridium difficile (VAN NOOD et al., 2013). No entanto, é 

importante destacar que essa abordagem apresenta riscos significativos. Em 2019 o 

FDA proibiu o TFM, pois um paciente veio a óbito e outro foi hospitalizado devido a 

interações com bactérias resistentes que foram transplantadas (DEFILIPP et al., 

2019).  

(ii) Os probióticos são largamente utilizados na clínica médica, através do 

uso de iogurtes e outros produtos disponíveis no mercado. No entanto, estes produtos 

nao oferecem um tratamento baseado na necessidade individual do paciente. Para 

que as fezes possam ser exploradas como probiótico seria necessária a seleção de 

bactérias a partir das fezes de um doador saudável.  

(iii) Os metabólitos lipídicos das fezes de doadores saudáveis se 

apresentam promissores como alternativas a estas duas estratégias mencionadas. 

Após análise do conteúdo lipídico fecal ou bactérias selecionadas, a extração lipídica 

se tornaria uma fonte rica de compostos terapêuticos. 
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2. JUSTIFICATIVA 

A compreensão dos mecanismos terapêuticos do transplante fecal avança 

enormemente em diversas áreas da clínica médica. No entanto, a transferência de 

organismos patogênicos e resistentes limita o seu potencial terapêutico. Como 

alternativa ao TFM, os metabólitos da microbiota surgem como uma estratégia 

promissora. Os metabólitos lipídicos da microbiota possuem importante atividade na 

modulação da fisiologia do hospedeiro. Assim, a identificação de lipídios bioativos 

provenientes da microbiota intestinal é uma promissora estratégia para o 

desenvolvimento de novos fármacos.  
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3. OBJETIVOS 

3.1. OBJETIVO GERAL 

Investigar o efeito do extrato lipídico proveniente de fezes de camundongos 

C57BL/6 saudáveis (NL) sobre os desfechos fenotípicos de camundongos obesos 

induzidos por meio de uma dieta hiperlipídica. 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

• Aferir a massa corpórea, resistência à insulina e tolerância a glicose em 

animais obesos tratados com NL; 

• Dosar colesterol e enzimas hepáticas dos animais obesos tratados com NL; 

• Analisar possíveis alterações dos diferentes tecidos dos camundongos como 

fígado, tecido adiposo e intestino; 

• Realizar a analise global de lipídios presentes no extrato NL por espectrometria 

de massa para identificar possíveis lipídios bioativos. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. MATERIAIS 

Todos os materiais utilizados neste trabalho estão descritos nas tabelas 1 

e 2.  

 

Tabela 1. Materiais utilizados para estudos de extratos lipídicos provenientes de microbiota 

ou de ração de camundongos C57BL/6. A direita estão os reagentes e a esquerda seus respectivos 

fabricantes.  

Reagente  Fabricante 

Cloreto de Sódio  Dinâmica Química Contemporânea LTDA, BRA 

Clorofórmio  Vetec Química Fina Ltda, BRA 

Metanol  Vetec Química Fina Ltda, BRA 

Isopropanol Dinâmica Química Contemporânea LTDA, BRA 

GoTaq® 2-Step RT-qPCR System Promega, BRA 

Óleo de Soja  Liza, BRA 

Ração normolipidica  PragSoluções, BRA 

Ração hiperlipídica PragSoluções, BRA 

Essência de baunilha  Dr Oetker, BRA 

Essência de Morango Mix, BRA 

Kit triglicerídeos Cayman, USA 

Trizol Life Technologies,USA 

Insulina Novo Nordisk, BRA 

Sacarose Fischer scientific company, USA 

Paraplast Sigma Aldrich Co., USA 

Paraformaldeído Merck, DEU 

Cloreto de Sódio  Dinâmica Química Contemporânea LTDA, BRA 

Clorofórmio  Vetec Química Fina Ltda, BRA 

Metanol  Vetec Química Fina Ltda, BRA 

DMSO  Sigma Aldrich Co., USA 

Isopropanol Dinâmica Química Contemporânea LTDA, BRA 

DMEM  Sigma Aldrich Co., USA 
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Tabela 2. Equipamentos utilizados para estudos de extratos lipídicos provenientes de 

microbiota ou de ração de camundongos C57BL/6. A direita estão os reagentes e a esquerda seus 

respectivos fabricantes.  

 

Equipamentos  Fabricantes 

Balança semi-analítica  Sartorius, ALE 

Banho-maria  Braun Biotech International, ALE 

Espectrofotômetro UV-Vis  Shimadzu do Brasil, BRA 

PHmetro  Kasvi, BRA 

Centrífuga 5702  Eppendorf, BRA 

DTX 800 Multimolder Detector  Beckman Coulter, EUA 

Fluxo Laminar Biosec12 Grupo Veco, BRA 

Incubadora Grupo Veco, BRA 

T100 Thermal Cycler Biosystems, EUA 

Step one plus Applied Biosystem , EUA 

Glomax 20/20 Luminometer Promega BRA 

Leica RM 2125RT Leica, ALE 

 

  

Tripsina  Sigma Aldrich Co., USA 

MTT  Life Technologies, USA 

GoTaq® 2-Step RT-qPCR System Promega, BRA 

Oil Red O  Sigma Aldrich Co., USA 

Ácido clorídrico Vetec Química Fina Ltda, BRA 

Lipofectamina Invitrogen, BRA 

Trizol Life Technologies,USA 
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4.2. MÉTODOS 

4.2.1. EXTRAÇÃO LIPÍDICA 

 

 O material fecal foi coletado da maravalha dos animais entre a 9ª e a 18ª 

semana de vida, uma vez por semana, durante o experimento, somente dos 

camundongos alimentados com a dieta normolipídica. A coleta era realizada 

manualmente, utilizando uma pinça. Posteriormente, as amostras foram 

maceradas em um pilão. Após esse processo mecânico, foi adicionado solução 

salina 0,9% e clorofórmio: metanol (m/v), a solução foi centrifugada a 2000 rpm em 

Centrífuga 5702 (eppendorf, BRA). Realizando a separação de fases, a fase 

inferior contendo os lipídios em clorofórmio metanol foi retirada por meio de um 

furo feito com agulha. Essa solução foi separada e, em seguida, foi seca, uma vez 

que os líquidos eram voláteis. Os lipídios foram pesados e, posteriormente, 

solubilizados em óleo de soja (Liza) na concentração de 100 mg/mL.(KRAUS; 

YANG; KAHN, 2015) (Fig. 4). 

 

 

 

Figura 4. Extração lipídica fecal.  Coleta manual de fezes de camundongos CB57BL/6 que posteriormente são 
levados ao pilão que é utilizado para macerar as fezes, que são solubilizadas em solução salina 0,9% e clorofórmio: 
metanol, centrifugadas e com a separação de fases é deito um furo na porção inferior do Falcon para retirada do 
material lipídico que posteriormente será secado e solubilizado em óleo de soja. 
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4.2.2. MODELO ANIMAL 

 O projeto foi aprovado pelo comitê de ética de uso de animais com título 

“Extrato lipídico de material fecal como estratégia terapêutica alternativa para 

síndrome metabólica” SEI n°: 23106.079840/2022-36. Os camundongos utilizados 

foram o C57BL/6 (CEMIB-Unicamp) machos e foram alocados no biotério do 

núcleo de medicina tropical da Universidade de Brasília. Os animais chegaram com 

6 semanas de vida, foram mantidos em isolamento durante uma semana e na 

semana seguinte foram realocados em gaiolas contendo 3 ou 4 animais (Fig 5). 

Foram utilizados 30 animais para o estudo.  

 

Eles eram mantidos em gaiolas acrílicas separadas em sistema de ar 

filtrado, com ciclo claro escuro 12/12h, iniciando-se o ciclo claro as 6h e o escuro 

as 18h, temperatura controlada de 21°C. A ração e a água eram ad libitum. Os 

animais foram manipulados somente em fluxo laminar, preservando assim sua 

esterilidade. Foram submetidos a dieta hiperlipídica (60%) ou dieta normolipídica 

(Pragsoluções) (Tab. 3).  

Figura 5. Esquema de tratamento dos animais. Os animais foram divididos em três grupos. O primeiro grupo 
foi designado como grupo controle, recebendo uma dieta normolipídica. O segundo grupo foi o grupo obeso, 
alimentado com uma dieta hiperlipídica, porém sem qualquer tipo de tratamento adicional. O terceiro grupo foi o 
grupo tratado, alimentado com dieta hiperlipídica, que recebeu administração de extrato lipídico. Os animais foram 
alocados em gaiolas contendo 3 ou 4 animais cada. As fezes do grupo controle alimentado com a dieta normal 
foram coletadas para a obtenção do extrato lipídico. Esse extrato lipídico foi administrado aos camundongos do 
grupo tratamento. Todos os grupos eram compostos por 10 animais. 
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Tabela 3. Composição ração hiperlipídica e normolipídica. Valores referentes a dieta. Fonte: Pragsoluções 
Biociências. 

 

A partir da 17ª semana de vida, além da dieta, os animais ingeriram gelatina. A 

primeira semana foi dedicada a um treino, seguida por três semanas em que foram 

alimentados diariamente com gelatina. Nas últimas duas semanas, foram conduzidos 

os testes de resistência à glicose e à insulina. Em seguida, na 23ª semana de vida, 

os animais foram submetidos à eutanásia por meio de câmara de isoflurano. 

 

 

4.2.3. GELATINA 

O extrato lipídico foi obtido das fezes de animais normais ou somente do 

veículo. O extrato foi ressuspendido em óleo de soja, uma vez que o DMSO seria 

prejudicial aos animais. Assim, a gelatina foi preparada seguindo o protocolo de 

ZHANG (2021), com modificações realizadas para a solubilização do óleo e para 

garantir maior precisão na concentração dos compostos estudados. 

A elaboração da gelatina ocorreu da seguinte maneira: utilizando plástico 

filme, foram cobertas placas de 96 poços para facilitar a retirada da gelatina. Após 

a cobertura da placa, a gelatina foi preparada com 8% de gelatina em pó 

(dinâmica), 2% de sucrose (Sigma), 20% de óleo de soja (Liza) com 50 mg/kg de 

NL ou apenas óleo para o grupo de controle, 3,7% de essência de baunilha (Dr. 

Oetker) ou morango (mix). A gelatina foi aquecida para que se solubilizasse com o 

óleo; em seguida, a mistura foi submetida a 30 segundos em vórtex para uma 

 Normolipídica  Hiperlipídica 

Ingrediente  %kcal  %kcal 

Amido de milho  39,8%  11,9% 

Caseína  20,0%  15,0% 

Amido Dextrinizado  13,2%  7,5% 

Sacarose  10,0%  7,5% 

Óleo de Soja  15,8%  6,7% 

Mix de vitaminas AIN  1%  0,7% 

L-cistina  0,3%  0,2% 

Banha  0%  50,5% 
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melhor homogeneização. A gelatina foi então inserida nos poços da placa 

previamente preparada e colocada em banho de gelo sob agitação até sua 

completa gelificação. 

Para o grupo de tratamento, a gelatina foi preparada com o extrato, 

conforme descrito anteriormente, obtido das fezes dos camundongos alimentados 

com a dieta normal. A Figura 6 detalha como a extração lipídica foi conduzida e 

como os grupos foram alimentados e tratados. 

