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RESUMO 

 

A transidrogenase de nucleotídeo de nicotinamida mitocondrial (NNT) é a 

principal enzima geradora de NA(D)PH em mitocôndrias, o qual é utilizado para 

detoxificação de peróxido de hidrogênio mitocondrial. Estudos prévios mostraram que a 

mutação nessa enzima está associada a alterações do estado redox de mitocôndrias, 

redução de secreção de insulina e aumento de obesidade induzida por dieta em animais 

C57BL/6J provenientes do Jackson Laboratory (B6-J) quando comparados a linhagens 

sem esta mutação (por exemplo, C57BL/6JUnib e C57BL/6N). Neste trabalho, 

investigamos o metabolismo glicídico e lipídico visando entender o papel da NNT na 

suscetibilidade ao diabetes e à obesidade. Para tanto, estudamos sub-linhagens C57BL6 

isogênicas independentes, com e sem mutação da NNT, B6-J e B6-UNI, 

respectivamente, assim como linhagens congênicas (com >99% de homogeneidade de 

background genético) com e sem a mutação da NNT (NNT-/- vs NNT+/+). Estes 

estudos foram realizados tanto com dieta normal (padrão) quanto sob dieta hiperlipídica 

(high fat – HF, 20 semanas).  

No primeiro estudo avaliamos o efeito da NNT sobre a homeostase glicêmica. 

Observamos que, em relação aos não mutantes (B6-UNI), os animais deficientes de 

NNT (B6-J) apresentaram intolerância à glicose, tanto por deficiência de secreção de 

insulina quanto por resistência periférica ao hormônio. Nas ilhotas pancreáticas, além da 

redução de secreção de insulina estimulada por glicose, houve redução de 

autofluorescência de NAD(P)H e aumento de produção de H2O2. Verificamos também 

que os animais deficientes de NNT apresentaram resistência hepática à insulina 

determinada pelo teste de conversão de piruvato à glicose e pela redução da sinalização 

hepática da insulina (fosforilação da AKT). Todos estes achados foram observados tanto 

em dieta normal como em HF. No entanto, em linhagens congênicas, demonstramos que 

os animais deficientes de NNT (NNT-/-) também eram intolerantes à glicose, porém 

com a função secretória de insulina preservada, tanto em dieta normal quanto em HF. A 

intolerância à glicose nos animais NNT-/- é explicada pela maior resistência periférica à 

insulina, de modo global (teste de tolerância à insulina) e hepática (conversão de 

piruvato a glicose e fosforilação da AKT). Baseado em estudos prévios mostrando 

anormalidades redox em mitocôndrias hepáticas com deficiência de NNT, nossa 

hipótese é de que estas anormalidades são responsáveis pela resistência hepática à 

insulina. Assim, tratamos os animais por um mês com o antioxidante TEMPOL, o que 



 

 

de fato reverteu a intolerância à glicose causada pela deficiência de NNT. Assim, 

concluímos que a NNT é importante para sinalização hepática de insulina, mas não 

altera a secreção de insulina. Provavelmente outras diferenças genéticas entre as 

linhagens B6-J e B6-UNI são responsáveis pelo comprometimento da secreção de 

insulina estimulada por glicose nos animais C57BL/6J. 

No segundo estudo avaliamos o papel da NNT sobre o metabolismo lipídico. 

Observamos que os animais B6-J deficientes em NNT apresentam aumento de 

adiposidade corporal e de triglicérides (TG) hepáticos, aumento de leptinemia e redução 

de metabolismo corporal (respirometria). Estes achados foram obtidos tanto em dieta 

normal quanto em dieta HF. O aumento de gordura hepática pode ser explicado por 

aumento de retenção de lípides da dieta. Quando investigamos as linhagens congênicas, 

observamos que os animais NNT-/- só permanecem mais obesos quando em dieta 

hiperlipídica, enquanto a esteatose hepática está presente tanto em dieta normal quanto 

em HF. Os mecanismos responsáveis pela esteatose hepática estão associados à redução 

de secreção hepática de VLDL-TG. Assim, propomos que a disfunção mitocondrial 

prejudica a sinalização da insulina, sendo a resistência à insulina determinante do 

acúmulo lipídico hepático, principalmente por comprometer a secreção de VLDL. Em 

síntese, a deficiência da NNT é determinante da adiposidade induzida por dieta, mas 

não explica diferenças nos depósitos adiposos em dieta normal observadas nas 

linhagens C57BL6 independentes. O aumento da adiposidade induzido por dieta é 

explicado por redução do metabolismo corporal e a esteatose hepática pela resistência à 

insulina nos animais deficientes de NNT. 

 

Palavras chave: transidrogenase de nucleotídeo de nicotinamida, secreção de insulina, 

resistência à insulina, obesidade. 



 

 

ABSTRACT 

 

Mitochondrial nicotinamide nucleotide transhydrogenase (NNT) is the main 

source of NA(D)PH in mitochondria, which is used for detoxification of mitochondrial 

hydrogen peroxide. Previous studies have shown that the mutation in this enzyme is 

associated with changes in the redox state of mitochondria, reduction of insulin 

secretion and increase of diet-induced obesity in C57BL/6J mice from the Jackson 

Laboratory (B6-J) when compared to strains without this mutation (e.g., 

C57BL/6JUnib). In this work, we investigate the glucose and lipid metabolism in order 

to understand the role of NNT in the susceptibility to diabetes and obesity. For this, we 

studied independent isogenic C57BL6 sub line, with and without mutation of NNT, B6-

J and B6-UNI, respectively, as well as congenic lineages (with >99% genetic 

background homogeneity) with and without the NNT mutation (NNT-/- vs. NNT+/+). 

These studies were performed with either normal (standard) diet or high fat (HF, 20 

weeks) diet. 

In the first study we evaluated the effect of NNT on glycemic homeostasis. We 

observed that in relation to the non-mutants (B6-UNI), NNT deficient animals (B6-J) 

presented glucose intolerance due to both insulin secretion deficiency and peripheral 

resistance to the hormone. In the pancreatic islets, in addition to the reduction of insulin 

secretion stimulated by glucose, there was a reduction of autofluorescence of NAD(P)H 

and increase of H2O2 production. NNT-deficient animals had hepatic insulin resistance 

as determined by the pyruvate-to-glucose test and reduced hepatic insulin signaling 

(pAKT). All these findings were observed in both normal and HF diet fed mice. 

However, in congenic strains, we demonstrated that NNT deficient animals (NNT-/-) 

were also glucose intolerant, but with secretory insulin function preserved, both in 

normal and HF diet. Glucose intolerance in NNT-/- animals is explained by increased 

peripheral insulin resistance, overall (insulin tolerance test) and in liver (conversion of 

pyruvate to glucose and phosphorylation of AKT). Based on previous studies showing 

redox abnormalities in hepatic mitochondria with NNT deficiency, our hypothesis is 

that these abnormalities are responsible for hepatic insulin resistance. Thus, we treated 

the animals for a month with the antioxidant TEMPOL, which in fact reversed the 

glucose intolerance caused by NNT deficiency. Thus, we conclude that NNT is 

important for hepatic insulin signaling, but does not alter insulin secretion. Probably 

other genetic differences between the B6-J and B6-UNI strains besides NNT mutation 



 

 

are responsible for the impairment of glucose-stimulated insulin secretion in C57BL/6J 

animals. 

In the second study we evaluated the role of NNT on lipid metabolism. We 

observed that NNT-deficient B6-J mice present increased body adiposity and hepatic 

triglycerides (TG), increased leptinemia and reduced body metabolism (respirometry). 

These findings were obtained both in the normal diet and in the HF diet. Increased liver 

fat can be explained by increased dietary lipid retention. When we investigated the 

congenic lines, we observed that the NNT-/- animals only remain more obese when on a 

hyperlipidic diet, while hepatic steatosis is present in both normal and HF diet. The 

mechanisms responsible for hepatic steatosis are associated with reduced hepatic 

secretion of VLDL-TG. Thus, we propose that mitochondrial dysfunction impairs 

insulin signaling, and insulin resistance is determinant of hepatic lipid accumulation, 

mainly because it compromises the secretion of VLDL. In summary, NNT deficiency is 

determinant of diet-induced adiposity but does not explain differences in fat deposits 

observed in independent C57BL6 strains under normal dietary. The increase in diet-

induced adiposity is explained by reduced body metabolism and hepaticsteatosis by 

insulin resistance in NNT-deficient animals.  

Key words: nicotinamide nucleotide transhydrogenase, insulin secretion, insulin 

resistance, obesity. 
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INTRODUÇÃO 

 

1. HOMEOSTASE GLICÊMICA E DIABETES  

A glicose circulante no plasma é derivada de três principais fontes: absorção 

intestinal no estado alimentado, glicogenólise (clivagem do glicogênio no fígado) e 

gliconeogênese (formação de glicose no fígado a partir de piruvato, lactato, 

aminoácidos e glicerol) (Gerich, 1993). Quando a glicose é removida do plasma, ela 

pode ser armazenada como glicogênio ou pode sofrer glicólise nos tecidos. A glicólise é 

a via metabólica que converte glicose em piruvato por várias reações enzimáticas, 

processo que pode ocorrer na presença ou não de oxigênio (Woerle et al, 2003). No 

processo oxidativo, ocorre a conversão do piruvato em acetil-CoA que é posteriormente 

oxidada através do ciclo do ácido tricarboxílico formando dióxido de carbono e água. 

Quando o processo é não-oxidativo, o piruvato pode ser reduzido a lactato ou 

transaminado para formar alanina.  

A manutenção da concentração de glicose plasmática em níveis fisiológicos é 

essencial para o funcionamento adequado do organismo, em especial do sistema 

nervoso. Vários estudos mostram que a exposição crônica à concentração de glicose 

elevada é tóxica para as células de diversos tecidos (Del Prato, 2009; Kaiser et al, 2003). 

A hiperglicemia é um dos principais fatores envolvidos na disfunção de tecidos como 

retina, fibras nervosas periféricas e rim, frequentemente observada em pacientes 

diabéticos (Sarwar et al, 2010; Bourne et al, 2013; Zhang et al, 2017). A hipoglicemia é 

um quadro preocupante, já que a glicose é praticamente o único substrato utilizado 

como fonte de energia pelo cérebro em condições fisiológicas, e por esta razão, 

fundamental para a manutenção do sistema nervoso central (SNC) (Siesjo, 1988). Isso 

ocorre porque outros possíveis substratos considerados como fonte de energia para o 

SNC, como corpos cetônicos e ácidos graxos livres, requerem adaptações bioquímicas 

celulares e, mesmo assim, não tem eficiência para suprir a demanda energética cerebral, 

seja pelos baixos níveis na circulação ou por limitação no transporte através da barreira 

hemato-encefálica, respectivamente (Siesjo, 1988). Entende-se que uma breve 

hipoglicemia pode causar disfunção do SNC e uma hipoglicemia grave prolongada pode 

levar a morte. No entanto, há eficientes sistemas reguladores nervosos e hormonais 

capazes de prevenir ou corrigir alterações em sua concentração (Siesjo, 1988). 

O nível normal de glicose no plasma é mantido dentro de um intervalo 

relativamente pequeno que compreende entre 3,3 a 8,8 mmol/L ou 59,4 a 158,4 mg/dl, 
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apesar de grandes variações nos níveis de glicose depois das refeições e exercícios 

físicos (Wahren et al, 1978; Alsahli et al, 2017). Para manter a normoglicemia, é 

essencial o funcionamento de dois sistemas, o sistema regulatório e o contra-regulatório 

formado pelo sistema neuro-hormonal. Esses dois processos podem ser dependentes ou 

não de insulina e ambos contribuem para a manutenção da homeostase glicêmica 

controlando a glicemia no estado de jejum e no período pós-prandial (Gerich, 1993; 

Gerich, 1988; Röder et al, 2016). Basicamente, quando ocorre um decréscimo nos 

níveis de glicose plasmático de 20 mg/dl, por exemplo de 90 para 70 mg/dl, há uma 

redução da liberação de insulina e da captação de glicose em certas áreas do cérebro, 

como o hipotálamo onde estão localizados os sensores de glicose. Assim, ocorre a 

ativação do sistema nervoso simpático que desencadeia a liberação de hormônios 

contra-regulatórios, tais como: glucagon, catecolaminas, cortisol e hormônio do 

crescimento (Gerich, 1988). Com isso, há o aumento de liberação de glicose no plasma 

e diminuição da sua remoção restaurando a normoglicemia. Por outro lado, um aumento 

de 10 mg/dl nos níveis plasmáticos de glicose é capaz de estimular a liberação de 

insulina e reduzir a secreção de glucagon, que dentre outros efeitos, aumenta a captação 

de glicose por tecidos insulino-dependentes e inibe a produção hepática de glicose, 

respectivamente, restaurando a normoglicemia (Gerich, 1988). 

A insulina é um hormônio anabólico secretado pelas células  do pâncreas em 

resposta ao aumento dos níveis plasmáticos de glicose, aminoácidos e outros nutrientes 

após a ingestão do alimento. Ela regula o metabolismo da glicose de forma direta e 

indiretamente ao se ligar nos receptores específicos de insulina presentes no músculo 

esquelético, fígado e tecido adiposo ativando a sua via de sinalização (Gerich, 1993). 

Assim, a insulina sinaliza no músculo esquelético o aumento da captação de glicose 

(Gerich et al, 1974), promove a glicogênese no fígado, e inibe a secreção de glucagon 

pelas células  pancreáticas, sinalizando para o fígado parar de produzir glicose via 

glicogenólise e gliconeogênese (Gerich, 1993). No estado pós-prandial, a secreção de 

insulina ocorre em duas fases. Na primeira fase ocorre a liberação rápida da insulina 

pré-formada nos grânulos próximos à membrana plasmática, seguida pelo aumento da 

síntese de insulina. Na segunda fase, a liberação da insulina em longo prazo ocorre 

quando a concentração de glicose no plasma permanece aumentada, por mobilização 

dos grânulos de insulina mais distantes da superfície celular (Gerich, 1993). Além da 

glicose, existem outros fatores que estimulam a secreção de insulina, são eles 
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aminoácidos (leucina, arginina, lisina) e estimulação parassimpática via nervo vago 

(Holst, 1994; Drucker, 2001). 

