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INTRODUÇÃO: 

As Doenças Inflamatórias Intestinais (DIIs) são diretamente influenciadas pelas vias 

inflamatórias, o que torna essenciais os mecanismos que auxiliem na redução de citocinas. A via anti-

inflamatória colinérgica inibe a produção de citocinas através da ativação de receptores α7nAChR por 

acetilcolina (DI GIOVANGIULIO et al., 2016; WANG et al., 2003). No intestino, essa via é ativada através 

dos nervos mioentéricos presentes na parede intestinal que conduzem a produção de acetilcolina (ACh) 

(MATTEOLI et al., 2014). A literatura tem mostrado que o receptor α7nAChR tem sua expressão 

modulada por condições inflamatórias, o que foi demonstrado no estudo do nosso grupo com modelo 

animal que observou a redução da expressão desse receptor no hipotálamo após o consumo de HFD 

em apenas 3 dias (SOUZA et al., 2019). As alterações na barreira intestinal e o aumento da 

permeabilidade foram relatados por Genser et al. em indivíduos obesos, mostrando que a dieta rica em 

lipídios comprometia a barreira intestinal devido a alterações da microbiota intestinal (GENSER et al., 

2018). Isso leva à proliferação de patógenos e mudança da capacidade metabólica, resultando na 

disbiose (CANI et al., 2009). Outro efeito da dieta observado foi o aumento significativo da 

permeabilidade intestinal através da redução na expressão de proteínas componentes das “Tight 

junctions” (TJ) ) (CANI, et al., 2007; CANI; DELZENNE, 2007). Algumas das principais proteínas de 

junção identificadas foram a zonula occludens-1 (ZO-1), que atua na ancoragem de células (SILICIANO; 

MOOSEKER, 1986), e as claudinas, que desempenham o papel de barreiras ou poros, tal como a 

claudina-2 (LU et al., 2013). Um estudo de 2007 mostrou que a inflamação associada à obesidade em 

camundongos também tem origem no intestino, mais precisamente através do extravasamento de 

moléculas específicas derivadas da microbiota intestinal, como o lipopolissacarídeo (LPS), uma condição 

denominada endotoxemia metabólica (CANI, et al., 2007). Dessa forma, ligação de LPS ao Toll-like 

receptor 4 (TLR4) desencadeia uma via de sinalização de citocinas pró-inflamatórias que leva a uma 

resposta inflamatória (CANI, et al., 2007).  
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METODOLOGIA: 

Inicialmente, foram utilizados animais machos da linhagem C57BL/6 (Wild Type) com 6 semanas 

de visa (n = 10 animais/grupo) obtidos do Centro Multidisciplinar pata Investigação Biológica (CEMIB) da 

UNICAMP. Os animais foram mantidos no biotério da Faculdade de Ciências Aplicadas (FCA/UNICAMP) 

e os procedimentos realizados foram previamente aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA/UNICAMP) (Fig.1). A distribuição dos animais entre dois grupos experimentais, um com dieta 

controle (9%) e outro com dieta hiperlipídica (HFD 45%) ocorreu aleatoriamente.  

  

Figura 1  Desenho experimental do presente estudo (Fonte: O autor, 2022). 

A HFD foi produzida no Laboratório de Técnica Dietética da FCA com ajustes de nutrientes e de 

valor calórico a partir da dieta controle, visando aumentar a densidade calórica e fornecimento de lipídios 

(tabela 1).  

 

Tabela 1 Tabela comparativa da composição nutricional da dieta hiperlipídica e da dieta padrão utilizadas durante os 

experimentos. 

Obtenção de células epiteliais intestinais (IEC). Os cólons foram abertos longitudinalmente e 

lavados três vezes com tampão fosfato (PBS) gelado (8ºC). IEC foram isolados usando 2 mM EDTA/HBSS 

a 37°C com agitação durante 60 min. Os tubos foram agitados em vórtex por 20 segundos a cada 10 

minutos, o material foi passadas em um filtro de7 0 μm e centrifugado (800G /10min a 4°C). O pellet de 

células obtido foi lavado uma vez com 20 mL de PBS (0,9%) e ressuspendidas em 1 mL de PBS, contadas 

em câmara de Neubauer para a utilização de 2x106 de célula. 

A avaliação da expressão gênica foi realizada através de real-time PCR (qRT-PCR) utilizando os 

primers SIRT1, CHRNA7, IL-6, TNFalfa, IL-1B, IL-10 e proteínas de permeabilidade (Ocludina, ZO-

1,Claudina 1 e 2), com o sistema de detecção TaqMan para os genes alvo.  

Ingredientes Dieta Padrão(g%) Dieta Hiperlipídica 45% (g%)

Carboidrato 66 44

Fonte Proteica 20 20

Lipídios 4 23

Fibras 5 5

Minerais 3,5 3,5

Vitaminas 1 1

L-cistina 0,3 0,3

Bitartarato de colina 0,25 0,25

Calorias de gordura (%/100g) 9 45

Valor calórico (KJ/100g) 1591 1939
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O conteúdo proteico obtido do processamento do IEC foi quantificado (BCA protein assay kit) e 

posteriormente diluídos em tampão de Laemmli. As proteínmas foram separadas  por eletroforese (SDS-

PAGE), transferidas para membrana de nitrocelulose e os resultados avaliados através do blotting com 

anticorpos específicos: SIRT1, NF-kB, α7nAChR, TNFalfa, Ocludina, ZO-1, Claudina 1 e 2. O sinal foi 

detectado por quimioluminecência com kit ECL da Amersham. 