 

 

4.2.4. HISTOLOGIA 

O fígado foi armazenado em solução de formaldeído a 3,7% em 1x PBS a 4°C. As 

amostras foram cortadas manualmente com bisturi em fatias de aproximadamente 1 

mm de espessura. Foram parafinizados seguindo a sequência: 30 min em água 

corrente para remoção de formaldeído, 30 min em etanol 70% , 30 min em etanol 

80%, 30 min em etanol 90%, 30 min em etanol 100%, 30 min em etanol 100%, 30 min 

de etanol e xilol (1:1), 30 min de xilol, 30 min de xilol, 15 min de xilol:parafina, 1h de 

parafina, 1 hora de parafina. Os blocos de parafina contendo o tecido foram mantidos 

a -20°C por pelo menos 24 horas. Os blocos foram cortados em fatias de 10 µm em 

micrótomo Leica RM 2125RT. Em cada montagem de lâmina foi adicionada gelatina 

para melhor adesão do tecido à lâmina. As lâminas foram coradas por hematoxilina e 

eosina. Os slides foram digitalizados no Apperio Scanner e analisados no software 

QuPath. 

Figura 6. Modelo esquemático dos tratamentos. À esquerda, estão representados os grupos estudados, onde 
as fezes do grupo controle foram utilizadas para a fabricação da gelatina do grupo NL. À direita, está ilustrado o 
processo de extração dos lipídios das fezes, inicialmente com maceração, seguida de diluição em solução salina 
e clorofórmio: metanol. Após centrifugação, ocorreu a separação de fases, sendo apenas a fase inferior retirada 

e ressuspendida em óleo de soja. 
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4.2.2. MENSURAÇÃO DE TRIGLICERÍDEOS NO FÍGADO 

Conteúdo de triglicerídeos hepáticos do lisado de fígado usando um kit enzimático 

comercial (Triglyceride Colorimetric Assay Kit - Cayman Chemical Company) 

seguindo as recomendações do fabricante. 

 

4.2.3. RT- PCR  

 

Para a coleta do RNA de tecido, o fígado foi coletado após eutanásia, macerado em 

turrax(Ultra Stirrer) em 1mL de Trizol e o RNA foi coletado conforme informações do 

fabricante. Após medição de 260/280 e 260/230 para verificação da qualidade do RNA, 

a síntese de cDNA e qPCR foram realizadas utilizando o kit Gotaq 2-step (Promega) 

conforme informações do fabricante, no equipamento Step one plus (Applied 

Biosystem). As sequências iniciadoras foram as seguintes: Pparγ: F 5'-

TTTTCCGAAGAACCATCCGAT-3', R 5'-ATGGCATTGTGAGACATCCCC-3'; Fapb4: F 

5'-ATCAGCGTAAATGGGGATTTG-3', R 5'-GTCTGCGGTGATTTCATCGAA-3'; Dcn: F 

5'-TCACAGAAGCGGTAACGAGC-3', R 5'-TCATGTATTTTCACGACCTTCTGA-3'; 

Vcam: F 5'-ATGTCAACGTTGCCCCAA-3', R 5'-GCTGTCTGCTCCACAGGATT-3'; 

Cpt1a: F 5'-CTCAGTGGGAGCGACTCTTCA-3', R 5'-GGCCCTGTGGTACACGACAA-

3'; Gapdh: F 5'-GGTCCTCAGTGTAGCCCAAG-3', R 5'-

AATGTGTCCGTCGTGGATCT-3'. 

 

4.2.4. TESTES DE TOLERÂNCIA À GLICOSE E À INSULINA 

Os testes de tolerância à glicose e à insulina foram realizados após jejum de 6 horas 

diárias, sem restrição de acesso à água. Amostras de sangue foram coletadas da 

cauda para determinação da glicemia basal (0 min), seguida da administração de 

solução de glicose (1g/kg) ou insulina (0,5 UI/kg) por via intraperitoneal, para o Teste 

de tolerância à glicose (TTG) e teste de tolerância à insulina (TTI), respectivamente. 

Amostras de sangue da cauda foram coletadas após 30, 60, 90 e 120 minutos. Os 

níveis de glicemia foram analisados com glicosímetro e tiras reagentes (Accu-Check). 
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4.2.5. ANÁLISES DE SORO 

O sangue foi obtido por punção cardíaca. As amostras foram centrifugadas a 1.500 x 

g por 10 min a 4°C e os níveis de colesterol total, LDL-colesterol, HDL-colesterol, 

triglicerídeos, aspartato aminotransferase e alanina aminotransferase foram medidos 

em serviço realizado pelo Laboratório de Análises Veterinárias da Universidade de 

Brasília. 

4.2.6.  LIPIDÔMICA 

 

A lipidômica foi realizada pelo Salk institute, Califórnia-EUA, os lipídios 

foram extraídos usando uma versão modificada do método (BLIGH; DYER, 1959). 

Resumidamente, as amostras foram agitadas manualmente em um frasco de vidro 

com 1 mL de PBS, 1 mL de metanol e 2 mL de clorofórmio contendo padrões 

internos (13C16-ácido palmítico, d7 -Colesterol) por 30 seg. A mistura resultante 

foi agitada com vórtex durante 15 seg e centrifugada a 2.400 x g durante 6 min 

para induzir a separação de fases. A camada orgânica (inferior) foi recuperada 

usando uma pipeta Pasteur, seca sob uma corrente suave de nitrogênio e 

reconstituída em 2: 1 clorofórmio: metanol para análise LC / MS. 

A análise lipidômica foi realizada em um HPLC Vanquish online com um 

espectrômetro de massa quadrupolo-orbitrap Q-Exactive equipado com uma fonte 

de íons de eletropulverização (Thermo). Os dados foram adquiridos nos modos de 

ionização positivo e negativo. O Solvente A consistia em 95: 5 de água: metanol, o 

Solvente B era 70: 25: 5 isopropanol: metanol: água. Para o modo positivo, os 

solventes A e B continham formato de amônio 5 mM com 0,1% de ácido fórmico; 

para o modo negativo, os solventes continham 0,028% de hidróxido de amônio. 

Uma coluna XBridge (Waters) C8 (5 μm, 4,6 mm × 50 mm) foi usada. O gradiente 

foi mantido em 0% B entre 0 e 5 min, aumentado para 20% B em 5,1 min, 

aumentado linearmente de 20% para 100% B entre 5,1 e 55 min, mantido em 100% 

B entre 55 min e 63 min, retornou a 0% B em 63,1 min e manteve-se em 0% B até 

70 min. A taxa de fluxo foi de 0,1 mL / min de 0 a 5 min, 0,3 mL / min entre 5,1 min 

e 55 min e 0,4 mL / min entre 55 min e 70 min. A tensão de pulverização foi de 3,5 

kV e 2,5 kV para os modos de ionização positivo e negativo, respectivamente; O 

nível de RF da lente S é 65. Os gases da bainha, auxiliares e de varredura foram 

50, 10 e 1, respectivamente. A temperatura capilar foi de 325 ° C e a temperatura 
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do aquecedor de gás auxiliar era de 200 ° C. Os dados foram coletados em MS / 

dd-MS2 completo (top 10). MS completo foi adquirido de 150–1500 m / z com 

resolução de 70.000, alvo AGC de 1x106 e um tempo máximo de injeção de 100 

ms. MS2 foi adquirido com resolução de 17.500, uma primeira massa fixa de 50 m 

/ z, alvo AGC de 1x105 e um tempo máximo de injeção de 200 ms. As energias de 

colisão normalizadas escalonadas foram de 20, 30 e 40%. 

A identificação de lipídios foi realizada com LipidSearch (Thermo). A 

precisão de massa, cromatografia e integração de pico de todos os lipídios 

identificados pelo LipidSearch foram verificados com o software Skyline(MACLEAN 

et al., 2010). As áreas de pico foram usadas no relatório de dados, os dados foram 

normalizados usando padrões internos. 

 

4.2.7. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Todos os dados foram testados quanto à distribuição normal com o teste de Shapiro 

Wilk. Caso os dados passassem no teste de normalidade, foi aplicado o teste T de 

Student ou ANOVA unidirecional ou ANOVA bidirecional, caso os dados 

apresentassem mais de uma variável. O teste de Kruskal-Wallis foi realizado em 

dados não normais com vários grupos. Os dados são mostrados como Média ± SEM. 

Para o gráfico de vulcão foi realizado o teste T de Student. A análise foi feita no 

software GraphPad Prism. A significância foi considerada quando p<0,05. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

5.1. EFEITOS DE NL NA MASSA CORPORAL, RESISTÊNCIA À 

INSULINA E À GLICOSE 

O experimento teve duração de 15 semanas, das quais 3 envolveram o 

tratamento com extrato lipídico. Os grupos experimentais foram os seguintes: 

controle (CTRL), alimentado com dieta normolipídica, obeso (OBS), alimentado 

com dieta hiperlipídica, e tratado (NL), alimentado com dieta hiperlipídica e tratado 

com gelatina contendo 50 mg/kg de NL. Os grupos OBS e NL atingiram a 

obesidade (Fig 7), apresentando diferenças significativas em relação ao grupo 

CTRL. Quanto à ingestão calórica, as diferenças foram observadas desde o início 

Figura 7. Fenótipo dos animais do grupo controle ao longo do experimento. Na imagem (a), camundongo submetido à dieta 
normolipídica, enquanto na imagem (b), camundongo submetido à dieta hiperlipídica 
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da administração da dieta hiperlipídica, enquanto para o peso, as diferenças 

significativas surgiram a partir da 8ª semana de experimento. 
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Figura 8. Efeito do NL no peso corporal, tolerância à glicose e sensibilidade à insulina a) Desenho do estudo: Camundongos 
C57Bl/6 machos alimentados com uma dieta rica em gordura receberam NL (50 mg/kg/d) ou veículo por três EMPanas. b) 
Ganho de peso em porcentagem durante o experimento, c) Consumo energético antes, durante e após o tratamento. Glicose 
basal do animal durante a administração de gelatina (D), níveis de glicemia de jejum durante o tratamento, níveis de glicose 
no sangue durante o TTI (E) e TTG (F), e a área sob a curva do TTI e TTG (g). N = 10/grupo; dados apresentados como média 
± EMP. Análise estatística realizada por meio de ANOVA de duas vias seguida de teste de comparações múltiplas de Tukey 
(B,C,D,E e F) ou ANOVA de uma via seguida de teste de comparações múltiplas de Tukey (G) (p<0,05). TTG: teste de tolerância 
à glicose; TTI: teste de tolerância à insulina. 
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Camundongos machos C57Bl/6 alimentados com uma dieta hiperlipídica  

por 10 semanas foram submetidos a tratamento com veículo ou NL (50 mg/kg/d) 

por três semanas (Figura 8A), a partir das 18 semanas de idade. Conforme 

esperado em comparação com a dieta normolipídica, a dieta hiperlipidica (HFD) 

resultou em ganho de peso significativo (Figura 8B), aumento da ingestão calórica, 

redução da tolerância à glicose (Figura 8F e 8G) e diminuição da sensibilidade à 

insulina (Figura 8E e 8G), conforme esperado em comparação com a dieta 

alimentar normolipídica. A administração de NL a camundongos alimentados com 
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dieta hiperlipídica não alterou o ganho de peso, a ingestão calórica, a intolerância 

à glicose ou a sensibilidade à insulina (Figura 8B e 8G). 

 

5.2. ANÁLISES BIOQUÍMICAS DO SORO E MENSURAÇÕES DOS 

TECIDOS 

 

Na 23ª semana de vida, os animais foram submetidos à eutanásia e foram 

coletados diferentes tecidos e o soro dos animais.  