Para que ocorra a entrada de glicose nas células-alvo da insulina, é fundamental 

a presença de proteínas transportadoras denominados GLUTs (Mueckler & Thorens, 

2013).  Os GLUTs são transportadores que promovem a difusão facilitada de glicose 

para dentro da célula. Existem transportadores de alta afinidade, exemplo GLUT 1, 3 e 

4, os quais são capazes de fornecer glicose em condições basais para as células 

(Cushman & Wardzala, 1980; Boucher et al, 2004). O GLUT 3 é o principal 

transportador neuronal. O GLUT 4 é o que medeia a captação de glicose estimulada por 

insulina no músculo esquelético, coração e tecido adiposo. Além dessas isoformas, 

existem também os de baixa afinidade pela glicose, como o GLUT 2 que estão presentes 

em células  e em tecidos expostos a grandes fluxos de glicose, como intestino, fígado e 

rim (Cushman & Wardzala, 1980; Bouché et al, 2004). 

 O glucagon é um hormônio catabólico, secretado pelas células  do pâncreas e 

com função contra-regulatória da insulina no controle da glicemia comparado, pois no 

estado de jejum o glucagon estimula a produção de glicose hepática (glicogenólise) para 

restaurar a normoglicemia no plasma (Unger, 1971; Unger & Cherrington, 2012). A 

secreção de glucagon é inibida pela hiperglicemia e estimulada pela hipoglicemia 

(Gerich, 1981). 

As catecolaminas são liberadas durante o período de estresse e na condição de 

hipoglicemia. As ações metabólicas das catecolaminas são mediadas através dos 

receptores beta-adrenérgicos, inibindo a secreção pancreática de insulina e diminuindo a 

ação periférica da insulina (Gerich et al, 1980). No fígado, as catecolaminas aumentam 

diretamente a glicogenólise e aumentam a disponibilidade de substratos gliconeogênicos 

e de AGL (Gerich et al, 1980). No rim, as catecolaminas são potentes estimuladores da 

gliconeogênese. Nos músculos esqueléticos, elas reduzem a captação de glicose e 

estimulam glicogenólise, que provoca um aumento do lactato, que se difunde para o 

plasma, constituindo um importante precursor gliconeogênico. No tecido adiposo, elas 

estimulam a lipólise que resulta em um aumento na liberação de AGL e glicerol. O 

primeiro constitui uma fonte de energia alternativa e o segundo outro precursor chave 

da via da gliconeogênese (Rizza et al, 1980). 

O hormônio do crescimento e o cortisol também apresentam ações contra-

regulatórias à ação da insulina para manutenção da glicemia. Esses hormônios reduzem 
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a capacidade da insulina em inibir a liberação hepática de glicose. Ambos os hormônios 

aumentam a síntese de enzimas gliconeogênicas (DeFeo et al, 1989; DeFeo et al, 1989). 

Além dos hormônios citados acima, em condições fisiológicas, a concentração 

de glicose no plasma pode ser regulada também pelos níveis plasmáticos de AGL e 

incretinas (Gerich, 1993). Os AGL são fontes de energia para diversos tecidos do corpo, 

exceto cérebro, células sanguíneas e medula renal. Os níveis aumentados de AGL 

plasmáticos causam estimulação da gliconeogênese hepática e renal, inibição do 

transporte de glicose no músculo e competição com a glicose como combustível 

oxidativo (Fanelli et al, 1993). Os níveis circulantes de AGL são regulados pelos 

hormônios contra-regulatórios, especialmente o hormônio de crescimento, pela baixa 

concentração de insulina e pelo sistema nervoso simpático, os quais resultam em 

aumento de lipólise e consequentemente dos níveis de AGL no plasma. A insulina reduz 

a concentração de AGL no plasma por reduzir a lipólise e aumentar o clearance dos 

AGL (Fanelli et al, 1993; McGarry, 1998). 

As incretinas são peptídeos secretados pela mucosa intestinal minutos após a 

ingestão de nutrientes e estimulam o pâncreas a secretar insulina. Esses peptídeos têm a 

meia-vida curta devido a uma rápida inativação pela enzima proteolítica denominada 

dipeptidil peptidase-4 (DPP-4) (Brown et al, 1975). As incretinas conhecidas como, 

GLP-1 (glucagon-like peptide-1) e GIP (gastric inhibitory polypeptide) inibem a 

secreção de glucagon e estimulam a secreção de insulina (Nauck et al, 2002). Ambos 

atrasam o esvaziamento gástrico e o GLP-1, através de um mecanismo neural, promove 

a saciedade, diminuindo a ingestão de alimentos e levando à perda de peso (Baggio & 

Drucker, 2007). 

Sabe-se que um desequilíbrio na homeostase glicêmica conhecida como 

intolerância à glicose (hiperglicemia após ingestão de glicose ou no período pós-

prandial) pode ser explicada tanto por uma disfunção das células  em secretar a 

quantidade necessária de insulina, quanto por defeitos na sinalização da insulina nos 

tecidos alvos, processo denominado de resistência à insulina (Prentki & Nolan; 2006). 

Ambos os defeitos são fatores de risco para desenvolvimento do diabetes mellitus. 

 

1.1 Diabetes Mellitus 

 O diabetes mellitus (DM) é uma doença metabólica caracterizada por um quadro 

de hiperglicemia resultante de defeitos na ação da insulina nos tecidos periféricos ou 

pelo prejuízo na secreção de insulina, ou ainda em ambos os distúrbios. A hiperglicemia 
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crônica do diabetes resulta em distúrbios metabólicos generalizados e toxicidade para 

vários tecidos (WHO, 2006; ADA, 2014). Esta doença atinge mais de 8% da população 

adulta mundial (Guariguata et al, 2014). Em 2012, Scully mostrou que nos próximos 20 

anos, o DM afetará mais de 500 milhões de indivíduos em grande parte do mundo, 

devido ao aumento do estilo de vida sedentário e da incidência de obesidade (Scully, 

2012).   

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), os critérios de diagnóstico 

para a DM incluem: glicose plasmática acima de 126 mg/dL (7,0 mmol/L) no estado de 

jejum, ou acima de 200 mg/dL (11,1 mmol/L) 2 horas após uma sobrecarga oral de 75 g 

de glicose  (WHO, 2006; ADA, 2014); o nível de hemoglobina glicada maior ou igual a 

6,5% (WHO, 2011). Níveis plasmáticos de glicose maior ou igual a 140 mg/dl e menor 

ou igual que 200 mg/dl 2 horas após uma sobrecarga oral de 75 g de glicose e glicemia 

de jejum entre 110 e 125 mg/dl são critérios para diagnóstico de  intolerância à glicose, 

condição que predispõe o indivíduo ao diabetes, (ADA, 2014). 

O DM pode ser dividido em quatro grandes grupos de maior incidência: o DM 

do tipo 1 (DM1), DM do tipo 2 (DM2), DM gestacional e DM monogênica (Thomas & 

Philipson, 2015). Estima-se que cerca de 1 em cada 11 adultos no mundo tem DM, 

sendo que 90% destes são diagnosticados com DM2. A Ásia é uma área importante da 

epidemia global de DM2 em rápido crescimento, especialmente China e Índia (Zheng et 

al, 2018). De acordo com a Federação Internacional de Diabetes, a incidência de jovens 

(<20 anos) que apresentam o DM1 em todo o mundo é estimada em 1.106.500 milhões 

(IDF Diabetes Atlas, 2017).  

O DM1 é uma doença auto-imune que aparece principalmente ainda na infância, 

geralmente crianças não obesas e que freqüentemente apresentam quadro de cetoacidose 

(ADA, 2007). Entretanto, o DM2 é decorrente do aumento da prevalência de obesidade, 

sedentarismo e dieta desbalanceada (Ershow, 2009) e pode ser desenvolvido pela 

combinação da resistência à insulina nos tecidos periféricos e disfunção da célula , em 

geral decorrente de exaustão para compensar a resitência periférica e manter a 

normoglicemia (Kasuga, 2006). Embora muitos indivíduos obesos que tendem a ter 

resistência à insulina, alguns ainda não desenvolvem DM. Isso ocorre porque as suas 

células  continuam funcionando adequadamente, e elas são capazes de manter a 

homeostase da glicose e compensar o aumento da resistência à insulina com o aumento 

da secreção de insulina (Thomas & Philipson, 2015). Fatores genéticos também 
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influenciam no desenvolvimento do DM1 e DM2 (Robertson & Rich, 2018; 

Rampersaud et al, 2007). 

Estudos sugerem que a perda da massa de células  pode contribuir para um 

prejuízo na secreção de insulina em pacientes com DM2, pois mostraram uma redução 

de 50% na massa de células  desses indivíduos e aumento de 60% no volume destas 

células em diabéticos obesos quando comparados aos indivíduos saudáveis (Maclean & 

Ogilvie, 1955; Butler et al, 2010). Por outro lado, Rahier e colaboradores sugerem que a 

diferença no número de células  é de somente 25% entre indivíduos saudáveis e com 

DM2, assim uma pequena mudança é suficiente para causar os sintomas da doença 

(Rahier et al, 2008). Um prejuízo nos níveis plasmáticos de glicose no estado de jejum 

também pode estar associado à redução no volume das células , sugerindo que este é 

um processo inicial e relevante para o desenvolvimento do DM2 (Butler et al, 2010). 

Existem duas hipóteses plausíveis, não excludentes, que poderiam explicar o 

comprometimento da função das células  no DM2, são elas: glicotoxicidade, em que a 

hiperglicemia crônica depleta os grânulos de insulina das células  e a lipotoxicidade, 

onde o aumento crônico dos níveis plasmáticos de ácidos graxos livres diminuem a 

conversão de pró-insulina em insulina, conseqüentemente diminuindo a secreção de 

insulina (Del Prato, 2009). Além disso, são especialmente relevantes para o 

estabelecimento de um estresse oxidativo na célula beta, a qual já é conhecida por ter 

baixas defesas antioxidantes, o que leva a morte celular. Alguns estudos vêm 

relacionando a mutação de uma enzima mitocondrial denominada transidrogenase de 

nucleotídeo de nicotinamida (NNT), importante para detoxificação de espécies reativas 

de oxigênio da mitocôndria, com um prejuízo na secreção de insulina (Toye et al, 2005; 

Freeman et al, 2006). 

 

1.2 Sinalização da insulina e resistência periférica ao hormônio 

A sinalização da insulina ocorre via a ação do hormônio sobre seu receptor 

tirosina quinase (IR) (Boucher et al, 2014; Nef et al, 2003). O IR é um tetrâmero que 

consiste de duas subunidades  extracelulares e duas subunidades  transmembranares 

ligadas por pontes de dissulfeto (Mosthaf et al, 1990). Esse receptor apresenta duas 

isoformas, a isoforma A presente em tecidos fetais e cérebro e a isoforma B altamente 

expressa em fígado (Frasca et al, 1999; Mosthaf et al, 1990). A ligação da insulina a 

subunidade  do seu receptor (IR), promove mudança conformacional da proteína, 

ativando sua subunidade , que se autofosforila e recruta substratos do receptor de 
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insulina (IRS), tais como IRS1 ao IRS6, para mediar a sinalização downstream da 

insulina (Sun et al, 1991; Sun et al, 1995; Lavan et al, 1997; Cai et al, 2003; White, 

2006; Shaw, 2011).  

No figado a ativação do IR pela insulina promove a fosforilação do IRS2 (Cheng 

et al, 2010). A mudança conformacional e autofosforilação dos receptores IR leva ao 

recrutamento e fosforilação de IRS2 e da proteína SH2 (proteína com domínio 

homólogo da Src 2). O IRS2 é fosforilado nos resíduos de tirosina, apresentando sítios 

de ligação para SH2, que recruta e ativa a fosfatidilinositol bifosfato - 3 quinase (PI3K) 

(Sun et al, 1993; Myers et al, 1992; Shaw, 2011; Hanke & Mann, 2009). Esta fosforila o 

fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) para gerar o segundo mensageiro 

fosfatidilinositol (3,4,5)- trifosfato (PIP3) (Boucher et al, 2014). O PIP3 ativa a PDK-1 

(proteína quinase 1 dependente de fosfoinositídeo) que, por sua vez, recruta a Akt2 

(RAC-beta serine/threonine-protein kinase ou proteína quinase B, isoforma mais 

abundante em tecidos sensíveis à insulina) para a membrana plasmática e a ativa 

fosforilando-a (Alessi et al, 1997; Franke et al, 1997). A Akt2 fosforilada inibe a 

produção de glicose hepática através de dois mecanismos chave: primeiro, diminui a 

expressão de enzimas gliconeogênicas pela fosforilação e exclusão nuclear da proteína 

FOXO 1 e seus alvos pró-gliconeogênicos, e segundo, ativa a glicogênio sintase por 

fosforilação (inativação) da glicogênio sintase quinase-3  (Perry et al, 2014). 

A resistência à insulina induzida pela obesidade pode ser caracterizada por 

disfunções como: redução da expressão do IR e da sua atividade quinase, redução da 

concentração e fosforilação do IRS1 e IRS2, redução da atividade PI3K, e consequente 

translocação do transportador de glicose (GLUT4) e da atividade de diversas enzimas 

intracelulares (Pessin & Saltiel, 2000), bem como de aumento na translocação do PKC  

(proteína quinase C do tipo epsilon) (Jornayvaz & Shulman, 2012), as quais inibem a 

sinalização da insulina ao nível do próprio receptor de insulina . 

Fatores genéticos ou adquiridos também afetam a sensibilidade periférica a 

insulina e, portanto, podem desencadear um quadro de resistência a insulina. As causas 

genéticas podem estar relacionadas a mutações ou polimorfismos nos genes do IR, 

PI3K, PTEN (phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase) e Akt2, entre 

outros (Boucher et al, 2014).  

O acúmulo do diacilglicerol (DAG), metabólito derivado de lipídios complexos, 

no músculo esquelético e no fígado também induz resistência à insulina. No músculo 

esquelético, o aumento de DAG leva a resistência à insulina por ativar a PKC  (protein 
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kinase C-theta) e induzir a fosforilação do IRS-1 em Ser-307 (Yu et al, 2002). Enquanto 

no fígado, o acúmulo do DAG ativa a PKC , que inibe o IR conforme mencionado 

acima. O aumento do conteúdo de DAG no fígado pode ser devido ao: aumento de 

remanescentes quilomícrons secundários do aumento da ingestão de uma dieta rica em 

gordura e aumento dos níveis de AGL liberados pelos adipócitos. O aumento de aporte 

de AGL para o fígado pode levar a lipogênese incompleta, saturação do mecanismo de 

exportação de lípides, bem como metabolização mitocondrial incompleta dos ácidos 

graxos, levando a um aumento do conteúdo de DAG e de outros metabólitos 

intermediários implicados na resistência à insulina (Jornayvaz & Shulman, 2012; 

Samuel et al., 2004). A fosforilação diminuída da Akt2 desencadeia dois importantes 

mecanismos que resulta na diminuição da síntese de glicogênio e o outro no aumento da 

gliconeogênese, aumentando a liberação de glicose para o plasma pelo GLUT2 

(Jornayvaz & Shulman, 2012). Além disso, os níveis aumentados de AGL circulantes 

derivados dos adipócitos induzem a ativação da via da JNK (c-Jun N-terminal kinase), 

que também inibe a sinalização da insulina (Schenk et al, 2008).  