Para medir a permeabilidade intestinal, os camundongos foram submetidos ao jejum prévio de 12 

horas e através de gavagem oral foi administrado 25 mg/100 g de peso corporal de isotiocianato de 

fluoresceína (FITC)-dextrano (Sigma-Aldrich) (ESHELMAN et al., 2019). Após 4 horas, os camundongos 

foram sacrificados e amostras de sangue serão rapidamente coletadas por decapitação e o soro isolado 

por centrifugação (3000rpm/15min).  A concentração de FITC-dextrano foi medida em fluorômetro 

(BioTek, Synergy 2) (excitação, 485 nm e emissão, 528 nm). 

Os dados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism 9.0 (La Jolla, CA). Dados de 

distribuição normal foram expressos em média ± erro padrão da média (E.P.M.). Os dados paramétricos 

foram analisados através de teste T de student não pareado ou ANOVA two-way seguido pós-teste de 

Bonferroni, de acordo com os grupos e fatores incidentes. Os dados considerados não paramétricos foram 

analisados através dos testes de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis, seguido do pós-teste de Dunn. O nível 

de significância estatística foi mantido em 5% (p<0,05). 

RESULTADOS E DISCUSSÃO: 

Durante as quatro semanas de exposição das dietas, os animais foram pesados semanalmente 

até o dia da extração. O ganho de peso não foi diferente entre os grupos (Fig. 2). O comprimento do 

cólon foi significativamente diminuído no grupo HFD em comparação com o grupo controle (Fig.2B e 

2C). Não houve diferença significativa na permeabilidade paracelular intestinal entre os grupos (Fig.2D). 

Assim, acreditamos que o consumo da HFD causa uma desordem das proteínas de junção, o que leva 

ao encurtamento do cólon. A literatura tem descrito que a HFD por 3 semanas induziu a atrofia do 

intestino delgado e do cólon, que continuou por duas semanas após o retorno da dieta controle (TANAKA 

2020). 

 

Fig.2 Evolução do peso, comprimento do cólon e permeabilidade paracelular intestinal de camundongos expostos às dietas 

controle e HFD durante 4 semanas. (A) Peso (g), (B) comprimento do cólon, (C) imagens representativas do cólon e (D) FITC 

pelo comprimento do cólon (ug/ml/cm). Os resultados estão em média ± desvio padrão da média. Two way ANOVA e Teste t-

student, **** p < 0.0001.  
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Ao realizar a análise da expressão gênica do IEC do cólon, o receptor 𝞪7nAChR e as proteínas 

de junção Occludin e Tjp1 apresentaram uma redução significativa no grupo HFD comparado ao grupo 

controle (Fig. 3ABC), sem alteração das proteínas de junção Claudin 1 e Claudin 4 (Fig.3DE). A proteína 

TNF apresentou redução significativa entre os grupos (Fig.3F). 

 

Fig.3 Análise da expressão gênica do receptor 𝞪7nAChR e das proteínas de junção em camundongos expostos às dietas 

controle e hiperlipídica durante 4 semanas. (A) mRNA level (qRT-PCR) de Chrna7 no IEC do cólon, (B) mRNA level (qRT-PCR) 

de Occludin no IEC do cólon, (C) mRNA level (qRT-PCR) de Tjp1 no IEC do cólon, (D) mRNA level (qRT-PCR) de Claudin1 no 

IEC do cólon, (E) mRNA level (q RT-PCR) de Claudin 4 no IEC do cólon e (F) mRNA level (q RT-PCR) de TNF-α no IEC do 

cólon.  Para análise da expressão gênica, ACTB foi usado como controle endógeno. Os resultados estão em média ± erro 

padrão da média. Teste t-student, * p ≤ 0,05, ** p < 0.01. 

Na análise da expressão proteica no IEC do cólon, observamos diminuição significativa do 

receptor α7nAChR, das proteínas de junção Claudina 1, Ocludina e Claudina 2 no grupo HFD quando 

comparado ao controle (Fig.4A,BCD). Apenas a proteína de junção ZO-1 não apresentou diferença 

significativa entre os grupos (Fig. 4E). Além disso, a proteína SIRT1 também apresentou redução 

significativa no grupo HFD comparado ao controle (Fig. 4F). Esses resultados sugerem que o consumo 

da HFD pode estar associado a danos na integridade da barreira intestinal. Estudos in vitro realizados 

com células CACO-2 mostraram que mediadores inflamatórios danificaram as proteínas de junção (AL-

SADI et al. 2008; GUO et al. 2012; YE; MA; MA 2006).  A ativação da SIRT1 tem sido associada a 

melhora do quadro inflamatório da colite, por inibir a ativação de NFkB (ZAGHLOUL; ELSHAL; 

ABDELMAGEED; 2022). A SIRT1 também é modulada pelo receptor α7nAChR (LI et al. 2016), 

sugerindo que a redução de α7nAChR possa estar associada à redução de SIRT1. 

CONCLUSÕES: 

 Contudo, nossos resultados mostram que o consumo da HFD por quatro semanas reduz a 

expressão do receptor 𝞪7nAChR, prejudica a expressão de proteínas de barreira e reduz o comprimento 

do cólon. Estes eventos podem estar associados a gravidade de doenças inflamatórias intestinais. 

 



 

XXXI Congresso de Iniciação Científica da UNICAMP – 2023  5 

 

Fig. 4 Análise de expressão proteica em camundongos expostos a dietas controle e HFD durante 4 semanas. (A) a7AChR level 

no IEC do cólon, (B) Claudin 2 level no IEC do cólon, (C) Occludin level no IEC do cólon, (D) Claudin 1 level no IEC do cólon, 

(E) SIRT1 level no IEC do cólon, (F) ZO-1 level no IEC do cólon e (G) imagens representativas das bandas do Western Blotting. 

Os resultados estão em média ± erro padrão da média. Teste t-student. 
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