 

 

Figura 9. Análise bioquímica de medições séricas e teciduais. Os parâmetros medidos foram colesterol total (a), colesterol LDL (b), 
colesterol HDL (c), GOT(e) e GPT(f). As proporções de LDL/HDL(d) e GOT/GPT(g) também foram calculadas. Para a análise tecidual, foram 
medidos o comprimento do intestino (h) e a massa do BAT (i), do WAT subcutâneo (j) e do WAT visceral (k) após a eutanásia. N=6/grupo 
para análise bioquímica e N=10/grupo para análise do tamanho dos órgãos; dados apresentados como média ± SEM. Análise estatística 
realizada por meio de ANOVA ONE-Way seguida de testes de comparações múltiplas de Tukey, (p<0,05). LDL: Lipoproteína de baixa 
densidade; HDL: Lipoproteína de alta densidade; TGO: transaminase glutâmica oxaloacética; TGP: transaminase glutâmico-pirúvica; TAM: 
tecido adiposo marrom; TAB SC: tecido adiposo branco subcutâneo; TAB Vis: tecido adiposo branco visceral. 
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A Figura 9, mostra as análises bioquímicas realizadas: colesterol total (a), 

colesterol LDL (b), colesterol HDL (c), razão entre LDL/HDL (D), Transaminase 

Glutâmico Oxalacética (TGO) (e), transaminase glutâmico pirúvica (TGP) (f) e 

razão entre TGO/TGP (g). As análises bioquímicas apresentaram diferenças 

significativas para os grupos obesos (OBS e NL) e controle para colesterol total, 

colesterol LDL e razão TGO/TGP. O LDL em pacientes obesos apresentam taxas 

normais ou pouco elevadas(GRUNDY, 2004), o que em nosso trabalho apresentou 

aumento nos grupos obesos.  

O HDL é um dos fatores de risco para doenças cardiovasculares e tem 

suas taxas alteradas em obesidade. Já foi visto que a forma de HDL 3 está 

aumentada em pacientes obesos(STADLER et al., 2021). A obesidade também 

afeta a qualidade do HDL, fazendo com que ele perca sua atividade protetiva oo 

que mostra leva a complicações na obesidade ocasionando em infecção, 

inflamação, diabetes e doenças cardiovasculares(SMITH, 2010). Aqui percebemos 

que somente o grupo OBS apresentou diferença significativa em relação ao CTRL, 

enquanto o NL não apresenta diferença.  

As alterações das transaminases glutâmico pirúvica (TGP) e glutâmica 

oxaloacética (TGO), também conhecidas como alanina amino transferase e 

aspartato amino transferase respectivamente, estão relacionadas a severidade da 

doença do fígado associada a disfunção metabólica (CLARK; BRANCATI; DIEHL, 

2003). A proporção de TGO/TGP está associada as possíveis injúrias no fígado 

(COHEN; KAPLAN, 1979). Em pacientes com dependência de alcool, quanto 

menor a razão maiores eram as injúrias. Como o esperado, as razões TGO/TGP 

foram menores nos grupos submetidos à obesidade.  

A Figura 9 também apresenta os resultados da mensuração do 

comprimento do intestino (h), Tecido Adiposo Marrom (TAM) (i), Tecido Adiposo 

Branco Subcutâneo (TAB SC) (j) e Tecido Adiposo Branco Visceral (TAB VIS) (k). 

Não foram observadas alterações significativas no tamanho dos intestinos. 

Observamos diferença significativa entre o grupo controle e o grupo obeso, 

tratado ou não com NL, para TAM e TAB SC (Fig. 10), mas não houveram 

diferenças significativas entre os grupos NL e OBS.  Interessantemente, o grupo 
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tratado com NL não mostrou-se diferente do OBS no TAB Vis, mas inibiu o aumento 

de peso do TAM e TAB SC. 

Apesar da ação do NL no peso do TAM e TAB SC, todos os outros 

resultados não sugeriram uma significante ação do NL sobre o fenótipo dos 

camundongos obesos. Estes resultados não foram promissores para considerar o 

NL como potencial terapia para obesidade. Apesar disto, seguimos para 

investigação dos tecidos. 

 

5.3. HISTOLOGIA, CONTEÚDO DE TRIGLICERÍDEOS E MASSA 

DO FÍGADO 

Para observar se o NL poderia ter afetado o fígado, realizamos análises 

histológicas do tecido hepático. Surpreendentemente, o tratamento com NL atenuou 

o acúmulo de gordura hepática induzido pela dieta hiperlipídica (Fig. 10A e Apêndice 

1 e 2). Camundongos obesos tratados com NL e camundongos alimentados com 

ração normolipídica exibiram características histológicas do fígado e diâmetro médio 

dos hepatócitos semelhantes (Fig. 10B). Observamos também que o conteúdo de 

triglicerídeos hepático foi significativamente diminuído pelo tratamento com NL, para 

níveis comparáveis aos de camundongos alimentados com dieta normolipídica (Fig. 

10C). A massa do fígado aumentou significativamente em camundongos obesos em 

comparação ao controle (Fig. 10D). Estes achados que mostram que o NL atenuou o 

acúmulo hepático de triglicerídeos sem modificar o ganho de peso induzido pela dieta 

ou a intolerância à glicose sugerem que possivelmente as vias de sinalizações entre 

a disfunção metabólica causada pela obesidade e esteatose hepática possam ser 

dissociadas.  

Até o momento, não temos conhecimento de uma terapia farmacológica eficaz 

para MASLD, independentemente do seu efeito sobre o peso ou disfunção 

metabólica. No caso dos agonistas do receptor GLP-1, drogas emergentes no 

tratamento da obesidade, podem atenuar a MASLD, mas este efeito está associado 
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a perda de peso e correção da disfunção metabólica (TARGHER; MANTOVANI; 

BYRNE, 2023). 

HALLSWORTH et al., (2011) mostrou em adultos sedentários que possuíam MASLD 

que exercícios de resistência conseguem diminuir os lipídios no fígado, oxidação 

lipídica e melhorar o controle da glicose e a resistência à insulina sem reduzir o peso 

dos indivíduos. Além disto, um estudo em pessoas de meia idade com gordura 

hepática com a intervenção de manter a ingestão calórica igual e cortar carboidratos, 

aumentando a taxa de proteínas, é possível ver a redução de gordura no fígado, 

Figura 10. Histologia, conteúdo de triglicerídeos e peso do fígado. a) Lâmina histológica 
representativa dos fígados de animais submetidos a dieta normal (CTRL) e dieta hiperlipídica (OBS e 
NL). Foram examinados n=5/grupo, e para cada fígado foram obtidas e analisadas 3 lâminas. No painel 
direito, as imagens são mostradas com ampliação de 10x e escala de 200μm. No painel esquerdo, eles 
são exibidos com ampliação de 20x e escala de 100μm. A área das células hepáticas (b) foi medida. c) 
Teor de triglicerídeos hepáticos, n=8/grupo. d) Massa de fígado de camundongo n=10/grupo. Dados 
apresentados como média ± EMP. A análise estatística foi realizada utilizando ANOVA ONE-Way 
seguida pelo teste de Kruskall-Wallis (b) ou testes de comparações múltiplas de Tukey (c e d), p<0,05. 
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mesmo que acompanhada de uma pequena diminuição na gordura corporal, sem 

alteração na circunferência do abdome trazendo também alterações a microbiota dos 

indivíduos (MARDINOGLU et al., 2018).  

Outros tipos de mudança na dieta, associadas ou não ao exercício também trazem 

melhorias acompanhadas de redução de peso. Em um estudo camundongos C57BL/6 

foram induzidos a obesidade e separados em quatro grupos: sedentários, sedentários 

com dieta normolipídica, pratica de exercícios sem alteração de dieta e prática de 

exercícios com alteração para dieta normolipídica. Tanto a alteração de dieta quanto 

a inserção de exercícios trouxeram benefícios isoladamente, porém somente o 

exercício não apresentou mudança significativa na redução de peso, enquanto a dieta 

apresentou, já as duas práticas associadas apresentaram o melhor cenário. Em todos 

os casos, houve redução dos triglicerídeos hepáticos (OK; KO; BAE, 2018). 

 

5.4. EXPRESSÃO DE GENES ASSOCIADOS À ADIPOGÊNESE, 

INFLAMAÇÃO E ESTRESSE OXIDATIVO NO FÍGADO 

Com o objetivo de analisar o efeito do NL na expressão dos genes associados à 

adipogênese, inflamação e estresse oxidativo no fígado, focamos nos seguintes 

genes: FABP4, CPT1A, PPARγ, VCAM e DCN.  

O gene FABP4, responsável pela codificação da Proteína de Ligação a Ácidos 

Graxos 4, está intrinsecamente associado à adipogênese. Por meio de análises e 

espectrometria de massa associada a proteômica, sua vinculação com a obesidade 

e a síndrome metabólica também foi estabelecida, como um importante bio marcados 

no plasma, visto que em obesos a sua concentração era maior Em pacientes ccom 

diabetes tipo 2, a quantificação da proteína no soro, está relacionada a severidade 

para casos de MASLD (HYUN KOH et al., 2009). Em estudos realizados em humanos, 

verificou-se um aumento na expressão deste gene no fígado de pacientes com 

doença do fígado associado a síndrome metabólica em amostras de biópsia (GRECO 

et al., 2008).  

No entanto, nossos resultados não mostraram diferenças significativas entre 

os grupos controle e tratamento (Fig 11a). Possivelmente, se aumentássemos o 
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número de amostras analisadas observaríamos uma diferença significante. Ou ainda, 

talvez o tempo de tratamento pode não ter sido suficiente para modificar a expressão 

desse gene. 

O Peroxisome prolifarator active receptor (PPAR) é um 

receptor nuclear importante para homeostase de lipídios e glicose (GRYGIEL-

GÓRNIAK, 2014). Pacientes obesos e com esteatose hepática mostratam um 

aumento na expressão genética do PPARγ (PETTINELLI; VIDELA, 2011). Apesar da 

ausência de diferenças significativas nos nossos resultados (Fig 11b), a observação 

da dinâmica de expressão do PPARγ sugere que talvez aumentando o número de 

amostras analisadas as diferenças estatísticas se tornem aparentes. Novos 

experimentos serão necessários para observar com clareza o envolvimento do PPAR 

na atenuação da MASLD 

O gene CPT1a é responsável pela expressão da proteína palmitoiltransferase 

carnitina 1A, a qual desempenha um papel crucial no transporte de ácidos graxos do 

citoplasma para a mitocôndria. A isoforma α desta proteína está predominantemente 

presente no fígado. Em camundongos com MASLD, observou-se um aumento na 

expressão desse gene hepático em células T CD4+ levando a apoptose,e com a 

inibição dos genes CPT há uma prevenção da progressão de MASLD levando ao 

hepatocarcinoma (BROWN et al., 2018). De forma semelhante ao PPARγ, o Cpt1a 

não apresentou diferença significativa entre os grupos (Fig 11c), o que talvez seja 

mudado pelo aumento no número de amostras analisadas. 
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Figura 11. Expressão gênica mensurada em fígados tratados com NL. Em a) e b) estão os genes relacionados 
a adipogênese, Fabp4 e Pparg, respectivamente. Em c) o gene CPT1a que é relacionado ao estresse oxidativo. 

Já em d) e e) estão os genes relacionados a inflamação. Foi relizado o teste student T test, p<0.05 e n=5. 

O gene DCN é responsável pela síntese da proteína decorina, importante na 

via da inflamação (JÄRVINEN; RUOSLAHTI, 2019) e metabolismo celular (ZHENG et 

al., 2021). No entanto, observamos uma diminuição na expressão no grupo NL, sendo 

inferior tanto ao grupo de controle quanto ao grupo de indivíduos obesos (Figura 11d).  