A expansão do tecido adiposo ocorre em resposta a uma dieta hipercalórica, e 

está associada a um aumento da infiltração de células imunes e uma resposta pró-

inflamatória (Sun et al, 2011), pois tanto os adipócitos quanto os macrófagos presentes 

no tecido são capazes de secretar citocinas pró-inflamatórias, recrutando células do 

sistema imune e induzir resistência à insulina (Kamei et al, 2006).  

A glicose em concentrações supra fisiológicas no plasma cronicamente é capaz 

de alterar a sensibilidade à insulina no músculo esquelético e adiposo, bem como 

diminuir a secreção de insulina pelas células  (Leahy et al, 1986; Hager et al, 1991).  

Outro mecanismo também capaz de causar resistência periférica à insulina é a 

disfunção mitocondrial e o aumento da geração de espécies reativas de oxigênio 

(EROs).  As EROs são moléculas altamente reativas geradas durante o transporte de 

elétrons na cadeia respiratória da mitocôndria e consideradas responsáveis pela 

disfunção mitocondrial e celular quando produzidas em excesso (Chang & Chuang, 

2010).  Já se sabe que baixos níveis de EROs são essenciais para diversas vias de 

sinalização celular, inclusive a da insulina (Krieger-Brauer & Kather, 1992; Mahadev et 

al, 2000). No entanto, concentrações muito elevadas de EROs geram um quadro de 

estresse oxidativo. Este, por sua vez ativa as MAP- quinases e AMPK que fosforilam os 

IRS em serina (fosforilação inibitória) causando resistência a insulina (Rudich et al, 

1998; Evans et al, 2005; Dokken et al, 2008). Além disso, o estresse oxidativo altera a 
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dinâmica mitocondrial (que reflete sua atividade e função), aumentando os eventos de 

fissão mitocondrial, o que está associado a resistência à insulina (Jheng et al, 2012). A 

inibição do processo fissão mitocondrial diminui a atividade da p38 MAPK (Roux & 

Blenis, 2004) e aumenta a ativação do IRS-1 e da Akt, resultando na melhora do quadro 

de resistência à insulina (Jheng et al, 2012).  

 

1.3 Secreção de insulina pelas células  

 O pâncreas endócrino constituído pelas ilhotas de Langerhans produz e libera 

vários hormônios regulatórios da homeostase e metabolismo energético (Chandra & 

Liddle 2009). As ilhotas correspondem a apenas 1 a 2% do volume total do pâncreas 

(McEvoy, 1981; Chandra & Liddle 2009). Em humanos, as ilhotas pancreáticas são 

compostas por 5 tipos celulares sendo que cada célula é responsável por liberar um tipo 

de hormônio, como: células  que secretam o glucagon e representam ~20% da ilhota 

total; as células  produzem insulina, peptídeo C e amilina e representam ~70% da 

composição celular da ilhota (Brissova et al, 2005); células  produzem polipeptídeo 

pancreático (PP) que compreende <5% da composição celular da ilhota (Katsuura et al, 

2002); células  produtoras de somatostatina constituindo de <10% das células totais 

(Brissova et al, 2005) e células  secretoras de grelina que correspondem a <1% das 

células da ilhota total (Wierup et al, 2002). Na ilhota pancreática de humanos, as células 

beta se encontram distribuídas mais na periferia, enquanto as células  e  estão 

localizadas em todo o interior das ilhotas (Brissova et al, 2005). Em roedores, as células 

 se concentram mais no núcleo da ilhota com outras células endócrinas dispostas à 

periferia, tais como células , células , juntamente com polipeptídeo P (PP) e células  

(Rahier et al, 1983).  

A célula  é o tipo de célula predominante em ilhotas pancreáticas de mamíferos 

e é a única fonte de insulina circulante (McEvoy, 1981; Röder et al, 2016). Dentro das 

células , a insulina sintetizada é primeiramente produzida como pró-insulina e 

convertida em insulina pela ação das convertases pró-hormônio (PC1, PC2, codificadas 

por Pcsk1 e Pcsk2, respectivamente) durante o tráfego de vesículas secretoras de 

insulina (Turner & Arvan, 2000). A insulina ativa é armazenada dentro de grânulos 

secretores (5 a 10.000 por célula) onde cada célula contém cerca de 30.000 ou mais 

moléculas de insulina (Fava et al, 2012). A regulação fina da liberação dos grânulos de 

insulina é suficiente para regular os níveis de glicose no sangue em condições 
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fisiológicas e essa regulação é importante para prevenir os quadros de hiperglicemia e 

hipoglicemia (Rorsman & Renström, 2003). 

O modelo clássico da secreção de insulina estimulada por glicose pelas células  

depende do catabolismo oxidativo da glicose (Rutter et al, 2015). As células  são 

sensores da glicemia por produzirem uma ativação proporcional do metabolismo 

glicolítico e oxidativo resultando em aumento da produção de ATP e da razão 

ATP/ADP (Panten & Ishida, 1975; Pralong et al, 1990). O fluxo de vias alternativas, 

incluindo a via da pentose fosfato, é geralmente pequeno, embora possa ser aumentado 

em algumas circunstâncias (Ashcroft et al, 1972; Verspohl et al, 1979). Uma 

concentração elevada de glicose no sangue estimula a fosforilação oxidativa da glicose 

aumentando a relação ATP/ADP. Este aumento causa o fechamento dos canais de 

potássio sensíveis ao ATP (KATP), o que despolariza a membrana plasmática, ativa os 

canais de cálcio voltagem dependente, aumenta o nível de cálcio livre no citosol 

permitindo que ocorra a migração e fusão dos grânulos contendo insulina com a 

membrana e promovendo a exocitose da insulina (Henquin, 2000; Rutter et al, 2015).  

A secreção de insulina estimulada por glicose é bifásica. A primeira fase com 

duração de 3 a 10 minutos tem um pico em torno de 5 minutos após o estímulo da 

glicose onde vai ocorrer a liberação da insulina, e é seguido por uma segunda fase 

gradualmente crescente, mais lenta, que pode durar 60 minutos ou mais (Rorsman & 

Renström, 2012; Rutter, 2004). A segunda fase reflete uma resposta autonômica do 

sistema nervoso parassimpático na ilhota (Ahrén & Holst, 2001). A primeira fase da 

secreção de insulina é prejudicada no diabetes mellitus tipo 2 (Nesher & Cerasi, 2002). 

O estado redox da célula  também é importante para a manutenção da secreção 

de insulina, uma vez que, as EROs em níveis fisiológicos funcionam como moléculas 

sinalizadoras para as células (Rhee, 2006), e estão acopladas ao metabolismo da glicose 

e respiração celular (Bindokas et al, 2003) que são processos fundamentais para induzir 

a secreção de insulina.  Entretanto, já se sabe que o excesso de EROs causa um prejuízo 

na função da células , pois estas são vulneráveis aos seus efeitos deletérios (Lenzen, 

2008) por apresentarem baixos níveis de catalase e glutationa peroxidase (GSH) 

contribuindo para maior sensibilidade à lipotoxicidade e glicotoxicidade (Robertson et 

al, 1992; Newsholme et al, 2007; Gehrmann et al, 2010). Por outro lado, as células  

apresentam mecanismos de defesa antioxidante, tais como, o fator de transcrição NF-E2 

relacionado ao fator 2 (Nrf2) ativado por níveis aumentados de EROs resulta em 
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aumento de enzimas antioxidantes protegendo as células dos danos oxidativos (Pi et al, 

2003).  

Na secreção de insulina, o NADH e NADPH são considerados moléculas 

reguladoras para o processo de exocitose dos grânulos de insulina induzida por cálcio e 

ATP. Após estimulação com alta concentração de glicose, ocorre rápido aumento do 

conteúdo de NAD(P)H (Van De Winkel & Pipeleers, 1983; Kiekens et al, 1992). Estudo 

de Ivarsson e colaboradores (2005) propõe que o efeito do NAD(P)H na exocitose dos 

grânulos de insulina pode ser mediado por proteínas antioxidantes, como glutaredoxina 

(GRX) e tiorredoxina (TRX) que estão presentes no citosol das células , pois são duas 

proteínas fornecedoras de elétrons para o NADPH. Esse evento ocorre com base nas 

seguintes evidências: 1) expressão do RNAm do GRX é muito alto em células  em 

relação a outros tecidos estudados, e a expressão da proteína GRX é alta nas ilhotas e no 

cérebro; 2) GRX e TRX estão localizadas em micro domínios distintos no citosol das 

células ; e 3) GRX potencializa o efeito do NADPH na exocitose dos grânulos de 

insulina, enquanto que a TRX antagoniza o efeito do NADPH. Assim, os autores 

sugerem que existe uma regulação redox entre essas moléculas NADPH/GRX/TRX e 

esta regulação medeia uma nova via de sinalização da secreção de insulina estimulada 

por glicose (Ivarsson et al, 2005).  

O fluxo de carbono da glicose ou glutamina para o glutamato também pode 

melhorar a síntese de glutationa reduzida (Newsholme et al, 2012), contribuindo para a 

estimulação aguda da secreção de insulina e à resistência da célula  ao estresse 

oxidativo. 

 

2. METABOLISMO LIPÍDICO E OBESIDADE 

Os lipídios são moléculas hidrofóbicas com função de reserva energética, 

estrutural (membranas) e reguladora (hormônios, coenzimas, segundos mensageiros e 

diversos sinalizadores) dentro do organismo (Mattes, 2005; Huang & Freter, 2015). 

Assim, o metabolismo lipídico está envolvido nos processos de crescimento celular, 

proliferação, diferenciação, sobrevivência, apoptose, inflamação e homeostase da 

membrana (Huang & Freter, 2015; Zechner et al, 2012; Krycer et al, 2010).  

Há diversas classificações possíveis para esta classe de moléculas tão diversa 

quimicamente. De acordo com o Comitê de Nomenclatura e Classificação de Lipídio 

Internacional, os lipídios são classificados em 8 categorias, a saber: ácidos graxos, 
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glicerofosfolipídios, glicerolipídios, esfingolipídios, esteróis, prenóis (prenol lipids), 

sacarolipídios ou glicolipídeos, e policetídios (Huang & Freter, 2015). 

Por serem insolúveis no meio aquoso, precisam de um sistema de transporte 

especializado tanto intra como extra-celular. No plasma, os lipídios estão organizados 

em macroagregados com proteínas, denominados lipoproteínas. Essas partículas são 

compostas por lipídios polares e apolares e proteínas específicas denominadas 

apolipoproteínas (apoLP).  As apoLP têm diversas funções no metabolismo das 

lipoproteínas, como a formação intracelular das partículas lipoproteicas (apoB100 e 

apoB48), ligantes de receptores de membrana (apoB100 e apoE), ou cofatores 

enzimáticos, como as apos CII, CIII e AI (Mahley et al, 1984; Kaul et al, 2016). 

Existem quatro grandes classes de lipoproteínas:  

I- Quilomicrons: ricas em triglicérides são as maiores e menos densas dentre as 

lipoproteínas. São moléculas sintetizadas e secretadas pelas células intestinais para 

transportar triglicérides (TG) e colesterol da dieta para tecidos periféricos e fígado. 

Enquanto os quilomicrons circulam, os seus triglicerídeos são hidrolisados no plasma 

pela ação da lipase lipoproteíca (LPL), uma enzima localizada na superfície endotelial 

de capilares do tecido adiposo e músculo. Os remanescentes de quilomicrons depletados 

em TG são recomhecidos principalmente por receptores hepáticos e captados para 

metabolização neste órgão (Mahley et al, 1984; Feingold & Grunfeld, 2018). 

II- Lipoproteínas de densidade muito baixa (VLDL- very low density 

lipoprotein): também ricas em triglicérides, são menores e mais densas que os 

quilomicrons. As VLDL são sintetizadas e secretadas pelo fígado, sendo liberadas na 

circulação periférica. A formação das partículas de VLDL no fígado requer a ação de 

uma proteína intracelular, a chamada proteína chaperona microsomal (MTP – 

microsomal triglyceride transfer protein) que auxilia a transferência e adição de TG 

durante a tradução das moléculas de apoB100 (Cuchel et al, 2007). Os triglicerídeos das 

VLDL também são hidrolisados pela LPL na circulação sanguínea. Os ácidos graxos 

assim liberados são redistribuídos para os tecidos, os quais podem ser armazenados no 

tecido adiposo ou prontamente utilizados pelos músculos esqueléticos. Por ação da LPL, 

as VLDL transformam-se em remanescentes (IDL – intermediary density lipoprotein) 

que também são removidos pelo fígado por receptores específicos. Parte das IDL 

continua sendo lipolizadas pela LPL gerando as lipoproteínas de baixa densidade (LDL 

– low density lipoprotein) (Dallinga-Thie et al, 2010).  
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III- Lipoproteínas de baixa densidade (LDL- low density lipoprotein): diferente 

das anteriores, estas são ricas em colesterol e pobres em TG. Ao serem capturadas pelos 

receptores de LDL presentes na maior parte das células do organismo, mas 

principalmente nos tecidos esteroidogênicos, desencadeam ações regulatórias elucidadas 

pelos prêmios Nobel Brown e Goldstein: 1- o colesterol livre pode ser esterificado para 

depósito por ação da enzima Acil-CoA: Colesteril Aciltransferase (ACAT), 2- o excesso 

de colesterol inibe a HMG-CoA redutase, enzima limitante da biossíntese de colesterol 

e 3- o excesso de colesterol inibe a síntese de receptores de LDL. Assim, a célula regula 

síntese e captação de colesterol conforme suas necessidades e também previne um 

eventual acúmulo tóxico de colesterol. No organismo como um todo, a expressão dos 

receptores de LDL nos hepatócitos é a principal responsável pelo controle do nível de 

colesterol no sangue. Quanto maior o nível de receptores de LDL hepáticos, menor a 

colesterolemia. Portanto, tanto a síntese (HMG-CoA redutase) como a captação de LDL 

(receptores de LDL) são importantes alvos terapêuticos para o tratamento da 

hipercolesterolemia (Goldstein & Brown, 2015; Ridker, 2014).  

IV- Lipoproteínas de alta densidade (HDL- high density lipoprotein): as menores 

e mais densas das lipoproteínas, ricas em colesterol e proteínas, são formadas no fígado, 

no intestino, na circulação e interstício. Seu principal conteúdo protéico é a apo AI e 

apo AII. O colesterol livre da HDL, recebido das membranas celulares, é esterificado 

por ação da Lecitina-Colesterol-Aciltransferase (LCAT) (Feingold & Grunfeld, 2018). 

A HDL transporta o colesterol até o fígado, via interação com os receptores SR-B1. O 

circuito de transporte do colesterol dos tecidos periféricos para o fígado é denominado 

transporte reverso do colesterol. A HDL também tem outras ações anti-aterogênicas, 

como: antioxidante, antitrombótica, e de proteção das células endoteliais (Feingold & 

Grunfeld, 2018). 

 Alterações das lipoproteínas plasmáticas podem ser determinantes para 

desenvolvimento de doenças cardiovasculares, especialmente elevação de LDL e de 

remanescentes de VLDL e diminuição de HDL. As alterações das lipoproteínas podem 

ser decorrentes de fatores genéticos ou ambientais. Em geral diabetes e obesidade 

resultam em um perfil de lipoproteínas aterogênico. 

 

2.1 Obesidade e comorbidades 

 O tecido adiposo branco é um órgão que armazena energia na forma de TG, e 

quando em escassez de energia, disponibiliza seus estoques, liberando os ácidos graxos 
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(AG) para circulação. Em condições fisiológicas mecanismos homeostáticos finamente 

regulados (nervosos e hormonais) são capazes de equilibrar os processos de 

armazenamento e mobilização dos lipídios, bem como o tamanho dos depósitos 

adiposos (Unger, 2002).  

O tecido adiposo é divido em dois grandes grupos, o branco (WAT – White 

Adipose Tissue) e o marrom (BAT – Brown Adipose Tissue). O WAT se caracteriza pela 

localização anatômica e presença de células parenquimais contendo uma única gota 

lipídica de tamanho grande que ocupa 80% ou mais do volume da célula. Esse tecido 

pode ser remodelado sob condições fisiológicas e farmacológicas para um fenótipo mais 

oxidativo (Vegiopoulos et al, 2010). Em relação ao BAT, ele é um tecido altamente 

oxidativo contendo células lipídicas multiloculares com abundância de mitocôndrias 

que oxidam o AGL gerando calor através da ativação da proteína desacopladora UCP1. 

O BAT é conhecido como o tecido responsável pela termogênese sem tremor 

(nonshivering) principal mecanismo termorregulador dos mamíferos (Foster & 

Frydman, 1978; Thurlby & Trayhurn, 1979). Hoje há evidências de que a termogênese 

do BAT e o “browning” de outros depósitos adiposos pode contribuir para regulação do 

balanço energético e prevenir obesidade (Cui & Chen, 2016). 

O balanço energético positivo por período prolongado (Ingestão>Gasto 

energético) leva a hipertrofia e hiperplasia do tecido adiposo branco, o que caracteriza a 

obesidade. Adipócitos hipertrofiados são disfuncionais e secretam diversas adipocinas e 

quiomiocinas que recrutam e ativam células pró-inflamatórias do sistema imune. Assim, 

nos obesos, o tecido adiposo apresenta aumento da infiltração de macrófagos, aumento 

da expressão de quimiocinas e citocinas pró-inflamatórias, além de uma hipóxia local 

(Weisberg et al, 2003) e deficiência de adiponectina (Turer et al, 2012). Este tecido se 

torna inflamado e resistente à insulina, aumentando o fluxo de AG para o fígado 

(Kotronen et al, 2008).  

Devido ao estado crônico de inflamação subclínica dos obesos ocorre resistência 

à insulina e aumento de lipólise, elevando os níveis de AGL na circulação e 

favorecendo o depósito ectópico de gordura em tecidos não adiposos (Guilherme et al, 

2008; Lafontan, 2014). A deposição ectópica e intracelular de gordura em tecidos não 

adiposos é a origem da toxicidade e co-morbidades da obesidade. 

A obesidade é uma doença que se tornou epidêmica pelo crescimento acelerado 

na população no geral. De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), 2,8 

milhões de pessoas morrem a cada ano como resultado do excesso de peso ou obesidade 
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(WHO, 2018). O índice de massa corporal (IMC) é uma medida importante para avaliar 

o grau de sobrepeso e serve como marcador na associação da obesidade com as taxas de 

mortalidade. O IMC para uma população adulta deve estar na faixa de 21 a 23 kg/m2, 

enquanto a meta para indivíduos deve estar na faixa de 18,5 a 24,9 kg/m2. Existe um 

risco aumentado de co-morbidades para IMC entre 25,0 a 29,9, e risco moderado a 

grave de co-morbidades para IMC superior a 30 (WHO, 2018).  

O sobrepeso e a obesidade são fatores de risco para câncer de mama, cólon, 

próstata, endométrio, rim e vesícula biliar, hipertensão arterial, hipercolesterolemia, 

hipertrigliceridemia, resistência à insulina, diabetes mellitus tipo 2, doença hepática 

gordurosa não alcoólica (NAFLD), aterosclerose, infarto do miocárdio e outros 

distúrbios metabólicos (WHO, 2018; Hotamisligil, 2006; Zeyda & Stulnig, 2009; 

Guilherme et al, 2008). A resistência à insulina e diabetes tipo 2 relacionados à 

obesidade são caracterizados pelas diversas alterações na secreção e ação da insulina, 

como as mencionadas nos tópicos anteriores desta sessão, e estão associadas com 

excesso de lípides circulantes (especialmente AGL) e inflamação. 

 

2.2 Doença hepática gordurosa não alcoólica ou esteatose hepática 

A doença hepática gordurosa não alcoólica (NAFLD: non-alcoholic fatty liver 

disease) é iniciada pelo acúmulo de TG dentro dos hepatócitos. A terminologia “não 

alcoólica” deve-se ao fato de que as alterações observadas não estão associadas ao 

consumo de álcool, no entanto, é importante ressaltar que é pouco distinguível 

morfologicamente daquelas induzidas pelo álcool (Chalasani et l, 2012; Sakhuja, 2014). 

A NAFLD é considerada uma doença epidêmica, pois a sua prevalência representa 20% 

da população geral. Entre pacientes portadores de diabetes tipo 2, a prevalência pode 

atingir até 70% (Cornier et al, 2008) e este índice sobe para 90% quando a população é 

de obesos (Haentjens et al, 2009; Vernon et al, 2011). Além disso, a quantidade de 

gordura particularmente visceral correlaciona-se positivamente com a quantidade de 

gordura no fígado (Anstee et al, 2013).  

Diversos estudos publicados mostram que o desenvolvimento da esteatose 

hepática está associado com múltiplas disfunções cardiometabólicas, como obesidade 

(Wong & Ahmed, 2014), resistência à insulina e diabetes mellitus tipo 2 (Portillo-

Sanchez et al, 2015; Ande et al, 2016), dislipidemia (Chalasani et al, 2012) e doenças 

cardiovasculares (Pacifico et al, 2010). Assim, considera-se que a NAFLD também é 

característica da síndrome metabólica (Michelotti et al, 2013; Marengo et al, 2016; 



36 

 

Ratziu et al, 2010; Lonardo et al, 2016, Yki-Järvinen, 2014), definida pelo conjunto de 3 

ou mais dos distúrbios acima. Além disso, já se sabe que a NAFLD está relacionada 

com o aumento do risco de complicações tromboembolíticas, pois o fígado é 

responsável por produzir diversos fatores de coagulação. 

A esteatose hepática quando está associada à inflamação evolui para um quadro 

de esteato hepatite não alcoólica (NASH), a forma mais grave de NAFLD e um 

potencial precursor de carcinoma hepatocelular (Marengo et al, 2016; Chalasani et al, 

2012). A inflamação consiste de focos de infiltração de macrófagos, linfócitos e 

neutrófilos em áreas acometidas pela esteatose hepática (Takahashi et al, 2012). A 

característica morfológica conhecida como balonização é decorrente de alteração da 

permeabilidade da membrana dos hepatócitos e está diretamente relacionada ao risco de 

progressão da doença resultando em morte celular e fibrose (Caldwell & Argo, 2010). A 

patogênese exata da NASH ainda não está completamente esclarecida. O modelo 

inicialmente proposto é conhecido como o de "two hits", sendo a esteatose hepática o 

primeiro “hit”, seguido de um segundo “hit” de inflamação e/ou estresse oxidativo 

provocados por citocinas inflamatórias e disfunção mitocondrial que levam a NASH 

(Day & James, 1998; Day, 2006). Hoje uma hipótese mais complexa chamada “multiple 

hits” é proposta para explicar como ácidos graxos ou seus metabólitos promovem 

NASH através de múltiplas vias citotóxicas sequenciais ou paralelas. No geral, a 

hipótese prediz que a lipotoxicidade ocorre devido a exaustão das respostas adaptativas 

e regenerativas do hepatócito acumulando progressivamente estresses, disfunções, 

morte celular, fibrose e culminando com o rompimento da cito-arquitetura que 

caracteriza a cirrose (Hansen et al, 2017). 

Consumo crônico de dietas ricas em gordura, obesidade e resistência à insulina 

co-existem. Na obesidade, o aumento da massa de tecido adiposo resulta em aumento de 

turnover de AGL e seu maior aporte ao fígado. Frente ao maior aporte de AGL, o fígado 

aumenta à beta-oxidação dos AG, sintetiza TG, produz e secreta VLDL (Donnelly et al, 

2005). Quando estas respostas compensatórias não são suficientes, estabelece-se a 

esteatose hepática. A ingestão elevada de açúcares simples também predispõe a 

obesidade e esteatose hepática (de Koning et al, 2012; Malik et al, 2010; Fung et al, 

2009). Neste caso, a elevação da lipogênese de novo converte o excesso de açúcar em 

TG no fígado (Donnelly et al, 2005) contribuindo para o estabelecimento da esteatose.  

Estudos mostraram que o acúmulo intracelular de lipídios dentro dos hepatócitos 

pode ativar macrófagos residentes, como as células Kupffer, que liberam citocinas pró-
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inflamatórias, incluindo TNF-a, IL-6 e IL-1b (Anderson & Borlak, 2008; Schindhelm et 

al, 2007; Szabo & Csak, 2002) desencadeando a NASH. Por outro lado, alguns estudos 

ainda sugerem que a inflamação precede o quadro de esteatose hepática na NASH 

(Wolf et al, 2014; Zhao et al, 2015). Outros estudos apontam a importância do aumento 

da produção de espécies reativas de oxigênio mitocondriais (EROs) (Eccleston et al, 

2011) e da peroxidação lipídica em pacientes portadores da esteatose hepática e NASH 

(TIREI O NOBILI; Irie et al, 2012). 

A principal ação da insulina no fígado é restringir a produção endógena de 

glicose, enquanto a taxa de captação de glicose é em grande parte independente da 

insulina (Yki-Järvinen, 2011). Em pacientes com esteatose hepática (Seppälä-Lindroos 

et al, 2002; Gastaldelli et al, 2007), a capacidade da insulina em inibir a produção de 

glicose está prejudicada, favorecendo a hiperglicemia e estimulando o pâncreas a 

secretar mais insulina. A hiperglicemia juntamente com hiperinsulinemia se 

correlacionam positivamente com o acúmulo de gordura no fígado, independentemente 

do IMC (Yki-Järvinen, 2014). O fígado de pacientes com esteatose hepática e/ou 

resistência à insulina aumenta a produção de VLDL (Fabbrini et al, 2008), por vezes 

levando a hipertrigliceridemia. 

Em condições normais, a insulina diminui a produção de VLDL, tanto 

diminuindo o aporte de AGL para o fígado (inibição de lipólise do tecido adiposo), 

quanto por diminuir diretamente a produção de VLDL no fígado (Adiels et al, 2008). 

No entanto, em indivíduos portadores de esteatose hepática e/ou resistência à insulina, 

não ocorre inibição da produção de VLDL no fígado (Adiels et al, 2007).  O aporte 

elevado de AGL para o fígado cronicamente pode saturar a capacidade hepática em 

secretar VLDL e contribui para o agravamento da esteatose hepática. Por outro lado, 

Shindo e colaboradores (2010) mostraram que em um modelo poligenético de NAFLD, 

o camundongo shionogi, há um prejuízo na secreção de VLDL mesmo em dieta normal, 

o que contribui para o acúmulo de gordura no fígado, para o prejuízo da sinalização da 

insulina e para o estabelecimento da esteato-hepatite. Assim, fica claro que há uma 

relação recíproca entre a esteatose hepática e a resistência à insulina, criando um círculo 

vicioso entre os dois processos e agravando a NAFLD. 

 

3. TRANSIDROGENASE DE NUCLEOTÍDEO DE NICOTINAMIDA (NNT) 

A transidrogenase de nucleotídeo de nicotinamida (NAD(P)-transidrogenase, EC 

1.6.1.1, NNT) é uma enzima mitocondrial descoberta em 1952 por Colowick e 
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colaboradores. Neste estudo observaram a formação de NADPH aliada à oxidação do 

NADH em extratos de bactérias Pseudomonas fluorescens e, em seguida, Kaplan e 

colaboradores (1953) observaram a atividade da NNT em preparações de membranas de 

mitocôndrias em diversos tecidos, principalmente em coração (Rydstrom et al, 1976; 

Rydstrom, 1977; Humphrey, 1957). Em 1979, Rydstrom relacionou a atividade da NNT 

ao mecanismo de acoplamento quimiosmótico mitocondrial, no qual a energia resultante 

da força próton-motiva induz uma mudança conformacional da enzima reduzindo o 

NADP+. Clarke e Bragg (1985) inibiram a translocação de prótons pela NNT em 

Escherichia coli e observaram a inibição da transidrogenação. Assim, comprovaram que 

a translocação de prótons está relacionada à atividade catalítica desta enzima.  

A enzima é um homodímero (Hoek & Rydström, 1988) e cada subunidade dessa 

proteína é composta por 3 domínios principais que são preservados em diferentes 

organismos: o primeiro domínio ou região C-terminal e o terceiro domínio ou região N-

terminal são hidrofílicos e se encontram na matriz mitocondrial. Estes contêm sítios de 

ligação para o NADH e NADPH, respectivamente. O segundo domínio ou a região 

central é hidrofóbico e consiste de 14 hélices transmembranas que contém o canal de 

próton (Arkblad et al, 2002; Rydström et al, 1998; Leung et al, 2015). Além disso, 

Yamaguchi e colaboradores (1988) observaram que a NNT de bovinos possui uma 

sequência de 1043 resíduos de aminoácidos com peso molecular de 109 kda.  