O gene VCAM (vascular cell adhesion molecule 1) codifica uma proteína 

responsável por induzir a adesão e extravasamento de monócitos nos vasos 

sanguíneos. No transcriptoma do fígado de camundongos com esteato hepatose, 

observa-se que VCAM está com a expressão aumentada em MASLD e está 

associado a progressão da doença, se tornando um importante alvo para a MASLD 

(FURUTA et al., 2021). Nossos resultados não mostraram diferença significativa entre 

os grupos, apesar do NL ter diminuído a expressão de VCAM (Fig 11e). Aqui, 

novamente, um maior número de amostras poderia ter auxiliado a esclarecer as 

diferenças 
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5.5. LIPIDÔMICA E POTENCIAIS LIPÍDIOS DE INTERESSE 

Com a finalidade de identificar os lipídios possivelmente envolvidos na 

atenuação do MASLD de camundongos obesos induzido por dieta hiperlipídica, foi 

realizado a lipidômica global da dieta normolipídica (CD) e extrato fecal normolipídico.  

Enfatizo que estes experimentos foram realizados no Salk Institute, San Diego, 

Califórnia. Ou seja, apesar de ser a mesma linhagem de camundongos da 

Universidade de Brasília, as fezes coletadas foram de animais mantidos e 

alimentados no biotério da Universidade da Califórnia. Os resultados obtidos foram 

enviados ao nosso grupo para que as análises pudessem ser realizadas.  

 Foram identificados um total de 551 lipídios, que foram distribuídos em 31 

subclasses (Fig. 12A). As subclasses lipídicas encontradas em NL diferiram daquelas 

identificadas na dieta alimentar (Fig. 12A e 12B). A distribuição de grupos lipídicos 

específicos em NL é apresentada na Figura 13C. Apesar da abundância de 

triglicerídeos (TG) em NL, é notável a presença de ceramidas (Cer), ácidos graxos 

(FA) e lisofosfatidilserina (LPS). 

Identificamos uma elevada proporção de fosfatidilcolina (PC) em relação à 

fosfatidiletanolamina (PE) em NL (Figura 12D). A taxa entre PC e PE é relevante para 

a integridade da membrana celular. Estudos anteriores demonstraram que 

camundongos, alimentados com uma dieta normolipídica e deficientes em PE N-

metiltransferase (PEMT-/-), responsável pela conversão de PC em PE, 

desenvolveram acúmulo de gordura hepática, inflamação e insuficiência hepática 

aguda (LI et al., 2006). Este último resultado foi associado à diminuição da proporção 

de PC para PE na membrana, resultando na perda de integridade da membrana. Isso, 

por sua vez, aumentou a permeabilidade da membrana, desencadeando a liberação 

de citocinas pró-inflamatórias e promovendo o desenvolvimento de MASLD (Figura 

12G) (LI et al., 2006; VAN DER VEEN et al., 2017). 

Além disso, abordagens para restabelecer a relação PC/PE, seja por meio da 

suplementação de colina ou pela redução da síntese de PE, conseguiram reverter a 

inflamação hepática, embora não tenham afetado a esteatose hepática (LI et al., 

2006). Portanto, é razoável especular que a abundância de PC em NL pode ter 

contribuído para a redução observada no MASLD. Embora camundongos CD sem 
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PEMT, submetidos a intervenções para aumentar a relação PC/PE, tenham 

apresentado melhora na inflamação, mas não na esteatose, ao contrário do que 

observamos, não é possível descartar a possibilidade de que em um modelo menos 

grave de MASLD, tais intervenções possam melhorar o acúmulo de gordura hepática, 

conforme observado neste estudo. 

Da mesma maneira, a administração de PC em ratos com esteatose hepática 

associada à disfunção metabólica induzida por ácido orótico resultou na diminuição 

do acúmulo de triglicerídeos no fígado. Esse efeito foi acompanhado pela redução da 

atividade de enzimas envolvidas na síntese de triglicerídeos e pelo aumento da 

atividade da CPT1A7. Descobertas semelhantes foram registradas em camundongos 

com obesidade induzida por dieta hiperlipídica e esteatose hepática associada à 

disfunção metabólica (WEBER et al., 2020). Com base em dados de modelos 

animais, foi recentemente evidenciado que uma maior ingestão dietética do precursor 

da fosfatidilcolina, a colina, estava associada a um menor risco de esteatose hepática 

avaliada por elastrografia hepática em seres humanos(CHAKRABARTY et al., 2021). 

A colina é uma molécula relevante para a homeostase do corpo. Está envolvida 

em diversos processos metabólicos, entre eles: a participação no neurotransmissor 

acetil colina, estrutura a  membrana celular e mitocôndria e é uma grande 

influenciadora no metabolismo lipídico (CORBIN; ZEISEL, 2012).  É a precursora da 

fosfatidilcolina (PC) e da lisofosfatidilcolina (LPC) que apresenta papéis essenciais 

nas células, principalmente no fígado.  Outros grupos lipídicos de destaque são a 

fosfoetanolamina (PE) e a lisofosfoetaloamina (LPE) e esses estão presentes em NL 

(Fig 12D).  

Lisofosfolipídios (LFL) são produtos de desacetilação de fosfolipídios 

produzidos a partir da ação da enzima fosfolipase, tanto  1 quanto  2 (MAKIDE et al., 

2009). Em NL há a presença de LPC e LPE. A razão entre LPC e LPE em pacientes 

que desenvolveram MASLD foi diminuída (PAPANDREOU et al., 2017). Entretanto, o 

papel de LPE ainda não foi completamente elucidado. Existem trabalhos que 

discutem como essas moléculas influenciam o acumulo lipídico em células hepáticas 

(YAMAMOTO et al., 2022) e por outro lado como há uma diminuição desses lipídios 

em plasma de pacientes com MASLD(TIWARI-HECKLER et al., 2018). 
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Figura 12. Análises lipídicas e potenciais lipídios relevantes. a) Dispersão de grupos lipídicos de NL em 
comparação com a dieta alimentar (CD). b) Mapa de calor ilustrando os grupos lipídicos de CD e NL. c) Distribuição 
em porcentagem da composição lipídica do extrato de NL. Lipídios presentes no extrato lipídico NL potencialmente 
presentes na patologia, como PC, LPC, PE e LPE (d), Ceramidas (e), e PUFAs (f), que desempenham papéis 
essenciais nos processos biológicos relacionados a doenças. Estes incluem a proporção de PC/PE na membrana 
plasmática (g), exercendo influência direta nos processos que impactam o MASLD (h) e metabolismo da colina (i). 
Os dados foram transformados para log2 x NL/CD para gráfico de vulcão e foi realizado teste t de Student múltiplo, 

p<0,05. Para o mapa de calor, os dados foram transformados em log2(x). Dados apresentado como média ± EPM. 

Os lipídios PC e LPC são associados ao metabolismo de colina. O metabolismo 

de colina em câncer já é bem descrito na literatura (GLUNDE; BHUJWALLA; RONEN, 

2011). Levando em consideração que o desenvolvimento de MASLD resulta em HCC, 

é um importante via de sinalização para a doença. Em pacientes com HCC há um 

aumento de PC e diminuição de LPC associados a progressão da doença (COTTE et 

al., 2019). Entretanto, foram vistos em pacientes com MASLD a diminuição de PC em 

lipidômica do fígado (MÄNNISTÖ et al., 2019) 

O metabolismo de colina curiosamente sofre uma diminuição em 

MASLD(CORBIN; ZEISEL, 2012), e essa diminuição leva consequentemente a 

diminuição de PC e de LPC que são grupos lipídicos envolvidos principalmente na 

parede celular. Essa diminuição  de LPC leva a inflamação e apoptose nas células 

hepáticas(Fig 13 I)(PAUL; LEWINSKA; ANDERSEN, 2022), o que consequentemente 

causa uma maior deteriorização desse tecido. 

É crucial observar que a conversão da colina na via de fosfatidilcolina (PC) foi 

associada ao desenvolvimento do câncer. O aumento nos níveis de colina e seus 

metabólitos é reconhecido como um marcador estabelecido para o câncer(GLUNDE; 

BHUJWALLA; RONEN, 2011). Além disso, na MASLD, há uma diminuição na 

produção de fosfatidilcolina (PC), o que contribui para o acúmulo de gordura. Também 

é observada uma redução na lisofosfatidilcolina (LPC), que desencadeia inflamação, 

estresse oxidativo e apoptose. Esses mecanismos, quando combinados, aceleram a 

progressão da doença. 

Possivelmente, ao repor os metabólitos derivados da colina, esse ciclo de 

eventos pode ser reduzido, prevenindo a apoptose e, consequentemente, a 

progressão da MASLD para o carcinoma hepatocelular. Esses lipídios desempenham 

um papel crucial tanto na apoptose quanto nas vias do câncer(GUO et al., 2005). 
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A presença significativa de ceramidas com cadeias de 18 carbonos, tanto 

saturadas quanto insaturadas, foi notada em NL (Figura 12E). Notavelmente, uma 

análise lipídica prévia do fígado revelou uma diminuição na abundância de Cer(18:0) 

no MASLD(MONTEFUSCO et al., 2022). Além disso, estudos demonstraram que 

Cer(18:0) reduz a inflamação hepática em um modelo de rato com MASLD(WANG et 

al., 2020). Portanto, é plausível que a presença de Cer(18:0) em NL tenha contribuído, 

pelo menos parcialmente, para a melhoria observada no MASLD neste estudo. O 

desequilíbrio nos ácidos graxos poli-insaturados (PUFA), incluindo os ácidos graxos 

ômega-3 e ômega-6, também pode desempenhar um papel no desenvolvimento de 

doenças. Uma proporção elevada de ômega-6/ômega-3 está associada a uma maior 

suscetibilidade ao MASLD, enquanto uma proporção mais baixa se correlaciona com 

a redução da esteatose hepática (Figura 13H). 

A mudança evolutiva na proporção de ácidos graxos ômega-3 para ômega-6 

representa um fenômeno significativo. Durante a era Paleozóica, essa proporção era 

mantida em níveis de 1:1. No entanto, na dieta ocidental contemporânea, essa 

proporção sofreu uma mudança dramática para 15:1. É digno de nota que os ácidos 

graxos ômega-3 presentes em fontes naturais podem desempenhar um papel 

suplementar crucial na restauração do equilíbrio entre ômega-6 e ômega-3. Embora 

essa relação tenha sido estabelecida em modelos animais, ainda não foi demonstrada 

uma associação clara entre a proporção ômega-6/3 e a progressão da doença 

hepática gordurosa não alcoólica (MAFLD) em seres humanos(HEINZER et al., 

2022). 

Yasuda et al. (2020) previamente caracterizaram os lipídios derivados da 

microbiota intestinal. Ao eliminar a microbiota intestinal com uma combinação de 

antibióticos, os pesquisadores identificaram centenas de moléculas lipídicas nas 

fezes associadas à microbiota(YASUDA et al., 2020). Quatorze dessas moléculas 

foram detectadas em nossa análise lipidômica de NL, incluindo PE (15:0/15:0), Cer 

(16:0/16:0), Cer (18:0/18:0), PE (15:0/18:2), LPE (15:0), Cer (17:0/16:0), Cer 

(18:0/16:0), PG (15:0/16:0), PG (18:0/18:1), PG (18:1/18:1), PE (15:0/16:0), FA (18:0), 

FA (18:1), FA (18:2). Os metabólitos do ácido linoleico FA(18:0), FA (18:1) e FA(18:2) 

foram anteriormente associados a Yasuda et al. (2020) relacionados a Lactobacillus 

sp. e Bifidobacterium pseudolongum13. PE e LPE foram previamente relacionados 
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ao filo Bacteroidetes, bem como aos filos Firmicutes e Proteobacteria, enquanto os 

ácidos biliares primários (LCA, CA e α-MCA), AcylCer (Cer (18:0/18:0) ), Cer-BDS 

(Cer (18:0/16:0)) e PG (PG (15:0/16:0), PG (18:0/18:1), PG (18:1/18:1)) estavam 

relacionados à presença intestinal de Bacteroidetes(YASUDA et al., 2020). 

Existem evidências crescentes que associam a microbiota intestinal à 

produção de moléculas que podem causar danos hepáticos ou desencadear 

inflamação no fígado(SCOTT, 2017). Intervir nos fatores ambientais que impactam a 

microbiota intestinal pode ser uma abordagem útil na prevenção e tratamento de 

MASLD. 

Acreditamos que estes resultados da lipidômica possam auxiliar na 

identificação dos lipídios responsáveis pela atenuação da MASLD. Entretanto, temos 

que ter cautela, pois conforme mencionado, as amostras utilizadas para lipidômica e 

para tratamento não tiveram a mesma procedência 
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6. CONCLUSÃO 

 

Em resumo, observamos uma ação surpreendente do extrato NL na 

atenuação da MASLD induzida pela dieta hiperlipídica em camundongos C57BL/6 

machos. Este efeito não foi acompanhado por qualquer modificação na massa 

corporal ou na homeostase da glicose, indicando um efeito específico no fígado 

dissociado dos resultados metabólicos sistêmicos.  

 

Estes resultados sugerem que lipídios bioativos de microbiota intestinal, 

possa ter efeitos diretos no fígado, ou da absorção de lipídios na circulação, 

exercendo efeitos diretos no fígado. Embora a identificação exata dos lipídios 

responsáveis por esse efeito seja desafiadora, acreditamos que a combinação 

desses vários lipídios revelados pela lipidômica possa contribuir para a melhora da 

MASLD. 
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7. PERSPECTIVAS 

Apresentamos aqui uma nova perspectiva de tratamento para a MASLD, 

que pode se tornar uma base essencial para avançar na compreensão dos 

mecanismos subjacentes à doença e desenvolver novas estratégias terapêuticas. 

Primeiramente, pretendemos realizar novos experimentos de lipidômica. 

Nestes ensaios avaliaremos os extratos lipídicos das fezes dos camundongos 

obesos, controle e dietas, provenientes da mesma instituição. Isto evitará viés da 

utilização de diferentes animais. 

Em seguida, após a identificação de possíveis lipídios envolvidos na 

MASLD, realizaremos trataremos animais obesos com diferentes combinações 

lipídicas. Caso consigamos alcançar uma combinação promissora, ensaios clínicos 

em indivíduos obesos com MASLD serão realizados.  
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CAPÍTULO 2- 

ESTUDOS BASEADOS EM CÉLULAS: INVESTIGAÇÃO DO 

EFEITO DE EXTRATO LIPÍDICO FECAL (NL) SOBRE A 

ATIVIDADE DO RECEPTOR NUCLEAR PPARγ E 

DIFERENCIAÇÃO CELULAR.  
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1. INTRODUÇÃO 

Concomitante aos estudos in vivo, descritos no capítulo 1, utilizamos 

modelos celulares com o objetivo de dissecar as possíveis vias de sinalização 

envolvidas na ação de extratos lipídicos fecais.  

Desta forma, primeiramente realizamos ensaios de viabilidade celular 

(MTT), para analisar a toxicidade dos extratos lipídicos. Em seguida, verificamos a 

atividade do PPARγ, um receptor nuclear crucial chave na regulação do 

metabolismo celular, utilizando ensaios de gene repórter. Além disto, verificamos 

a ação do NL sobre a diferenciação de células 3T3-L1. 

1.1. RECEPTORES NUCLEARES  

 

Receptores nucleares são uma super família de proteínas que estão 

localizados no núcleo celular, que podem ser regulados por pequenos ligantes 

lipofílicos. Eles estão envolvidos em diversos processos fisiológicos como 

metabolismo, proliferação e resposta imunológica (MAZAIRA et al., 2018). 

Além de estarem presentes em processos metabólicos cruciais para o 

funcionamento do organismo, os receptores nucleares também estão envolvidos 

em diversos processos patológicos, como por exemplo: obesidade, diabetes, 

câncer e doenças cardiovasculares. (MAZAIRA et al., 2018). 

O Receptor Ativado por Proliferadores de Peroxissomas (PPAR) é uma 

família de receptores nucleares responsáveis por diversos processos metabólicos, 

incluindo a homeostase de lipídios e glicose(GRYGIEL-GÓRNIAK, 2014). Esta 

família é composta por três isotipos: PPARγ, PPARα e PPAβ/δ.  

O PPAR apresenta diversos ligantes naturais lipídicos, como ácidos graxos 

e eicosanoides (LEHRKE; LAZAR, 2005), desempenhando um papel crucial em 

condições como diabetes tipo 2 e obesidade. Tornou-se um alvo terapêutico, como 

evidenciado pelo uso de rosiglitazona e pioglitazona no tratamento do diabetes tipo 

2. No entanto, em 2010, a FDA iniciou uma investigação sobre a pioglitazona 

devido a riscos para os seres humanos.  PICCINNI et al., (2011) analisaram os 

relatórios da FDA de 2004 a 2009 e observaram que a droga estava associada ao 

câncer de bexiga. Para avaliar os riscos de doenças cardiovasculares WERTZ et 
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al., (2010) compararam as drogas rosiglitazona e pioglitazona, mostrando que 

ambas apresentavam o mesmo risco para problemas cardiovasculares.  

O PPARγ é um importante regulador da expressão de genes envolvidos no 

metabolismo lipídico, inflamação induzida pela obesidade, síndrome metabólica, 

além de estimular a diferenciação de pré adipócitos para adipócitos(DARWISH et 

al., 2022). Dessa forma, a investigação de ligantes de PPARγ, potencialmente 

presentes no NL, se torna evidente. 
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2. JUSTIFICATIVA 

A análise da toxicidade dos extratos lipídicos é de extrema relevância para 

estabelecer a concentração do NL que inibe a viabilidade celular. Após a 

determinação da dose tóxica para as células, a verificação da capacidade dos 

extratos lipídicos em ativarem o receptor nuclear PPARγ é fundamental para 

compreensão da atividade do NL sobre regulação do metabolismo lipídico e na 

diferenciação de adipócitos.  
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3. OBJETIVOS 

3.1. OBJETIVO GERAL 

Avaliar efeitos de extratos lipídicos obtidos a partir de ração e amostras 

fecais de camundongos C57BL/6, submetidos a dietas normolipídica e 

hiperlipídica, em modelos celulares. 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Avaliar a influência na viabilidade celular de extratos lipídicos em 

diversas linhagens celulares pelo método de MTT; 

• Investigar a ação de extratos lipídicos sobre a atividade do  ao 

receptor nuclear PPARγ em células HeLa pelo método de gene 

repórtes; 

• Analisar a influência de extratos lipídicos fecais na diferenciação de 

pré- adipócitos em células 3T3-L1. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. EXTRAÇÃO LIPÍDICA 

Os lipídios foram extraídos de material fecal de camundongos CB57BL/6, 

com 15 semanas de vida, conforme descrito no item 4.2.1 do capítulo 1 dessa tese. 

Foram feitos extratos de ração hiperlipídica (HFD), ração normolipídica (CD), fezes 

normolipídicas (NL) e fezes hiperlipídicas(HL) conforme figura 13. 

4.2. CULTIVO CELULAR 

 

As células HeLa, HepG2, Célula mesenquimal (MSC), 3T3-L1, RAW, 

Ishikawa e PC3 foram mantidas em incubadora contendo 5% de CO2 a 37 °C. A 

troca de meio e tripsinização eram realizadas quando células atingiam confluência 

maior que 70%. O meio utilizado para cultivo foi o DMEM High Glucose contendo 

10% de Soro fetal bovino e 1% de antibiótico penicilina e estreptomicina (v:v) 

exceto para a célula 3T3-L1 que para manutenção inicial foi utilizado meio DMEM 

High glucose contendo 10% de soro neonatal bovino e 1% de antibiótico.  

 Todas as soluções utilizadas em células foram filtradas em membrana 

de 0.22µm para manter a esterilidade e evitar contaminações, assim como todo o 

trabalho foi realizado em fluxo laminar vertical mantendo o ambiente estéril.  

Figura 13. Diagrama de extratos lipídicos. Camundongos C57Bl/6 foram submetidos a uma dieta hiperlipídica 
ou normolipídica. Extratos foram obtidos a partir das rações e fezes dos camundongos. Em azul, representam-se 
os extratos dos camundongos saudáveis. Em vermelho, estão indicados os extratos dos camundongos obesos. 
CD - dieta normolipídica, NL - extrato fecal normolipídico,HFD - dieta hiperlipídica e HL - extrato fecal 
hiperlipídico. 
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4.3. VIABILIDADE CELULAR 

 Para ensaios de viabilidade celular foi utilizado o reagente (3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) , método colorimétrico 

que se vale do metabolismo mitocondrial para converter o reagente MTT em 

cristais de formazan, os quais foram mensurador por absorbância. (BERRIDGE; 

TAN, 1993) 

 Após 24 horas de tratamento com os extratos lipídicos, o meio foi 

retirado e substituído por meio DMEM (10% Soro Fetal Bovino + 1% antibiótico) 

contendo 0,5mg/mL de MTT. As células foram incubadas por 4 horas em 

incubadora a 37°C e 5% de CO2. Após o período especificado a placa é retirada e 

os cristais são solubilizados em 100 µL de solução de isopropanol ácido, que 

contem 52µL de HCl para cada 13mL de isopropanol. A leitura dos poços é 

realizada no comprimento de onda de 570 nm em espectrofotômetro DTX 800 

Multimolder Detector (Beckman Coulter). Os dados são tratados em software 

GraphPad Prism 8 por meio de ANOVA one-way, p<0.05.  

 

4.4. GENE REPÓRTER 

Para o ensaio de gene repórter, as células HeLa foram semeadas a uma 

densidade de 48.000 células por poço em placas de 48 poços. Realizou-se co-

transfecção com vetores que continham cDNA para receptores nucleares, incluindo 

o LBD de PPARγ fusionado ao DBD do fator GAL4 (60ng) em um plasmídeo 

contendo o gene repórter luciferase (240ng). As transfecções foram conduzidas 

utilizando reagente Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher Scientific), conforme as 

instruções do fabricante. As células foram expostas ao veículo DMSO (Sigma), 

Rosiglitazona 10-5M (Cayman Chemical) e concentrações crescentes de extratos 

lipídicos. A atividade da luciferase foi medida em luminômetro Glomax 20/20 

Luminometer (Promega) com o kit Reporter Luciferase Assay Kit (Promega), 

seguindo as orientações do fabricante. Os resultados foram expressos em relação 

à atividade da luciferase no veículo. Todos estes plasmídeos foram gentilmente 

cedidos pelo Dr. Paul Webb do Methodist Research Institute (Houston, EUA).  
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4.5. DIFERENCIAÇÃO DE CÉLULAS 3T3-L1 

 

As células 3T3- L1 foram plaqueadas em placas de 6 poços na densidade 

de 48.000 células por poço. As células foram mantidas em meio DMEM 

suplementado com 10% de soro neonatal até atingirem 100% de confluência. Dois 

dias após a confluência começou-se o processo de diferenciação celular 

adicionando ao meio o coquetel indutor (1ug/mL de insulina, 0,25uM de 

dexametasona e 0,5mM de IBMX e os ligantes propostos (NL, rosiglitazona e GW 

9667). Após o primeiro dia o meio foi mantido somente com 1ug/ml de insulina 

durante os 15 dias de diferenciação. As concentrações foram administradas 

somente no primeiro dia e isso foi o suficiente para que ocorressem modificações 

na diferenciação das células 3T3-L1. As células foram fixadas em 3.7% de 

paraformaldeido e coradas com Oil red o de acordo com o protocolo descrito por 

(JANDEROVÁ et al., 2003) 

4.6. RT- PCR  

 

O RNA total das células foi extraído utilizando trizol de acordo com as 

informações do fabricante. As células 3T3-L1 passaram pelo processo de diferenciação 

durante 15 dias e no 15º dia as células forma lisadas com trizol de acordo com as 

informações do fabricante. As amostras foram tratadas com DNase e o cDNA e qPCR 

foram realizadas com o kit Gotaq 2-step (Promega) de acordo com as informações do 

fabricante. Os primers tinham a sequência de β-actina F: 5'-

GTGACGTTGACATCCGTAAAG-3’, R: 5'-GCCGGACTCATCGTACTCC-3’,  PPARγ F: 

5'-TTTTCCGAAGAACCATCCGAT-3’, R: 5'-ATGGCATTGTGAGACATCCCC-3’, a 

qPCR foi feita no equipamento Step one plus(Applied Biosystem).  