Em condições fisiológicas, a NNT catalisa a transferência reversível do hidreto 

de NADH para NADP+ de acordo com a reação: NADH + NADP+  NAD+ + NADPH 

dependente do gradiente de prótons, deslocando o equilíbrio da reação no sentido da 

formação de NADPH (Earle et al, 1978;  Pedersen et al, 2008; Rydström, 2006).  

Estima-se que a NNT seja a fonte principal de NADPH na mitocôndria, e que 

representa até 45% do fornecimento de NADPH total da célula, sendo o restante 

resultante da via das pentoses-fosfato, isocitrato-desidrogenase (IDH2), enzima málica 

mitocondrial (ME) e glutamato desidrogenase (GDH) (Rydstrom, 2006; Sauer et al, 

2004; Vogel et al, 1999, Yin et al, 2012). Por re-reduzir NADP a partir de NADH, a 

NNT é considerada o principal gerador de poder redutor do sistema enzimático 

antioxidante mitocondrial (Kowaltowski et al, 2001). Diminuição de NADPH causa 

diminuição da razão GSH/GSSG, tornando o ambiente mitocondrial mais susceptível a 

danos induzidos por espécies reativas de oxigênio (EROS) (Arkblad et al, 2005). 

Caenorhabditis elegans deficientes de NNT, através de mutações ou silenciamento por 

RNA de interferência (RNAi), mostraram-se mais sensíveis ao estresse oxidativo 
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(Arkblad et al., 2005). Silenciamento da NNT em células PC12 por RNAi resultou na 

redução dos níveis de NADPH celular, da razão GSH/GSSG e aumento nos níveis de 

H2O2 (Yin et al, 2012).  

Em 2005, Toye e colaboradores mostraram que os camundongos C57BL6/J, 

oriundos do Jackson Laboratory em Bar Harbor, diferem de outras linhagens C57BL6 

por possuírem uma mutação espontânea no gene da NNT. É uma deleção que exclui 5 

exons (7 ao 11) do gene da NNT, com estimativa de ocorrência no período entre 1976 e 

1984, resultando em níveis extremamente baixos de sua expressão no fígado e pâncreas. 

Os autores propuseram que a deficiência desta enzima desencadeia um prejuízo na 

homeostase glicêmica, caracterizado por intolerância à glicose e secreção de insulina 

reduzida (Toye et al, 2005). De acordo com Freeman e colaboradores, a deleção do gene 

da NNT afetaria a produção de NADPH tornando o ambiente mitocondrial susceptível 

as EROS, ativando UCP2, reduzindo assim a síntese de ATP (Freeman et al, 2006).  

Fergusson e colaboradores (2014) estudaram duas linhagens independentes C57BL/6J 

(B6J) e C57BL/6N (B6N) e observaram que a mutação da NNT nos B6J prejudicou a 

secreção de insulina quando a glicose foi administrada por via intravenosa durante o 

teste de tolerância e clamp hiperglicêmico, mas não em resposta à glicose administrada 

por via oral. A primeira e segunda fase da secreção de insulina foram alteradas nos 

animais B6J (NNT mutada) em comparação aos B6N (NNT intacta), mas não 

encontraram alterações significativas na sensibilidade à insulina global, depuração de 

insulina, massa de células beta ou resposta central à glicose. 

Em outro estudo sobre obesidade, foi verificado que os animais com NNT 

mutada apresentaram menor adiposidade (e hipoinsulinemia) em dieta com baixo teor 

de gordura (10%), porém desenvolveram maior adiposidade (e normoinsulinemia) em 

dieta rica em gordura (60%) (Nicholson et al, 2010).  

Em mitocôndrias isoladas de fígado, Ronchi e colaboradores (2013) mostraram 

que a deleção da NNT resulta em anormalidades no estado redox mitocondrial 

indicando que, apesar da respiração mitocondrial de repouso e no estado de fosforilação 

serem similares nas mitocôndrias com e sem NNT, a capacidade antioxidante das 

mitocôndrias mutantes está significativamente comprometida e a produção de espécies 

reativas de oxigênio está aumentada. Em outro estudo desta vez com mitocôndrias 

isoladas de camundongos congenicos com e sem a mutação da NNT, Ronchi e 

colaboradores (2016) mostraram que, dependendo do substrato fornecido e do estado 

respiratório mitocondrial, a NNT pode contribuir de forma diferente para o metabolismo 
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de peróxido. A NNT no estado basal contribui com 60 e 100% na presença de 

piruvato/malato e glutamato/malato, respectivamente. Enquanto que, durante o estado 

de fosforilação oxidativa, a contribuição da NNT foi de 63% na presença de 

glutamato/malato. Isso ocorre porque há menor disponibilidade de NADH e de 

potencial eletroquímico de membrana e maior fluxo de substratos pelo ciclo de Krebs, 

disponibilizando mais substrato para a IDH2, e consequentemente regenerando mais 

NADPH por esta via (Ronchi et al, 2016). 

Estudo em humanos mostrou que a mutação do gene da NNT está associada com 

deficiência de glicocorticóides familiar (Meimaridou et al, 2012). Esta deficiência 

também conhecida como síndrome da resistência ao hormônio adrenocorticotrópico 

(ACTH) é recessiva e autossômica (Clark et al, 1993).  Os portadores desta síndrome 

apresentam quadro de hipoglicemia severa no período neonatal ou na infância, baixos 

níveis de cortisol, altos níveis de ACTH (Clark et al, 1993).  Meimaridou et al (2012) 

mostraram que a mutação espontânea da NNT nos camundongos C57BL/6J reduziu os 

níveis de corticosterona basal e estimulada por ACTH quando comparados aos 

camundongos C57BL/6N. Além disso, mostraram em células adrenocorticais de 

humanos, com deleção do gene NNT, um aumento significativo de espécies reativas de 

oxigênio (EROS), sugerindo que o estresse oxidativo compromete a via de 

esteroidogênese. Meimaridou e colaboradores (2018) investigaram quais os mecanismos 

poderiam estar envolvidos na deficiência de glicocorticóides. Para isso, analisaram 

adrenais de camundongos C57BL/6N (NNT intacta), C57BL/6J (NNT mutada) e 

C57BL/6JBAC (superexpressão da NNT) e observaram que tanto a deleção quanto a 

superexpressão da NNT reduzem a produção de esteróides da supra-renal por diminuir a 

expressão das enzimas antioxidantes mitocondriais (Prdx3 e Txnrd2) e esteroidogênicas 

(Cyp11a1). Portanto, os distúrbios na homeostase redox adrenal são mediados pela 

baixa e também pela superexpressão da NNT.  

Como trata-se de enzima mitocondrial essencial para o balanço redox da 

organela, acreditamos que sua deficiência pode comprometer outras funções 

bioenergéticas celulares e do organismo como um todo. 

 

3.1. Importância de estudo em camundongos congênicos 

A maior parte dos estudos sobre a NNT na literatura foi realizada em linhagens 

isogênicas independentes (C57BL/6J vsC3H/HeH, C57BL/6J vsC57BL/6N, etc). Todos 

os estudos revelam importantes alterações metabólicas as quais são atribuídas à 
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deficiência de NNT (Attané et al, 2016). No entanto, é impossível descartar a provável 

interferência de outras alterações genéticas (mutações e polimorfismos) nestes estudos.  

Para que o efeito isolado da deficiência de NNT seja investigado é necessária a 

homogeneidade do background genético, isolando como única diferença genética, a 

mutação da NNT. Para tanto, foi necessário o desenvolvimento de linhagens 

congênicas, isto é, foi realizada a introdução da mutação da NNT em 

camundongoswild-type (C57BL/6JUnib) através de retrocruzamentos sucessivos de 

animais C57BL/6J com C57BL/6JUnib até a sétima geração, o que permite a obtenção 

de 99,2% de homogenização do background genético nos descendentes, exceto pela 

presença da mutação da NNT.  

É importante chamar a atenção para o estenso uso de camundongos C57BL/6J 

em estudos biomédicos, e especialmente sobre o metabolismo e patofisiologia 

mitocondrial (Figueira, 2013). Esses camundongos são ainda muito utilizados para 

geração de camundongos transgênicos e knockouts para o estudo de muitos genes 

diferentes, sem a devida atenção as mutações de base. Embora a mutação da NNT nos 

camundongos C57BL/6J tenha ocorrido há três décadas no laboratório do Jackson, ela 

só foi descoberta em 2005. Em decorrência da mutação da NNT, os camundongos 

C57BL/6J apresentam prejuízos no estado redox mitocondrial e no metabolismo de 

peróxido nas mitocôndrias gerando diversas controvérsias quando utilizados como 

animais controles em estudos de metabolismo e de bioenergética (Figueira, 2013). 
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JUSTIFICATIVA DO ESTUDO 

 

C57BL/6J é uma linhagem de camundongos amplamente usada em pesquisas de 

metabolismo energético, inclusive para produção de animais geneticamente 

modificados. Os animais C57BL/6J provenientes do Jackson Laboratory diferem de 

outras linhagens C57BL6 por possuírem uma deleção natural em parte do gene da NNT 

que resulta em níveis extremamente baixos de expressão da enzima no fígado e 

pâncreas destes animais (Toye et al., 2005). Trabalhos anteriores mostraram que a 

mutação nessa enzima está associada a alterações do estado redox de mitocôndrias 

hepáticas (Ronchi, 2013, 2016; Navarro et al, 2017), redução de secreção de insulina 

(Freeman et al, 2006; Toye et al, 2005) e aumento de obesidade induzida por dieta 

(Nicholson et al, 2010) em animais C57BL/6J provenientes do Jackson Laboratory (B6-

J) quando comparados a linhagens sem esta mutação (por exemplo, C57BL/6N). 

Nossa hipótese é de que a deficiência de NNT causa estresse oxidativo em 

alguns tecidos, o que contribui para a gênese de distúrbios do metabolismo glicídico e 

lipídico que predispõe ao aparecimento de diabetes e obesidade. 
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OBJETIVO GERAL 

 

Investigar o metabolismo glicídico e lipídico visando entender o papel da enzima 

mitocondrial transidrogenase de nucleotídeo de nicotinamida (NNT) na suscetibilidade 

ao diabetes e à obesidade. Para tanto, estudamos sub-linhagens C57BL6 isogênicas 

independentes, com e sem mutação da NNT, B6-J e B6-UNI, respectivamente, assim 

como linhagens congênicas (com >99% de homogeneidade de background genético) 

com e sem a mutação da NNT (NNT-/- vs NNT+/+).  

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Investigar o papel da NNT sobre a homeostase glicêmica, através da 

determinação da tolerância à glicose, sensibilidade à insulina, secreção de 

insulina estimulada com glicose em ilhotas pancreáticas isoladas, e 

sensibilidade hepática à insulina. 

2. Investigar o papel da NNT sobre o acúmulo de gordura nos depósitos 

adiposos (lipogênese e retenção de lípides) e hepático (lipogênese, retenção e 

secreção de lípides), balanço alimentar e metabolismo corporal. 
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NNT-/-B6-UNI
(NNT intacta)

B6-J
(NNT mutada)

NNT+/+

Homeostase glicêmica

Teste de tolerância a glicose

Teste de tolerância a insulina

Secreção insulina ex vivo

NADPH, H2O2 em ilhotas

Teste piruvato

Sinalização insulina

Metabolismo Lipídico

Lípides e leptina no plasma

Depósitos adiposos

TG hepático

Balanço alimentar

Respirometria in vivo

Lipogênese de novo in vivo

Retenção tecidual de lípides da dieta

Secreção hepáticade VLDL

Dieta padrão ou hiperlipídica (16 semanas)

FLUXOGRAMA DOS ESTUDOS
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MATERIAIS E MÉTODOS  

 

Animais 

Foram utilizados camundongos isogênicos C57BL6/JUnib (B6-UNI) machos 

oriundos do Centro multidisciplinar de Investigação Biológica em Animais de 

Laboratório (CEMIB/Unicamp, originalmente obtidos de Hannover em 1983) e 

camundongos C57BL6/J (B6-J) provenientes do Jackson Laboratory (stock number 

000664, importados em 2009, Bar Habor, ME), também mantidos no CEMIB, com 2 e 

5 meses de idade, em dieta padrão ou dieta hiperlipídica. Além disso, foram 

desenvolvidas duas novas linhagens C57BL6 por retrocruzamentos da linhagem 

mutante da enzima NNT, B6-J, com a linhagem B6-Uni, por 7 gerações sucessivas para 

homogeneização do background genético (99,2%) (Ronchi et al, 2016), a partir de então 

estabeleceu-se as linhagens congênicas NNT+/+ e NNT-/-. Os protocolos experimentais 

foram submetidos à aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais - 

CEUA/Unicamp (protocolo n° 3472-1). Os camundongos foram mantidos em condições 

controladas de temperatura (22 ± 2°C), luminosidade (ciclos de claro e escuro de 12 

horas), recebendo água e ração (Nuvital CR1, Colombo, Brasil) ad libitum. Para 

experimentos terminais, a eutanásia foi realizada por aprofundamento anestésico com 

isoflurano, seguida de decapitação para coleta de sangue e órgãos. 

 

Tratamento dietético 

Camundongos com a NNT intacta e mutada com 1 mês de idade foram 

submetidos à dieta com alto teor de gordura (35 g% de gordura – dieta hiperlipídica - 

HF) e à dieta com baixo teor de gordura (4 g% de gordura – dieta padrão - Nuvital CR1, 

Colombo, Brasil) durante 4 meses. A dieta hiperlipídica é composta por 14% de 

proteína, 35% de gordura total (59% do valor energético total fornecido por lipídeos) e 

de 41% carboidratos. 

Grupos e Estudos in vivo 

1- B6-J (NNT mutada) vs B6-Uni (NNT intacta) em dieta padrão 

2- B6-J (NNT mutada) vs B6-Uni (NNT intacta) em dieta hiperlipídica (HF, high fat) 

3- NNT-/- vs NNT+/+  em dieta padrão 

4- NNT-/- vs NNT+/+ em dieta hiperlipídica (HF, high fat) 

 

Peso corporal e ganho ponderal 
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Os camundongos foram pesados 1 vez por semana durante 3 meses avaliando-se 

o peso corporal e o ganho ponderal dos camundongos. 

 

Teor de lipídios no fígado 

Os lipídeos totais do fígado foram extraídos utilizando o método de Folch 

(1957). Resumidamente, cerca de 60 mg de fígado foram homogeneizados em 1 mL de 

metanol e 2 mL de clorofórmio, deixados em repouso durante a noite. O extrato total 

obtido foi filtrado e seco em capela de exaustão. O extrato lipídico seco foi dissolvido 

em 500 L de tampão contendo triton (0,5 M de KH2PO4, 0,25 M de NaCl, 25 mM de 

ácido cólico e 0,5% de triton X-100, pH=7,4) e submetido as reações enzimáticas-

colorimétricas para determinação das concentrações de colesterol e triglicérides através 

de kits da Roche- Hitachi® (Alemanha), conforme instruções do fabricante. 

 

Calorimetria indireta (Respirometria) 

 A respirometria foi feita em equipamento Oxylet System (Panlab e Harvard 

Apparatus). Os camundongos foram aclimatados por 24 horas, e em seguida suas 

medidas foram avaliadas durante 24 horas. O software metabolism v2.2.01 forneceu os 

valores de consumo de oxigênio (VO2), produção de dióxido de carbono produzido 

(VCO2), quociente respiratório (RQ) e gasto energético (EE). Os resultados foram 

normalizados pela massa corporal dos animais. Esta normalização é crítica para a 

análise e, embora massas magra e gorda não contribuam da mesma forma para o 

consumo de oxigênio (Butler & Kozak, 2010), ambas são importantes para a sua 

determinação (Kaiyala et al, 2010). Neste trabalho optou-se pela normalização por peso 

corporal, uma vez que se pretendia determinar o consumo de oxigênio do animal como 

um todo e não apenas de sua massa magra. 

 

Avaliação da lipemia e glicemia 

As amostras de sangue dos camundongos foram coletadas pelo plexo retro-

orbital com auxílio de capilares heparinizados, centrifugadas a 1200 g por 15 minutos a 

4°C. O colesterol total (COL) e triglicérides (TG) foram dosados no plasma dos 

camundongos em jejum (12h), utilizando-se kits enzimáticos colorimétricos da Roche-

Hitachi® (Alemanha). As concentrações plasmáticas de ácidos graxos livres (AGL) 

foram mensuradas após jejum (12h), utilizando-se kit enzimático colorimétrico da 

Wako chemical (USA). Os níveis de glicose em jejum (12h) e em estado alimentado 
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foram medidos com auxílio de glicosímetro (Roche- Accu-Chek, Suíça) através da 

coleta de sangue caudal. 

 

Avaliação das concentrações plasmáticas de insulina, leptina, adiponectina e 

peptídeo C 

As amostras de sangue dos camundongos foram coletadas com o auxílio de 

capilares heparinizados, centrifugadas a 1200 g por 15 minutos a 4°C. A insulina, 

leptina e peptídeo C foram dosadas em plasma usando kits de Elisa (Crystal Chem High 

Performance Assays, IL, USA), conforme instruções do fabricante. Os níveis de 

adiponectina foram mensurados em plasma usando kit de Elisa (Millipore, Billerica, 

MA, USA). 

 

Teste de tolerância à glicose (GTT) e à insulina (ITT) 

Os camundongos foram mantidos em jejum por 12 horas e uma amostra de 

sangue basal foi colhida da ponta da cauda (tempo = 0 min). Em seguida, os animais 

receberam por via oral (gavagem) uma carga de glicose de 1,5 g/Kg de peso corporal e 

coletas sanguíneas subseqüentes foram realizadas nos tempos 15, 30, 60 e 90 minutos 

(Merat et al, 1999) para a mensuração da glicose com glicosímetro (Roche- Accu-Chek, 

Suíça). Para o teste de tolerância à insulina (ITT), os camundongos foram submetidos a 

jejum de 12 horas, seguido de um período de 2 horas com ração antes do teste.  Uma 

amostra de sangue basal foi colhida da ponta da cauda (tempo = 0 min). A carga de 

insulina humana (BiohulinOR, Biobrás, Brasil) de 0,75 U/kg de peso corporal foi 

injetada intraperitonialmente e amostras de sangue adicionais foram coletadas em 

tempos subsequentes determinados (0 a 60 minutos) para a mensuração da glicose em 

glicosímetro (Roche- Accu-Chek, Suíça). 

 

Produção de glicose hepática a partir do piruvato 

Os camundongos foram mantidos em jejum por 16 horas e uma amostra de 

sangue basal foi colhida da ponta da cauda (tempo = 0 min). Em seguida, os animais 

receberam por via oral (gavagem) uma carga de piruvato de 1,5 g/Kg de peso corporal e 

coletas sanguíneas subseqüentes foram realizadas nos tempos 15, 30, 60 e 90 minutos 

para a mensuração da glicose com glicosímetro (Roche- Accu-Chek, Suíça), conforme 

as instruções do fabricante. 
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Avaliação da massa corporal e tecidual 

Os camundongos foram mortos por aprofundamento anestésico com isoflorano e 

decapitação em estado de jejum e, em seguida, foram coletados o fígado, músculo e os 

tecidos adiposos (perigonadal, subcutâneo e marrom) dos camundongos e suas 

respectivas massas determinadas por gravimetria. 

 

Balanço alimentar (ingestão vs excreção): 

Os animais foram alocados individualmente nas gaiolas e tiveram a quantidade 

de dieta ingerida e a excreção fecal pesados após 24 horas. A gordura de alíquotas da 

dieta e das fezes foi extraída pelo método de Folch (1957) e o extrato seco pesado em 

balança de precisão.  

 

Lipogênese in vivo 

Os camundongos foram pesados e receberam intraperitonialmente 20 mCi de 

água triciada diluída em solução salina 0,85%. Após uma hora, os animais foram 

anestesiados por aprofundamento anestésico com isoflurano e tiveram a coleta de 

sangue por decaptação da cabeça. O plasma foi obtido para determinação da 

radioatividade (20 L) em contador Beta e os tecidos (fígado, tecido adiposo 

subcutâneo e perigonadal) foram coletados e pesados. Os lipídeos das amostras de 

tecidos foram extraídos de acordo com o protocolo de Folch (1957). O extrato seco foi 

redissolvido em 3 mL da solução cintiladora para contagem de sua radioatividade. 

 

Retenção de ácidos graxos pelo fígado, tecido adiposo e músculo (in vivo) 

Após 8 horas de jejum, os animais receberam trioleína marcada com trício (3H 

TO) dissolvida em óleo vegetal (5 uCi e 180 mg/animal) por via oral. Vinte e quatro 

horas depois da administração orogástrica, os animais foram anestesiados e sacrificados 

por exsanguinação total para coleta dos tecidos (fígado, músculo gastrocnêmio e 

depósitos adiposos perigonadal, subcutâneo e marrom). Os tecidos (100 a 500 mg) 

foram usados para extração da gordura por Folch (1957). Após a evaporação do 

solvente foram adicionados 3 ml de líquido de cintilação para amostras não aquosas 

(GE Healthcare-Amersham) para contagem da radiação ionizante em contador beta 

(Bekmam - LS 6000TA). 

 

Secreção de VLDL-TG 
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Após 12 h de jejum, amostras de sangue basal foram coletadas através da ponta 

da cauda (  = 0 min) dos camundongos. Os camundongos receberam uma injeção IP de 

Triton WR 1339 (500 mg / kg em solução salina; Sigma) para inibir a atividade da 

lipoproteína lipase que hidrolisa TG e a depuração de TG. As amostras de sangue foram 

coletadas aos 120 e 150 minutos após injeção Triton e centrifugadas a 1200 g 4°C e 15 

minutos. Para análise da velocidade de secreção de VLDL-TG, os níveis plasmáticos de 

TG foram determinados usando um ensaio enzimático-colorimétrico de acordo com as 

instruções do fabricante (Chod-Pap; Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, Alemanha). 

 

Isolamento de ilhotas pancreáticas e secreção de insulina 

Os camundongos foram mortos por decapitação e, após incisão abdominal, o 

ducto pancreático foi exposto e obstruído para evitar a saída de solução de colagenase 

para o duodeno. Na porção distal do duto biliar comum foi realizada uma pequena 

incisão no ducto para introduzir uma agulha de insulina pela qual foi injetado no 

pâncreas 2 a 3 ml de solução de Hanks com colagenase tipo V (0,8 mg/ml; Sigma). O 

pâncreas foi retirado da cavidade abdominal por dissecação e transferido para um tubo 

de 15 ml, o qual foi incubado em banho a 37º C durante 10 min. Ao final deste período 

foi realizada uma pequena agitação de 30 segundos para facilitar a desagregação do 

tecido pancreático. A digestão do tecido foi interrompida mediante a adição de Hanks a 

4ºC. O material foi centrifugado com solução de Hanks 4 vezes para a remoção da 

colagenase e enzimas digestivas liberadas durante a incubação. As ilhotas, 

completamente separadas do tecido acinar, foram coletadas uma a uma, sob lupa, por 

aspiração com o auxílio de pipeta Pasteur, previamente estirada e siliconizada. Em 

seguida, as ilhotas dos grupos estudados foram transferidas para placas de cultura com 

24 poços (5 ilhotas/poço) contendo 1 mL de solução de Krebs suplementada com 0,1% 

de BSA (m/v) na presença de 2,8 mM de glicose, pH 7,4. As placas foram 

acondicionadas a 37°C, e mantidas em ambiente umidificado e gaseificado com 95% 

O2/5% CO2 por 30 min. Após este período a solução foi removida e as ilhotas foram 

novamente incubadas por 7 minutos e 1 hora com nova solução contendo 2,8 mM ou 

16,7 mM de glicose. Parte do meio de incubação foi removido e armazenado em tubo de 

ensaio à -20 °C para posterior dosagem de insulina por radioimunoensaio (RIE). 

 

Radioimunoensaio para insulina 
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A secreção de insulina foi quantificada no meio das ilhotas pelo método de 

radioimunoensaio (Scott et al, 1981), utilizando-se anticorpo específico para insulina de 

rato para traçar a curva padrão e insulina recombinante humana marcada com Iodo125 

(Perkin Elmer). As amostras foram lidas em contador de radiação gama (Automatic 

Gamma Counter - Perkin Elmer). 

 

Produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) em ilhotas pancreáticas 

A produção de H2O2 em ilhotas pancreáticas isoladas de camundongos foi 

mensurada com o reagente Amplex® Ultra Red (Invitrogen, Molecular Probes) na 

presença de HRP (horseradish peroxidase), na presença de glicose (16.7 e 22.8 mM). O 

ensaio foi realizado na presença e ausência de catalase (500 U/ml) por 1 hora e a 

fluorescência do produto oxidado (resorufina) por H2O2 foi mensurada ao longo do 

tempo em SpectraMax Microplate Reader (Molecular Devices) usando excitação e 

emissão com comprimentos de ondas 560 e 590 nm, respectivamente. Os resultados 

foram expressos como a diferença (delta) de fluorescência nos tempos de 60 e 40 

minutos. 

 

Autofluorescência do NAD(P)H em ilhotas pancreáticas isoladas 

Para estimar o conteúdo de NAD(P)H, ilhotas pancreáticas foram incubadas em 

2 ml de Krebs, contendo 5,6 mM de glicose durante 1h em estufa gaseificada com 95% 

O2/5%CO2 a 37ºC. As ilhotas foram então colocadas em uma câmara de perfusão em 

presença de solução de Krebs contendo diferentes concentrações de glicose (2,8; 16,7 e 

22,2 mM) usando um microscópio de fluorescência invertida (Nikon eclipse TE200). As 

imagens foram adquiridas com a câmera digital (PCO, Typ SensiCam, Alemanha) 

usando filtros  na faixa de 10 nm (Omega Optics, Madri, Espanha). Os registros das 

oscilações da fluorescência de NAD(P)H foram realizados após ondas excitatórias de 

365 nm selecionadas por uma luz de xenônio e a emissão captada a 510 nm. As imagens 

foram adquiridas a cada 60 segundos usando o software ImageMaster Ratio Imaging 

System version 5.0.  

 

Sinalização de insulina 

Os camundongos foram submetidos ao jejum durante a noite e receberam uma 

injeção intraperitoneal de 0,1 U de insulina ou volume equivalente de saline. Os animais 

foram anestesiados por aprofundamento anestésico com isoflurano. Após 5 minutos, o 
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fígado e músculo foram coletados e homogeneizados em tampão (Tris pH 7,5 100 

mmol/L, pirofosfato de sódio 10 mmol/L, fluoreto de sódio 100 mmol/L, EDTA 10 

mmol/L, vanadato de sódio10 mmol/L, PMSF 2 mmol/L and Triton X-100 1%) por 20 

segundos. Homogenatos foram agitados suavemente por 1 h a 4°C e centrifugados 

(14000 g for 30 min) a 4°C. O conteúdo de proteína dos lisados foi determinado pelo 

método de Bradford. Após rápida fervura, foram aplicados em gel de poliacrilamida 

(10%) para separação de proteínas por eletroforese. As proteínas separadas foram 

transferidas para membrana de nitrocelulose, em aparelho de transferência da BIO-

RAD. Ligações não específicas foram inibidas por meio da pré-incubação da membrana 

com tampão de bloqueio (5% de BSA) durante 1 hora e meia. A membrana bloqueada 

foi incubada overnight com anticorpo primário anti-phospho Akt (Threonine308) (SC-

16646-R, Santa Cruz, CA, USA), anti-Akt (9272-S, Cell Signaling Technology, USA) e 

anti-tubulina (T6074, Sigma). Seguiu-se 1 hora de incubação com o anticorpo 

secundário conjugado a peroxidase horseradish. (1:10000, Invitrogen, São Paulo, SP, 

BRA). A detecção foi realizada por quimioluminescência através do fotodocumentador 

(Amersham Imager 600, GE Healthcare Life Sciences), As intensidades das bandas 

foram quantificadas com o software Image J. 

 

Análise estatística 

Os resultados foram apresentados como média ± ep (erro padrão). As 

comparações dos dados entre dois grupos foram analisadas por Test T de Student dentro 

de cada condição experimental (dieta padrão ou dieta hiperlipídica). O nível de 

significância considerado foi p<0,05. Os testes foram realizados usando o software 

Graph Pad Prism 5. Não foi objetivo deste estudo comparar as duas condições de dieta 

(padrão vs hiperlipídica). No caso de comparação de mais de 2 grupos (experimento 

com tratamento com TEMPOL) foi utilizada a Anova Two-Way. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

CAPÍTULO 1 

Efeito da mutação da NNT no metabolismo glicídico 

 

Estudos em linhagens independentes B6-J (mutante da NNT) e B6-UNI (NNT 

intacta)  

Na Tabela 1 apresentamos os dados de glicemia e insulinemia dos animais B6-J 

e B6-UNI em jejum e alimentados, na vigência de dieta padrão ou dieta hiperlipídica. 