4.7. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Todos os dados foram testados quanto à distribuição normal com o teste de Shapiro 

Wilk. Caso os dados passassem no teste de normalidade, foi aplicado o teste T de 

Student ou ANOVA unidirecional ou ANOVA bidirecional, caso os dados 

apresentassem mais de uma variável. O teste de Kruskal-Wallis foi realizado em 

dados não normais com vários grupos. Os dados são mostrados como Média ± SEM. 
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Para o gráfico de vulcão foi realizado o teste T de Student. A análise foi feita no 

software GraphPad Prism. A significância foi considerada quando p<0,05. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE DOS EXTRATOS 

LIPÍDICOS FECAIS E DIETÉTICOS  

Para verificar a toxicidade dos extratos em células, foi realizado ensaio de 

MTT nas células HeLa (câncer cervical), HepG2 (câncer hepático), MSC (célula 

mesenquimal humana), PC3 (câncer de próstata), RAW (macrófago), Ishikawa 

(adenocarcinoma endometrial) e 3T3-L1 (fibroblasto). 

As células HeLa (Fig. 14a), HepG2 (Fig. 14b) e MSC (Fig. 14c), foram 

tratadas com extratos lipídicos provenientes da dieta (hiperlipídica – HFD e 

normolipídica- CD) e fezes (animais obesos- HL e animais controle- NL). Somente o 

extrato NL induziu redução na viabilidade celular em uma comparação com o controle, 

revelando diferença significativa em relação aos demais extratos a partir de 600 

µg/mL. Tais concentrações revelaram-se cruciais para as etapas subsequentes, 

contribuindo para a seleção das doses apropriadas a serem empregadas em outros 

ensaios. 

Com foco no NLe CD, realizamos ensaios de MTT nas linhagens RAW, 

Ishikawa, PC3 e 3T3-L1. O CD e NL induziram uma diminuição na viabilidade celular 

nas linhagens RAW (Figura 14d) e Ishikawa (Figura 14e), sendo que, especificamente 

para a linhagem Ishikawa, CD promoveu uma drástica redução da viabilidade. Já na 
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linhagem PC3 (Figura 14f),  CD e NL promoveram leve redução apenas na maior 

concentração utilizada. 

As células 3T3-L1 (Fig 14g) não apresentaram diferença da viabilidade 

celular com o tratamento com CD e NL. O NL está induzindo uma significativa redução 

na viabilidade celular, especialmente em algumas linhagens, como Hela e Hepg2, em 

que a concentração máxima do extrato resulta na mortalidade de aproximadamente 

80% das células. Para as demais linhagens, a diferença não é inferior a 50%.  

Figura 14. Viabilidade celular por método de MTT em diferentes linhagens celulares para extratos normais. 

Comportamento de linhagens celulares em diferentes concentrações de extrato. Células submetidas aos extratos 

NL, CD, HL e HFD, linhagens: HeLa (a), HepG2(b), MSC (c) e submetidas somente aos extratos NL e CD, 

Linhagens: Raw (d), Ishikawa (e), PC3 (f) e 3T3-L1 (g) Dados analisados com GraphPad Prism, two way ANOVA, 

P<0,05. Média ±SD (n=5). As significâncias entre os grupos na mesma dose representadas por * e entre controle 

(sem extrato) e concentração por #.  
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Estudos anteriores demonstram uma variabilidade na citotoxicidade entre 

linhagens tumorais quando submetidas ao tratamento com ácidos graxos poli-

insaturados, resultando em citotoxicidade a concentrações diferentes (DING et al., 

2004). . Nossos resultados também sugerem que as linhagens celulares apresentam 

respostas distintas ao tratamento com metabólitos bioativos de microbiota. 

Entretanto, vale ressaltar que o extrato proveniente das fezes de animais alimentados 

com dieta normolipídica (NL) não foi citotóxico, mesmo em altas concentrações, para 

a maioria das linhagens apresentadas 

5.2. ENSAIO DE GENE REPÓRTER 

Para verificar se os extratos possuiam ação sob o receptor nuclear PPARγ foram 

realizados ensaios de gene reporter.  

   

Para observar uma potencial ação antagonista dos extratos lipidicos, apos 

as co-transfeccoes com o GAL4PPARg e Luc, conforme descrito na metodologia, 

tratamos também as células com um agonista total do PPAR, a rosiglitazona. Os 

extratos NL e CD demonstraram respostas distintas em relação ao PPARγ. O 

extrato NL é capaz de reduzir a ativação induzida pela rosiglitazona, mas não exibe 

uma ativação significativa do receptor quando administrado isoladamente (Figura 

Figura 15. O extrato NL funciona como um agonista parcial de PPAR. O ensaio de gene repórter foi conduzido em 
células HeLa, utilizando os extratos NL (a) e CD (b), tanto associados quanto não associados ao seu agonista total, 
rosiglitazona, em concentrações de 100 μg/mL, 300 μg/mL e 500 μg/mL. Os dados foram analisados com o software 
GraphPad Prism, utilizando one way ANOVA, com um valor de P<0,05 considerado significativo. Os resultados são 

expressos como média ± desvio padrão (n=3). 
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15A). Por outro lado, o extrato CD não afetou a ação da rosiglitazona. Apesar de 

nao observarmos diferenca estatisticas, o etrato CD promoveu um aumento dose-

dependente da ativacao do PPARγ.  (Figura 15B). A inibição da atividade do 

PPARγ em presença da roziglitazona sugere que possa existir um agonista fraco 

(antagonista competitivo) presente no NL. 

 

 

Ao examinar a influência do extrato proveniente da das fezes de 

camundongos obesos (HL), observamos também uma redução da atividade do 

PPARγ em presença da Rosiglitazona (Figura 16B). Por outro lado, o extrato 

proveniente da dieta hiperlipídica (HFD) não apresentou sinais de antagonismo na 

atividade do PPARγ (Figura 16A). 

Ao analisar exclusivamente o HL na concentração de 500 µg em 

comparação com o veículo (DMSO), não se observa diferença estatisticamente 

significativa (p=0,057, teste T de Student, two tailed). Isso reforça a hipótese de 

que o HL possa estar atuando como um antagonista competitivo (ou agonista 

Figura 16 .Extratos HFD e HL apresentam atividade de antagonismo no receptor PPARγ. O ensaio 

de gene repórter foi conduzido em células HeLa, utilizando os extratos HFD (a) e HL (b), tanto associados 

quanto não associados ao seu agonista total, rosiglitazona, em concentrações de 100 μg/mL, 300 μg/mL 

e 500 μg/mL. Os dados foram analisados com o software GraphPad Prism, utilizando one way ANOVA, 

com um valor de P<0,05 considerado significativo. Os resultados são expressos como média ± desvio 

padrão (n=2). 
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fraco), interferindo na ativação mediada pela rosiglitazona de maneira dose-

dependente. 

 

5.3. DIFERENCIAÇÃO EM CÉLULAS 3T3-L1 

Para a diferenciação foram utilizadas células 3T3-L1, pré adipócitos que   

com o tratamento com o meio indutor se diferenciam em adipócitos. Para isso as 

células foram tratadas com o extrato NL, agonista (rosiglitazona) e antagonista 

(GW9662) de PPARγ (CHAWLA et al., 1994). Observa-se que a ação do 

antagonista na diferenciação é bastante próxima a do controle, ao passo que o 

agonista promove uma maior diferenciação das células. (Fig 17A).  

O tratamento das células com NL induz causa uma leve diferenciação. 

Notavelmente, observamos uma diminuição da atividade da rosiglitazona quando 

em presença do NL. Menor diferença ainda quando uma menor diferenciação 

utilizada em conjunto com o antagonista GW9662.  

 

A expressão de PPARγ é aumentada em diferenciação de 3T3-

L1(TEIXEIRA et al., 2022). Ao analisar a expressão de mRNA de PPARγ (Fig 17b), 

observamos o esperado conforme descrito na literatura, com um aumento devido 

ao agonista rosiglitazona e uma diminuição decorrente do antagonista GW9662. 

Figura 17. Diferenciação de células 3T3-L1. A) Poços após serem corados com Oil Red O, quanto mais intensa for a cor 

dos poços maior a diferenciação das células. B) Expressão do gene Pparg nos tratamentos descritos Dados analisados com 

GraphPad Prism, ONE way ANOVA, P<0,05. Média ±SD (n=3). 
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Juntos, ensaios de gene repórter e diferenciação celular, estes resultados sugerem 

que o NL possa conter moléculas que regulem a atividade do PPARγ.  
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6. CONCLUSÃO 

Os metabólitos lipídicos provenientes da microbiota intestinal mostraram 

importantes ações moleculares. Os ensaios celulares evidenciaram a ação de 

moléculas presentes no NL capazes de interferir na atividade do receptor nuclear 

PPARγ. 

Considerando tais resultados, os extratos lipídicos provenientes da 

microbiota intestinal surgem como uma alternativa terapêutica promissora para a 

suplementação e tratamento da síndrome metabólica, especialmente dada a ampla 

associação entre fatores como obesidade e doença hepática gordurosa. Destaca-

se que o extrato oferece benefícios em relação às técnicas existentes, sendo 

seguro e não invasivo, ao contrário de abordagens como o transplante fecal de 

microbiota que podem promover a transferência de bactérias patogênicas ou 

resistentes. 
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Figura 18. Análise histológica do fígado de camundongos C57BL/6 em aumento de 10x. A primeira 
linha representa o grupo controle, na segunda linha, grupo dos animais submetidos à obesidade. A 
terceira linha retrata o grupo obeso tratado com NL. Lâminas coradas com hematoxilina e eosina 

Apêndice 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

NL 
NL 



87 
 

Figura 19. Análise histológica do fígado de camundongos C57BL/6 em aumento de 20x. A primeira 
linha representa o grupo controle, na segunda linha, grupo dos animais submetidos à obesidade. A 
terceira linha retrata o grupo obeso tratado com NL. Lâminas coradas com hematoxilina e eosina 
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ANEXO I – Artigo de revisão  
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1. ANEXO II – PROJETO PARALELO – EXPRESSÃO E RECONSTITUIÇÃO DE 

OCTÂMERO DE HISTONAS HUMANAS RECOMBINANTES PARA ESTUDOS DA 

AÇÃO ENZIMÁTICA DO NUCLESSOMO.  