Observamos aumento de insulinemia de jejum em dieta normal e aumento de glicemia 

de jejum em dieta hiperlipídica, sugerindo distúrbios da homeostase glicêmica. Em 

seguida, através do teste de tolerância à glicose (GTT) (Figura 1A), observamos que os 

camundongos mutantes B6-J, após uma sobrecarga oral de glicose (1,5 g/kg) 

apresentaram aumento na área sob a curva glicêmica de 28% quando comparados aos 

camundongos B6-UNI. Esse resultado mostrou que os animais mutantes são intolerantes 

à glicose. Avaliamos também os níveis plasmáticos de insulina e peptídeo C durante o 

GTT (Figura 1 B, C). Embora não se tenha observado alteração nos níveis de insulina, 

os níveis de peptídeo C (melhor indicador do processo de secreção de insulina) estavam 

significativamente reduzidos nos animais mutantes B6-J. Esses dados sugerem que a 

intolerância à glicose poderia ser explicada por deficiência na secreção de insulina. A 

homeostase glicêmica nos animais B6-J e B6-UNI também foi avaliada em animais 

alimentados com dieta HF (Figura 1D e E). Os camundongos mutantes B6-J 

alimentados com dieta HF tiveram um aumento de 36% nas áreas sob as curvas 

glicêmicas após a dose oral de glicose (Figura 1D) quando comparados aos 

camundongos B6-UNI. Observamos que a dieta HF piorou a intolerância à glicose em 

ambos os grupos, B6-J e B6-UNI, comparando o pico de glicose durante o GTT que é 

maior na dieta HF (308 e 407 mg/dl) que na dieta chow (240 e 288 mg/dl). Ainda, as 

linhagens independentes não apresentaram diferenças significativas nos níveis 

plasmáticos de insulina durante o GTT (Figura 1E). 

Sabe-se que a intolerância à glicose pode ser explicada tanto por uma deficiência 

da função pancreática em secretar insulina quanto pela resistência periférica à ação da 

insulina (Prentki & Nolan; 2006). Assim, realizamos experimentos de secreção de 

insulina em ilhotas pancreáticas isoladas (Figura 2). Observamos que as ilhotas dos 

animais mutantes B6-J têm secreção de insulina significativamente reduzida (61%) na 
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condição de estimulação com glicose (16,7 mM) tanto em dieta padrão (Figura 2A), 

como em dieta HF (Figura 2 B). 

Na tentativa de explicar a redução de secreção de insulina estimulada por 

glicose, estudamos a produção de NAD(P)H nas ilhotas após estimulação com glicose 

16,7 mM (Figura 3), a qual além de ser indicativa de atividade metabólica celular, 

também é o produto da reação catalisada pela NNT. Observamos que houve uma 

redução de 40% na área sob a curva de autofluorescência de NAD(P)H nas ilhotas dos 

animais mutantes B6-J (Figura 3A-B) em dieta padrão e de 50% da área sob a curva 

quando alimentados com dieta HF (Figura 3C-D). Esses resultados sugerem que os 

animais mutantes da NNT (B6-J) apresentam uma menor metabolização da glicose ou 

menor viabilidade celular. 

É sabido que as ilhotas pancreáticas possuem poucas defesas antioxidantes 

(Lenzen, 2008). O estudo de Arkblad et al (2002) mostra que a NNT é altamente 

expressa em pâncreas. Assim, sua deficiência poderia aumentar ainda mais a 

suscetibilidade das células beta a um estresse oxidativo. Sabe-se ainda que em 

condições fisiológicas os níveis de espécies reativas de oxigênio de origem mitocondrial 

são sinalizadores celulares, porém em altas concentrações, as espécies reativas de 

oxigênio apresentam efeitos tóxicos para a célula (Rhee, 2006; Schieber & Chandel; 

2014). Por esta razão, determinamos a liberação de H2O2 em ilhotas pancreáticas 

isoladas dos camundongos mutantes B6-J após estimulação com glicose (16,7 mM) 

(Figura 4). Verificou-se que a liberação de H2O2 foi maior nas ilhotas pancreáticas dos 

animais mutantes da NNT (B6-J) (Figura 4A-B) que exibiram um aumento 

significativo de 15% no período entre 40 a 60 minutos após o início da estimulação com 

glicose quando comparado aos animais B6-UNI sob dieta padrão. A especificidade do 

ensaio é obtida por descontar o sinal basal de fluorescência nas amostras com adição de 

catalase no meio de incubação das ilhotas. Em dieta HF, as ilhotas dos animais B6-J 

apresentam um aumento marcante de 9 vezes na taxa de liberação de peróxido de 

hidrogênio após estimulação com glicose em relação aos camundongos B6-UNI 

(Figura 4C-D). 

 Em seguida, avaliamos a sensibilidade periférica à insulina através do teste de 

tolerância à insulina (Figura 5), uma vez que, este é outro componente que pode afetar 

a tolerância à glicose. Observamos que após sobrecarga de insulina (0,75 U/kg), os 

animais B6-J apresentaram (Figura 5A-C) aumento de 30% na área sob a curva 

glicêmica e redução de 35% na velocidade inicial de decaimento da glicose (KITT) 
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quando comparados aos camundongos B6-UNI sob dieta padrão.  O mesmo ocorreu em 

dieta HF (Figura 5D-E), os animais B6-J apresentaram um aumento significativo de 

31% nas áreas sob as curvas glicêmicas após injeção intraperitoneal de insulina e 

redução de 34% na velocidade inicial de decaimento da glicose quando comparados aos 

controles B6-UNI. Portanto, podemos concluir que os animais mutantes de NNT, B6-J, 

são intolerantes à glicose tanto por um defeito da secreção de insulina quanto por 

resistência periférica à insulina.  

 Para testar a resistência à insulina especificamente no fígado, realizamos o teste 

de produção de glicose a partir de piruvato, como medida da capacidade neoglicogênica 

do fígado (Figura 6A-B) que normalmente é inibida pela insulina. Verificamos que a 

área sob a curva glicêmica estava significativamente aumentada nos animais B6-J após 

dose oral (1,5 g/kg) de piruvato em relação aos B6-UNI. Para confirmar a resistência 

hepática à insulina instalada nos camundongos mutantes B6-J, investigamos 

diretamente a via de sinalização da insulina, determinando a expressão de AKT e sua 

fosforilação no fígado após estimulação com insulina (Figura 7A-C). Observamos uma 

redução significativa de 35% na fosforilação da proteína AKT (pAKT) (Figura 7B). Os 

níveis totais da proteína AKT não variaram entre as linhagens com ou sem insulina 

(Figura 7C). Esse dado corrobora com os resultados que mostraram um aumento 

significativo no processo de neoglicogênese nos camundongos mutantes B6-J. 

Em resumo, os camundongos B6-J mutantes de NNT são intolerantes à glicose 

devido tanto ao prejuízo na secreção de insulina como na sensibilidade periférica à 

insulina. Porém, como as linhagens C57BL6 aqui estudadas são totalmente 

independentes, não podemos atribuir com certeza estas diferenças à mutação no gene da 

NNT, sendo possível que outras mutações estejam presentes e possam também interferir 

neste fenótipo. Assim, repetimos o estudo em linhagens congênicas desenvolvidas no 

laboratório dos Professores Anibal Vercesi e Roger Castilho, as quais tem 99,2% de 

homogeneidade de background genético (Ronchi et al, 2016). 

 

Estudos nas linhagens congênicas NNT-/- (mutante da NNT) vs NNT+/+ (NNT 

intacta)  

 

Comparando as linhagens congênicas, observamos que os animais NNT-/- em 

dieta padrão são de fato intolerantes à glicose, conforme demonstrado pelo aumento 

significativo da área sob a curva glicêmica do GTT (Figura 8A). Os níveis de insulina 
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(Figura 8B) e de peptídeo C (Figura 8C) durante o GTT foram semelhantes em ambos 

os grupos de camundongos com 5 meses de idade. Observamos ainda um aumento 

significativo de 20% na área sob a curva glicêmica do ITT e de 22% na velocidade 

inicial de decaimento da glicose nos camundongos NNT-/- quando comparado aos 

camundongos NNT+/+ (Figura 8D-F), confirmando a resistência periférica à insulina 

nos animais mutantes em dieta padrão. Interessante que a intolerância à glicose já 

aparece nos animais mutantes de NNT (B6-J e NNT-/-) aos 2 meses de idade, porém 

nesta idade, o teste de tolerância a insulina ainda é normal (Figura suplementar 1). 

Quando os animais congênicos são desafiados com dieta HF, os mutantes NNT-

/- apresentaram uma maior intolerância à glicose, com aumento na área sob curva 

glicêmica de 40% em relação aos animais NNT+/+ (Figura 9A). No entanto, não 

verificamos diferenças significativas na sensibilidade periférica à insulina pelo ITT 

(Figura 9B). 

Em seguida estudamos o efeito da mutação da NNT na secreção de insulina em 

ilhotas pancreáticas isoladas (Figura 10). Diferentemente do observado nas linhagens 

independentes, não foi verificada alteração na secreção de insulina de ilhotas 

pancreáticas isoladas dos animais das colônias congênicas, seja em dieta padrão (Figura 

9A) ou após dieta hiperlipídica (Figura 9B). Esses resultados indicam que, embora a 

NNT seja essencial para a homeostase glicêmica, sua falta por si só, não leva ao 

prejuízo na secreção de insulina. Coerentemente, as análises de autofluorescência do 

NAD(P)H (Figura 11) e de produção de peróxido de hidrogênio (Figura 12) em ilhotas 

pancreáticas isoladas e estimuladas com glicose foram semelhantes entre as linhagens 

congênicas, tanto em dieta padrão, quanto hiperlipídica, indicando funcionamento 

normal das ilhotas estimuladas com glicose, independente da mutação da NNT e da 

dieta.  

Para caracterizar melhor a resistência periférica à insulina nos mutantes da NNT 

(NNT-/-) realizamos o teste de conversão in vivo de piruvato em glicose. Verificamos 

que a área sob a curva glicêmica após sobrecarga de piruvato (1,5 g/kg) foi 32% maior 

nos animais NNT-/- em relação aos animais NNT+/+ (Figura 13), indicando que a 

mutação da NNT de fato causa resistência à insulina no fígado. Para confirmar esse 

resultado, investigamos a sinalização da insulina via fosforilação da AKT (Figura 14). 

A fosforilação da AKT (pAKT) foi 36% menor nos animais NNT-/- (Figura 14A e B). 

Os níveis de expressão da proteína AKT não variaram entre as linhagens congênicas 

com ou sem insulina (Figura 14C). Assim, semelhante ao observado nas linhagens 
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independentes, confirmou-se que a resistência periférica (hepática) à insulina está 

associada à mutação do gene da NNT. 

Os possíveis mecanismos que poderiam conectar a deficiência da enzima 

mitocondrial NNT e a resistência à insulina nos tecidos alvos são listados abaixo: 

1- Oxidação incompleta de ácidos graxos, aumento de diacilglicerol e ativação da PKC-

epsilon que inibe a sinalização da insulina (Zhang et al, 2007); 

2- Alterações na dinâmica mitocondrial, uma vez foi demonstrado que a inibição da 

fissão mitocondrial resolve a resistência à insulina (Jheng et al 2012); 

3- Aumento de EROS mitocondrial que induz kinases de estresse aumentando a 

fosforilação em serina do substrato 1 do receptor de insulina (IRS1) e consequentemente 

levando a resistência à insulina (Rudich et al 1998; Evans et al 2005; Dokken et al., 

2008); 

4- Aumento de EROS mitocondrial induzido por estresse de retículo, desencadeando 

inflamação e resistência à insulina (Boucher et al, 2014). 

Neste contexto, apostamos na hipótese mecanística de que a falta da NNT nos 

tecidos alvos da insulina causa aumento de produção de EROS e causa prejuízo da 

sinalização da insulina. Para testar esta hipótese, tratamos os animais congênicos 

durante 1 mês com o antioxidante TEMPOL e verificamos que, de fato, este tratamento 

foi suficiente para corrigir a intolerância à glicose nos animais mutantes NNT-/- 

(Figura 15). O trabalho de Wang et al (2013) também dá suporte a esta hipótese. Esses 

autores induziram disfunção mitocondrial em linhagens de células adiposas (3T3-L1 

diferenciadas) usando inibidores da cadeia respiratória (oligomicina A ou antimicina A) 

ou por knockdown do fator de transcrição mitocondrial A (mtTFA), causando super-

produção de EROS e atenuação da sinalização da insulina. Verificou-se nestas células 

com disfunção mitocondrial, a redução da captação da glicose, redução da fosforilação 

de AKT, e redução da expressão do GLUT-4 na membrana e da secreção de 

adiponectina (Wang et al, 2013). Além disso, a produção de oxidantes mitocondriais 

também tem sido implicada na cardiomiopatia diabética (Boudina et al, 2007; 

Dabkowski et al, 2009). Assim, verificou-se que o tratamento com antioxidante dirigido 

à mitocôndria (mito-TEMPO) em modelos de diabetes tipo 1 (estreptozotocina) e tipo 2 

(camundongo db/db) inibiu a produção de EROS mitocondrial, preveniu o estresse 

oxidativo celular, diminui apoptose e reduziu a hipertrofia cardíaca nestes modelos (Ni 

et al, 2016). 
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Em conclusão, a deficiência de NNT causa intolerância à glicose por induzir 

resistência hepática à insulina, revertida por tratamento com antioxidante. Além disso, 

contrário dos dados da literatura, demonstramos que a deficiência de NNT não afeta a 

secreção de insulina estimulada por glicose. Provavelmente outras diferenças genéticas 

entre as linhagens C57BL6/J e C57BL6/JUnib são responsáveis pelo comprometimento 

da secreção de insulina estimulada por glicose nos animais C57BL6/J. 
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Tabela 1: Concentrações plasmáticas de glicose e insulina de
camundongos C57BL6 com NNT intacta (B6-UNI) e mutada (B6-J).