 

1. INTRODUÇÃO 

1.1. CROMATINA 

A cromatina é a forma na qual o DNA se organiza dentro do núcleo celular 

em eucariotos e é capaz de através de sua dinâmica controlar eventos fisiológicos 

como transcrição, replicação e reparo (VENKATESH; WORKMAN, 2015).  A menor 

unidade presente na cromatina é o nucleossomo. Este é composto pelo octâmero 

de histonas H2A, H2B, H3 e H4 que formam entre si dois dímeros (H2A:H2B) e um 

tetrâmero (H3:H4) e pelo DNA, que se enrolara nesse complexo proteico globular 

por 145 a 147 pares de base realizando em torno de 1.7 voltas ao redor do 

octâmero (LUGER et al., 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A eucromatina é o estado em que há a menor compactação do DNA e com isso há 

o acesso  da maquinaria transcricional deixando os genes ali presentes com maior 

Figura 20. Organização hierárquica da cromatina. A cromatina começa a se organizar partindo do DNA livre, que 

começa a se ligar ao octâmero de histonas formando o colar de contas de 10nm, onde há grande taxa de transcrição. A 

fibra começa a se compactar mais formando a fibra se 30nm, em que não há grande taxa de transcrição já que o DNA se 

encontra bloqueado. A compactação continua até alcançar a forma de cromossomo. 
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expressão gênica e a heterocromatina apresenta um estado mais condensado da 

cromatina o que leva a um determinado silenciamento (GREWAL; JIA, 2007) (Fig. 

20).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Representação estrutura de nucleossomo. O nucleossomo com vista frontal, lateral e 

superior. Em Laranja estão destacadas as histonas H2A, em azul H2B, vermelho H3, azul claro H4 e em cinza 

o DNA. Estrutura obtida com o software PyMol viewer TM, PDB:1KX5 (DAVEY et al., 2002) 

 

O nucleossomo (Fig 21) composto pelo octâmero de histonas e o DNA  se 

liga a diversos fatores que levarão a modificações na dinâmica da cromatina. 

Existem regiões no nucleossomo que  apresentam maior facilidade para que 

ocorram ligações, como por exemplo as caudas das histonas, em que geralmente 

ocorrem modificações pós-traducionais (RUTHENBURG et al., 2007), fatores que 

se ligam diretamente ao DNA (MCGINTY; TAN, 2014) e no patch acídico, formado 
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por resíduos de aminoácidos das histonas H2A e H2B, que tem potencial para ser 

um novo alvo farmacológico(DA SILVA; DE OLIVEIRA; SANTOS, 2015). 

As histonas também foram descritas atualmente com função enzimática, 

sendo o tetrâmero formado pelas histonas H3/H4 um agente oxidante de cobre 

(ATTAR et al., 2020).  

Entretanto, este trabalho não esclareceu se o octâmero de histonas e 

nucleossomo poderiam também atuar no processo enzimático de redução do 

cobre. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. OBJETIVO GERAL 

Investigar o potencial papel do nucleossomo, octâmero e dímero na 

atividade enzimática do cobre. 

2.2.  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Expressão de histonas humanas H2A, H2B, H3 e H4 em cultura de 

células bacterianas; 

• Reconstituição do nucleossomo in vitro; 

• Ensaios enzimáticos de redução de cobre utilizando octâmero de 

histonas.  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

As tabelas 4 e 5 constam os materiais utilizados nesse projeto.  

 

Tabela 4. Reagentes utilizados para a obtenção de histonas recombinantes humanas e ensaios 
enzimáticos de redução de cobre.  A esquerda estão os reagentes e a direita os fabricantes 

Reagente Fabricante 

Ácido acético  Sigma Aldrich Co., EUA 

Ácido Clorídrico  Vetec Química Fina Ltda, BRA 

Ampicilina  Sigma Aldrich Co., EUA 

Bromofenol  Merck, ALE 

Cloranfenicol  Sigma Aldrich Co., EUA 

Cloreto de guanidina  Sigma Aldrich Co., EUA 

Cloreto de Sódio  
Dinâmica Química Contemporânea 

LTDA, BRA 

Coomassie blue  Merck, ALE 

Dimetilsulfóxido (DMSO)  Sigma Aldrich Co., EUA 

Ditiotreitol (DTT)  GE Healthcare, UK 

Dodecil Sulfato de Sódio (SDS)  Sigma Aldrich Co., EUA 

EDTA  
Dinâmica Química Contemporânea 

LTDA, BRA 

Extrato de levedura  Neogen Corporation, EUA 

Glicerol  Sigma Aldrich Co., EUA 

Glicina  Sigma Aldrich Co., EUA 

Hidróxido de Sódio  Héxis, BRA 

Metanol  Vetec Química Fina Ltda, BRA 

Persulfato de amônio (APS)  Bio-rad, EUA 

PIC (Protease Inhibitor cocktail)  Sigma Aldrich Co., EUA 

PMSF  Sigma Aldrich Co., EUA 

Poliacrilamida  Sigma Aldrich Co., EUA 

TEMED  Sigma Aldrich Co., EUA 
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Triptona  Neogen Corporation, EUA 

Tris  Promega, EUA 

Triton X-100  Sigma Aldrich Co., EUA 

Ureia  Sigma Aldrich Co., EUA 

β-mercaptoetanol  Sigma Aldrich Co., EUA 

Rosetta pLysS  Merck, ALE 

Coluna HiTrap Q FF  GE Healthcare Life Science, UK 

Coluna HiTrap SP FF  GE Healthcare Life Science, UK 

Coluna HiTrap Superdex 200 26/60  GE Healthcare Life Science, UK 

Neocuproine Sigma Aldrich Co., EUA 

Sulfato de cobre 
Dinâmica Química Contemporânea 

LTDA, BRA 

Tricina Sigma Aldrich Co., EUA 
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Tabela 5.Equipamentos utilizados para a obtenção de histonas recombinantes humanas e ensaios 
enzimáticos de redução de cobre.  A esquerda estão os equipamentos e a direita os fabricantes. 

Equipamento  Fabricante 

Balança analítica  Shimadzu do Brasil, BRA 

Balança semi-analítica  Sartorius, ALE 

Banho-maria  Braun Biotech International, ALE 

Centrifuga de micro tubos  Hermle, ALE 

Espectrofotômetro UV-Vis  Shimadzu do Brasil, BRA 

Espectrofotômetro UV 1800 Shimadzu do Brasil, BRA 

FPLC- ÄKTA TM Pure  GE Healthcare Life Sciences, UK 

Homogeneizador circular de tubos  Taiyo Co., Ltda, JAP 

Liofilizador JJM JJ Científica 

pHmetro  Kasvi, BRA 

Shaker  New Brunswick Scientific, EUA 

Sonicador  Sonics, EUA 

Fotodocumentador Amersham Imager 600  GE Healthcare Life Sciences, UK 

Aparato de eletroforese  Bio-rad, EUA 

 

3.1. PREPARO DE CÉLULAS COMPETENTES 

O preparo de células competentes por CaCl2 com choque térmico foi 

realizado de acordo com protocolo estabelecido por (CHANG et al., 2017) e 

modificado pelo Laboratório de Farmacologia Molecular(TELES, 2017). Esse 
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método faz com que a bactéria tenha maior facilidade para incorporar o DNA, 

promovendo a inserção de DNA plasmidial a membrana da bactéria. 

Foram inoculadas 10uL da cepa modificada de Rosetta™(DE3) pLysS em 

meio contendo 20ng/mL de cloranfenicol, já que a cepa possui resistência a esse 

antibiótico, em placa contendo meio Luria Bertani (LB) e ágar. Uma colônia foi 

isolada e transferida para 5 ml de meio LB contendo 

cloranfenicol 20ng/ml, em shaker a 150 rpm e 37°C durante período overnight. 

Após esse período, 3 ml foram transferidos para 100mL meio LB foi suplementado 

com 1% de antibiótico. As células foram centrifugadas a 4000 rpm durante 10 min. 

O pellet solubilizado em solução de 50 mM CaCl2 e incubado em gelo durante 15 

min. As células foram centrifugadas novamente nos mesmos parâmetros 

anteriores e o pellet foi novamente solubilizado em 50mM CaCl2 e glicerol para 

posterior uso. 

 

3.2. TRANSFORMAÇÃO BACTERIANA 

 

         A metodologia de transformação bacteriana utilizada foi a de choque térmico 

em células quimicamente competentes por CaCl2 segundo protocolo de 

(SAMBROOK; RUSSELL, 2001)padronizado pelo Laboratório de Farmacologia 

Molecular (FarMol).   

Em 50uL de células competentes da cepa Rosetta plyss adicionou-se 1µg 

de DNA plasmidial, após homogeneização, as células foram incubadas durante 5 

minutos em gelo e posteriormente 1,5 minutos a 42°C em banho seco e 

posteriormente novamente durante 5 minutos em gelo.  Para recuperação, as 

células foram solubilizadas em  500uL de meio LB e incubadas durante 1 hora a 

37°C. Após incubação, as células foram inoculadas em meio ágar LB contendo 

ampicilina 100ug/ml. 

 

3.3. EXPRESSÃO DE HISTONAS 

 

A partir das cepas transformadas, uma colônia isolada foi coletada e 

transferida para 5 ml de meio LB suplementado com ampicilina 100ug/ml e 

mantidas em shaker a 150 rpm, 37°C, durante 8 horas. Após crescimento 
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bacteriano, 5 ml foram transferidos para 1 L de meio de cultura 2xTY suplementado 

com ampicilina 100ug/ml, a 150 rpm, 37°C, durante período overnight. As bactérias 

foram coletadas por centrifugação a 4000 rpm durante 20 

minutos. Uma amostra do extrato bacteriano foi recolhida e solubilizada em água 

a fim de verificar a super expressão das proteínas recombinantes de interesse. O 

extrato foi analisado por gel SDS-PAGE 15% e o pellet foi armazenado a 20°C para 

posterior purificação. 

 

3.4. PURIFICAÇÃO DE HISTONAS EM CORPOS DE INCLUSÃO 

 

O pellet de bactérias foi solubilizado em tampão de lise conforme descrito 

na Tabela e passou por processo de sonicação (4°C, pulsos de 1 segundo seguido 

de intervalo de 1 segundo amplitude de 50, durante 3 minutos). A solução foi 

centrifugada a 4°C, durante 30 min, a 12000 rpm. O pellet foi ressuspendindo em 

tampão de lise contendo 1% de Triton X-100 e novamente centrifugado nas 

mesmas condições, sendo esse processo repetido e depois mais duas 

centrifugações somente com o tampão de lise, foi acrescido ao tampão inibidor de 

protease.  

 O pellet foi solubilizado em DMSO e incubado durante 30 min a 

temperatura ambiente e os corpos de inclusão foram então extraídos por meio de 

tampão desnaturante (Tab 6) e levados a agitador circular durante 30 minutos a 

temperatura ambiente. Para a retirada da guanidina foram feitas 3 diálises em 

tampão de ureia, em membrana SnakeSkin cut off 3.500 MWCO, sendo realizadas 
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trocas em intervalos de 1,3 e 16 horas.  

 

Tabela 6. Soluções utilizadas em purificação de corpos de inclusão. A esquerda estão os 

tampões utilizados e a direita suas composições respectivamente.  

Tampão  Componentes 

Tampão de Lise  50 mM Tris pH 7,6 

 0,1 M NaCl 

 1 mM EDTA 

 5 mM β-mercaptoetanol 

 0,2 mM PMSF 

 500 µL Inibidor de protease 

 2 ml Triton X-100 

Tampão desnaturante  6 M Cloreto de Guanidina 

 20 mM Tris pH 7,6 

 5 mM DTT 

Tampão de diálise  7 M Ureia 

 0,1 M NaCl 

 1mM EDTA 

 5 mM β-mercaptoetanol 

 0,2 PMSF 

 10mM Tris pH 8,0 

 

3.5. CROMATOGRAFIA POR TROCA IÔNICA 

 

Após dialisadas, as amostras foram filtradas e injetada no equipamento 

ÄKTA™ Pure (GE Healthcare Life Sciences), em que as colunas HiTrap Q FF e 

HiTrap SP FF (aniônica e catiônica, respectivamente) já estavam conectadas e 
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equilibradas em tampão A. Para as histonas H2A e H2B a coluna foi equilibrada 

em Tampão A e 10% de Tampão B, já para as histonas H3 e H4, a coluna foi 

equilibrada em tampão A contendo 20% de tampão B. Tampões estão descritos 

em tabela 7. A coluna aniônica é conectada ao sistema para retirada de possíveis 

contaminantes proteicos com carga negativa, já a catiônica é utilizada para 

recuperar nossas proteínas de interesse já que elas apresentam carga positiva. 

Após injetadas, as amostras foram recolhidas em frações de 2mL e 

foi feito eletroforese SDS-PAGE 15% para confirmação das frações. Após 

análise do gel, foram juntadas as frações próximas que continham a proteína de 

interesse o mais pura possível e foram novamente dialisadas em água milli Q para 

retirada de ureia. Foram feitas três trocas na diálise, a primeira overnight, segunda 

após 8 horas e terceira overnight,  em 2 litros de tampão.  As amostras foram  

liofilizadas em liofilizador LJM (JJ científica)  e estocadas a -20°C para uso 

posterior.  

Tabela 7. Soluções utilizadas em cromatografia de troca iônica. A esquerda está o tampão de 

eluição com alta concentração de sal e a direita tampão B. 

Tampão A  Tampão B 

7 M Ureia  7 M Ureia 

1 mM EDTA  1 mM EDTA 

10 mM Tris pH 8,0  10 mM Tris pH 8,0 

1 mM DT  1 mM DTT 

0,2 mM PMSF  0,2 mM PMSF 

1 M NaCl  

 

3.6. RECONSTITUIÇÃO DOS COMPLEXOS PROTEICOS 

 

Após liofilizadas todas proteínas purificadas (H2A, H2B, H3 e H4), foram 

solubilizadas com água milli Q no menor volume possível, suas concentrações 

foram medidas no aparelho nanovue, no comprimento de onda de 280 nm e 

partindo do coeficiente de extinção disponível na literatura foi realizado o cálculo 

de concentração das histonas. As proteínas foram então misturadas em 
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concentrações equimolares e solubilizadas em tampão desnaturante (Tab. 8) e 

levadas a agitador circular durante 4 horas à temperatura ambiente. Após 

desnaturação, foram dialisadas em tampão renaturante (Tab. 8) e feitas 4 trocas,  

6 horas, overnight, 8 horas, e overnight, as amostras foram filtradas em filtros de 

0.45mm para retirar precipitados. 

Tabela 8. soluções usadas para criar complexos. A esquerda o tampão que realizará a 

desnaturação das proteínas e a direita o tampão que realizará a renaturação para a formação de complexos 

proteicos.  

Tampão desnaturante  Tampão renaturante 

6 M Cloreto de Guanidina  10 mM Tris pH 7,5 

20 mM Tris pH 7,5  1 mM EDTA 

5 mM DTT  2 M NaCl 

 5 mM β-mercaptoetanol 

 

 

3.7. CROMATOGRAFIA POR EXCLUSÃO DE TAMANHO 

 

O tampão utilizado para a cromatografia por exclusão de tamanho é o 

tampão renaturante descrito na tabela 8. Esse tampão propicia que as proteínas 

voltem a sua conformação. Pela afinidade que possuem, quando renaturadas 

formam o complexo.  Após diálise e preparação das amostras, foram injetadas em 

equipamento de FPLC ÄKTA™ Pure (GE Healthcare Life Sciences) com a coluna 

HiLoad Superdex 200 26/600 (GE Healthcare Life Sciences) acoplada, já 

equilibrada. 

Em seguida, as amostras foram recolhidas em frações de 4mL e realizada  

eletroforese SDS-PAGE 15% para confirmação das frações. Os picos de interesse 

foram identificados e armazenados em glicerol em -20°C para uso posterior 

 

3.8. OBTENÇÃO E PURIFICAÇÃO  DE DNA WIDOW 601 

 

A metodologia de transformação bacteriana utilizada foi a de choque 

térmico em células quimicamente competentes por CaCl2 segundo protocolo de 



113 
 

(SAMBROOK; RUSSELL, 2001) padronizado pelo Laboratório de Farmacologia 

Molecular.   

Em 50uL de células competentes da cepa DH5α adicionou-se 1µg 

de DNA plasmidial, após homogeneização, as células foram incubadas durante 5 

minutos em gelo e 1,5 minutos a 42°C em banho seco e posteriormente novamente 

durante 5 minutos em gelo.  

Para recuperação das células a solução foi solubilizada em 500uL de meio 

LB e incubada durante 1 hora a 37°C. Após incubação, as células foram inoculadas 

em meio ágar LB contendo ampicilina 100ug/ml. 

O plasmídeo utilizado foi o 167.80, contendo 80 vezes a sequência de 

DNA, que posteriormente sofreu digestão por meio da enzima AVAI, visto que o 

contruto contém sítios flanqueando as sequencias de DNA de interesse, e passou 

por posterior separação do esqueleto plasmidial por meio de PEG 8000. Após o 

DNA ficar livre da parte plasmidial que não era de nosso interesse ele sofreu 

purificação por fenol: clorofórmio para retirada de impurezas.  

 

3.9. RECONSTITUIÇÃO DE NUCLEOSSOMO 

 

O mononucleossomo foi reconstituído por meio de dialise lenta de sal 

segundo protocolo de (HUYNH; ROBINSON; RHODES, 2005). Em tubos 

siliconizados foi adicionado 1ug de DNA Windom 601 contendo 167 pares de base. 

Foram adicionados em concentrações variadas de tampão de reação (2M NaCl, 

10mM tris-HCl pH 7.4 e 1.5mM EDTA) e de histonas em concentrações crescentes 

os tubos foram posteriormente centrifugados e transferidos para tubos de vidro 

siliconizados com extremidade coberta com membrana de dialise de cut-off de 

peso molecular de 3-7 kDa (Snake Skin Pleated Dialysis Tubing – Thermo 

Sientific). As soluções foram transferidas para saco de diálise contendo mesma 

solução que do tubo. O saco de dialise foi transferido para um Becker contendo 4L 
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de solução (10mM Tris-HCl e 1mM EDTA) para que a diálise fosse feita sob 

agitação a 4°C overnight.  

3.10. ENSAIO ENZIMÁTICO HISTONAS E COBRE 

 

Para ensaio dos complexos de histonas e se eles atuariam como possíveis 

redutores de cobre utilizamos protocolo adaptado descrito por (ATTAR et al., 2020). 

Os complexos utilizados foram dímero de histonas H2A/H2B, tetrâmero H3/H4 e 

octâmero de histonas em concentração de 1µM. Os complexos foram adicionados 

a solução para reação contendo 67µM Tris-HCl pH 75, 100mM NaCl, 1mM 

Neocuproine, 30 µM de DTT. Foi feita solução de CuSo4 e Tricine pH 7.5. As 

soluções foram então solubilizadas para que ocorresse a redução do cobre e a 

absorbância foi medida na faixa de 448nm em equipamento UV-1800 (Shimadzu). 

A leitura foi realizada nessa faixa pois essa é a faixa em que conseguimos ver o 

Cu+1 sendo formado e reagindo com o neocuproine e durante a leitura obteve-se a 

mensuração a cada 1 seg durante 5 minutos.  
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4. RESULTADOS 

4.1. PURIFICAÇÃO DE HITONAS  

As histonas foram expressas seguindo um protocolo previamente descrito. 

Mesmo diante da presença de proteólise, ainda foi possível utilizá-las, uma vez que 

a taxa de proteólise é muito baixa em comparação com a concentração de 

histonas. Após a purificação por troca iônica, as histonas passaram por uma etapa 

adicional de purificação (exclusão de tamanho). O material resultante foi liofilizado 

e ressuspenso em água, sendo armazenado em 50% de glicerol. Para avaliar as 

histonas e os complexos formados, comparamos todos os resultados obtidos com 

o octâmero de galinha.  

 

 

Figura 22. Histonas e complexos proteicos purificados. Em (a), um gel SDS-PAGE 15% exibe as proteínas 
purificadas. A primeira linha mostra o marcador molecular, com a banda de 17 kDa destacada, seguido pelo 
octâmero de galinha, H2A, H2B, H3 e H4. Em (b), são apresentados os complexos proteicos, com a primeira linha 
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mostrando o marcador molecular, seguido por frações do octâmero recombinante, tetrâmeros e dímero. DIM - 
dímero, TET – tetrâmero, MM-marcador molecular e  OCT - octâmero. 

 

Observamos que todas as proteínas apresentam pesos moleculares 

semelhantes (Figura 22). Dessa forma, a purificação das proteínas e os complexos 

foram formados de forma satisfatória.  

 

4.2. RECONSTITUIÇÃO MONONUCLEOSSOMO 

Optamos pela utilização do DNA Widom 601 (LOWARY; WIDOM, 1998), devido à sua 

alta afinidade com o octâmero de histonas. Com a concentração do DNA fixada, 

procedemos ao aumento da concentração de histonas para determinar a 

concentração ideal que resultaria na máxima formação de mononucleossomos. 

Assim, conseguimos realizar a montagem bem-sucedida do mononucleossomo 

utilizando o octâmero de histonas humanas recombinantes (Figura 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Reconstituição de nucleossomo. Gel de acrilamida 7% corado com brometo de etídio 

indicando a formação de nucleossomo com complexo proteico de octâmero de histonas humanas 

recombinantes. DNA livre está na linha inferior e os monucleossomos na linha superior. MWM- 

Marcador molecular. (Molecular Weight marker)  
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A obtenção do nucleossomo demonstrou eficiência, resultando na formação de um 

complexo octâmero de histonas com afinidade pelo DNA. Nesse contexto, inferimos 

que o processo de purificação e reconstituição das proteínas foi eficaz. 
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4.3. ENSAIO ENZIMATICO COBRE 

Para análise da atividade enzimática, como redutor do cobre, mensuramos 

a absorbância a cada 1 segundo durante 300 seg na faixa de 448nm notando que 

há um aumento da velocidade da reação de redução do cobre visto que nesse 

comprimento de onda a formação de Cu1+ é sinalizada.  

 

Figura 24. Cinética de aparecimento de Cu1+. Curvas de aparecimento de Cu1+ partindo de 

Cu2+. Em azul temos neocuproine sem histonas, em verde octâmero, em vermelho tetrâmero e em roxo o 

dímero.  

 

 Na Fig 24 observamos que o dímero não demonstra um aumento na 

cinética do cobre, conforme esperado, Por outro lado, o octâmero apresenta um 

aumento na formação de Cu1+. 
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5. CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS 

 

Aqui tivemos êxito na reconstituição do nucleossomo com as histonas 

recombinantes humanas.  Além disto, os ensaios preliminares sugerem que dímero 

H2A:H2B não possui atividade enzimática na redução do cobre. Por outro lado, o 

octâmero apresenta um aumento na formação de cobre 1+, corroborando com a 

ação descrita em 2023 por Vogelauer et al., que evidenciou a atividade enzimática 

do nucleossomo. 

Estes trabalhos foram importantes para a continuação dos estudos 

estruturais e bioquímicos da cromatina realizado pelo grupo do Professor 

Guilherme Santos.  
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