Média ep (n). Test T de Student; *p<0,05

B6-UNI
(NNT intacta)

B6-J
(NNT mutada)

Dieta  
Padrão

Glicose (mg/dl)

Jejum 88,4 5,41
(8)

88,5 2,50
(8)

Alimentado 162,7 4,31
(6)

144,5 7,07
(8)

Insulina (ng/ml)

Jejum 0,24 0,02
(12)

0,33 0,03*
(13)

Alimentado 0,91 0,11
(12)

0,85 0,12
(12)

Dieta
Hiperlipídica

Glicose (mg/dl)

Jejum 91,5 5,55
(6)

136,9 7,69*
(7)

Alimentado 179,0 7,10
(6) 

175,3 6,58
(7)

Insulina (ng/ml)

Jejum 1,9 0,07
(11)

1,92 0,08
(10)

Alimentado 3,5 0,46
(7)

2,7 0,23
(11)
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NNT+/+ 
(NNT intacta)

NNT-/-
(NNT mutada) 

Dieta 
Padrão

Glicemia (mg/dl)

Jejum 74,8 1,64
(6)

88,3 4,03*
(6)

Alimentado 144,8 11,26
(6)

159,0 5,65
(6)

Insulina (ng/ml)

Jejum 0,4 0,03
(4)

0,4 0,04
(5)

Alimentado 1,2 0,10
(5)

1,3 0,33
(6)

Dieta 
Hiperlipídica

Glicemia (mg/dl)

Jejum 68,7 4,52
(5)

88,8 5,63*
(5)

Alimentado 155,5 5,54
(5)

176,8 6,75*
(5)

Insulina (ng/ml)

Jejum 1,56 0,27
(5)

0,84 0,2#

(5)

Tabela 2: Concentrações plasmáticas de glicose e insulina de
camundongos congênicos C57BL6 com NNT intacta (NNT+/+) e mutada
(NNT-/-).

Média ep (n). Test T de Student; *p<0,05. 
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peptídeo C (C) durante o GTT de
camundongos C57BL6 com NNT intacta (B6-
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C57BL6 com NNT intacta (B6-UNI) e mutada (B6-J). Painel A sob dieta chow e painel B sob
dieta hiperlipídica. Média ep (n=7 animais para painel A, n=6-8 para painel B animais,
sendo quadruplicatas por animal). Test T de Student; *p<0,05. Experimentos com dieta
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Figura 3: Autof luorescência de NAD(P)H em ilhotas pancreáticas isoladas de
camundongos C57BL6 com NNT intacta (B6-UNI) e mutada (B6-J) em em resposta à
estimulação com glicose (16,7 mM). Painéis A-B animais sob dieta padrão e painéis C-D
sob dieta hiperlipídica. Comprimento de onda excitação 365 nm e emissão 510 nm. Áreas
sob as curvas (AUC) do painel A e C (B-D). Média ep (n=7-10 para painéis A-B, n=4-5
para painéis C-D). Test T de Student: *p<0,05. Experimentos com dieta hiperlipídica foram
realizados com pelo menos 1 ano de intervalo em relação aos experimentos com dieta
padrão.
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Figura 4: Liberação de peróxido de hidrogênio (H2O2) (Amplex Ultra Red) em ilhotas
pancreáticas isoladas de camundongos C57BL6 com NNT intacta (B6-UNI) e mutada (B6-J).
Painéis A-B animais sob dieta padrão e painéis C-D sob dieta hiperlipídica. Curvas de
f luorescência (A e C). Delta de fluorescência entre 60 a 40 minutos (B e D). Foram usados
grupos de 25 ilhotas por animal estimuladas com 16,7 mM de glicose. Em paralelo, ilhotas
incubadas com catalase (10000 U/ml) foram usadas para descontar background do sinal de
f luorescência. Média ep (n=6-7 animais para painéis A e B, n=3-4 animais para painéis C e D,
duplicatas ou triplicatas por animal). Test T de Student; *p<0,05. Experimentos com dieta
hiperlipídica foram realizados com pelo menos 1 ano de intervalo em relação aos experimentos
com dieta padrão.
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Figura 5: Teste de tolerância à insulina (ITT) de camundongos C57BL6 com NNT intacta
(NNT+/+) e mutada (NNT-/-). Painéis A-C sob dieta padrão e painéis D-F sob dieta
hiperlipídica. Curvas glicêmicas após dose intraperitoneal de insulina (0,75U/kg) (A e D).
Áreas sob as curvas glicêmicas (AUC 0-30 minutos) (B e E). Velocidades de decaimento da
glicose (KITT 0-15 minutos) (C e F). Média ep (n=6-12 para A-C, n=12 para D-F). Test T de
Student; *p<0,05.
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Figura 6: Produção de glicose hepática a partir do piruvato de camundongos
C57BL6 com NNT intacta (B6-UNI) e mutada (B6-J) em dieta padrão. Curvas
glicêmicas após dose oral de piruvato (1,5 g/kg) (A) e áreas sob as curvas
glicêmicas (AUC 0-120 minutos) (B). Média ep (n=5-6). Test T de Student;
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Figura 7: Sinalização da insulina em fígado. Expressão da Akt e sua fosforilação (Thr
308) em fígado de camundongos C57BL6 com NNT intacta (B6-UNI) e mutada (B6-J)
em dieta padrão após 5 minutos de injeção ip de insulina (0,1 U/kg) ou salina. Imagens
do Western Blot (A). Quantif icação das imagens (B, C). Média ep (n=3-4). Test T de
Student; *p<0,05.
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Figura 8: Homeostase glicêmica de camundongos congênicos C57BL6 com NNT intacta
(NNT+/+) e mutada (NNT-/-) em dieta padrão. Curvas glicêmicas após dose oral de glicose
(1,5 kg/g) e área sob as curvas (AUC) (A). Níveis de insulina durante o GTT e AUC (B).
Concentrações de peptídeo C durante o GTT e AUC (C). Curvas glicêmica após dose
intraperitoneal de insulina (0,75U/kg) (D). AUC do painel D (0-30 minutos) (E). Velocidades
de decaimento da glicose (KITT) do painel D (0-15 minutos) (F). Média ep (n=6-7 para A,
n=5-8 para B-C, n=8-9 para D-F). Test T de Student; *p<0,05.
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Figura 9: Homeostase glicêmica de camundongos congênicos C57BL6 com NNT intacta (NNT+/+)
e mutada (NNT-/-) em dieta hiperlipídica. Curvas glicêmicas após dose oral de glicose (1,5 g/kg) e
AUC (A). Curvas glicêmicas após dose intraperitoneal de insulina (0,75 U/kg) e AUC (0-30 minutos)
e velocidades de decaimento da glicose (KITT) (0-15 minutos) (B). Média ep (n=5 para A, n=9-11
para B). Test T de Student; *p<0,05. Experimentos com dieta hiperlipídica foram realizados com
pelo menos 1 ano de intervalo em relação aos experimentos com dieta padrão.
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Figura 10: Secreção de insulina por 1 hora em ilhotas pancreáticas isoladas de
camundongos C57BL6 com NNT intacta (NNT+/+) e mutada (NNT-/-). Painel A animais sob
dieta padrão e painel B sob dieta hiperlipídica. Média ep (n=9-10 para A, n=6 para B).
Experimentos com dieta hiperlipídica foram realizados com pelo menos 1 ano de intervalo
em relação aos experimentos com dieta padrão.  
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Figura 11: Autof luorescência de NAD(P)H em ilhotas pancreáticas isoladas de camundongos congênicos
C57BL6 com NNT intacta (NNT+/+) e mutada (NNT-/-) em resposta à estimulação com glicose (16,7 e 
22,2 mM). Painéis A-B animais sob dieta padrão e painéis C-D sob dieta hiperlipídica. Curvas de 
f luorescência em comprimento de onda 365 nm (A e C). Áreas sob as curvas (AUC) de f luorescência (B 
e D).  Média ep (n=9 para A-B, n=4 para C e D). Experimentos com dieta hiperlipídica foram realizados 
com pelo menos 1 ano de intervalo em relação aos experimentos com dieta padrão.
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Figura 12: Liberação de peróxido de hidrogênio (H2O2) (Amplex Ultra Red) em ilhotas
pancreáticas isoladas de camundongos C57BL6 com NNT intacta (NNT+/+) e mutada (NNT-/-).
Painéis A-B animais sob dieta padrão e painéis C-D sob dieta hiperlipídica. Curvas de
f luorescência (A e C). Delta de 60 a 40 minutos das curvas dos painéis A e C (B e D). Foram
usados grupo de 25 ilhotas por animal estimuladas com 16,7 mM de glicose. Em paralelo,
ilhotas incubadas com catalase (10000 U/ml) foram usadas para descontar background do sinal
de f luorescência. Média ep (n=4 para A e B, n=5-6 para C e D, duplicatas e triplicatas).
Experimentos com dieta hiperlipídica foram realizados com pelo menos 1 ano de intervalo em
relação aos experimentos com dieta padrão.
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Figura 13: Produção de glicose hepática a partir do piruvato em camundongos congênicos
C57BL6 com NNT intacta (NNT+/+) e mutada (NNT-/-) em dieta padrão. Curvas glicêmicas
após dose oral de piruvato (1,5 g/kg) (A). Áreas sob as curvas glicêmicas (AUC) (B).
Média ep (n=4-6). Test T de Student; *p<0,05.
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Figura 14: Sinalização da insulina em fígado. Expressão da Akt e sua fosforilação (Thr 308) em
fígado de camundongos C57BL6 com NNT intacta (NNT+/+) e mutada (NNT-/-) em dieta padrão após
5 minutos de injeção ip de insulina (0,1 U/kg) ou salina. Imagens do Western Blot (A). Quantif icação
das imagens (B, C). Média ep (n=4-5). Test T de Student; *p<0,05.

B)  pAKT/AKT C) AKT /Tubulina

A)  Western Blot

pAKT  (62 kDa)

AKT (62 kDa)

Tubulina (52 kDa)

insulina

62 kda

62 kda

52 kda

 



74 

 

0 40 80 120
0

80

160

240

320

400

NNT +/+
NNT +/+ tempol
NNT -/-
NNT -/- tempol

Tempo (minutos)

G
li

co
se

 (
m

g
/d

l)

0

5000

10000

15000

Tempol - + - +

*

NNT             +             +             -              -

#

A
U

C
 (

m
g/

dl
.m

in
)

A) Teste de tolerância à glicose B) AUC

Figura 15: Teste de tolerância à glicose (GTT) de camundongos C57BL6 com NNT intacta
(NNT+/+) e mutada (NNT-/-) com e sem tratamento com antioxidante tempol (3 mM) na água de
beber durante 1 mês e dieta padrão. Curvas glicêmicas após dose oral de glicose 1,5 g/kg (A).
Áreas sob as curvas glicêmicas (AUC) (0-120 minutos) (B). Média ep (n=4-5). Anova Two-Way;
Pós teste Bonferroni *p=0,04; #p=0,009.  



75 

 

Figura suplementar 01

0 30 60 90 120
0

100

200

300

400

Tempo (minutos)

G
li

co
se

 (
m

g/
dl

)

B6-UNI B6-J
0

5

10

15

A
U

C
 (

m
g

/d
l.

m
in

.1
03 )

*
A) GTT 

0 20 40 60
0

30

60

90

120

Tempo (minutos)

G
li

co
se

 (
%

 t
em

p
o

 z
er

o
)

B6-UNI B6-J
0

1000

2000

3000

4000

A
U

C
 (

%
.m

in
)

B) ITT C) KITT

B6-UNI B6-J
0

1

2

3

4

5

K
IT

T
 (

%
/m

in
)

*

0 30 60 90 120
0

100

200

300

400

Tempo (minutos)

G
li

co
se

 n
o 

sa
n

gu
e 

(m
g

/d
l)

NNT+/+ NNT-/-
0

5

10

15

20

25 *

A
U

C
 (

m
g/

d
l.m

in
.1

03 )

D) GTT E) ITT F) KITT

NNT+/+ NNT-/-
0

1

2

3

4

5

A
U

C
 (m

g
/d

l.m
in

.1
03

)

0 20 40 60
0

50

100

150

Tempo (minutos)

G
lic

o
se

 (%
 te

m
p

o
 z

er
o

)

NNT+/+ NNT-/-
0

1

2

3

4

K
IT

T
(%

/m
in

)

Figura 01: Homeostase glicêmica de camundongos congênicos C57BL6 com NNT intacta (B6-
UNI e NNT+/+) e mutada (B6-J e NNT-/-) em dieta padrão com 2 meses de idade. Painéis A, B e
C: camundongos B6-UNI vs B6-J. Painéis D, E e F: camundongos NNT+/+ vs NNT-/-. Curvas
glicêmicas após dose oral de glicose (1,5 kg/g) e área sob as curvas (AUC) (A e D). Curvas
glicêmica após dose intraperitoneal de insulina (0,75U/kg) e AUC (0-30 minutos) (B e E).
Velocidades de decaimento da glicose (KITT) (0-15 minutos) (C e F). Média ep (n=6-7 para A-C,
n=6-8- para D-F). Test T de Student; *p<0,05.
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CAPÍTULO 2 

 

Efeito da mutação da NNT no metabolismo lipídico 

 

Estudo em linhagens B6-J (mutante da NNT) e B6-UNI (NNT intacta)  

Os parâmetros de composição corporal e lípides hepáticos das linhagens 

independentes B6-J e B6-UNI mantidas em dieta padrão estão apresentados na Tabela 

1. Observamos diferenças marcantes entre as 2 linhagens. Os mutantes B6-J apresentam 

aumento nos depósitos visíveis de gordura epididimal (64%), subcutâneo da cintura (2x) 

e tecido adiposo marrom (24%) e redução significativa da massa magra da carcaça 

(8%). Além disso, o peso relativo do fígado está diminuído (9%) e o teor de triglicérides 

hepático está significativamente elevado (30%) nos animais mutantes (B6-J), indicando 

esteatose hepática nestes animais, mesmo sob dieta padrão. Quando os animais foram 

submetidos a 20 semanas de dieta hipelipídica, observamos a manutenção das alterações 

de composição corporal (Tabela 2). Verificamos que os animais mutantes B6-J 

apresentaram aumento de 20% no peso corporal final e de 46% no ganho de peso 

corporal, aumento na massa dos tecidos adiposos perigonadal e marrom (34% e 54%, 

respectivamente), sem alteração da massa do tecido adiposo subcutâneo (Tabela 2). A 

massa hepática e o teor de colesterol hepático mantiveram-se semelhantes nas duas 

linhagens independentes, porém ocorreu aumento de 3 vezes no conteúdo de 

triglicérides hepático (Tabela 2), mostrando um agravamento da esteatose hepática 

induzida por dieta nos animais mutantes para NNT (B6-J) em relação à observada em 

dieta padrão.  

Coerentemente com nossos resultados, Nicholson e colaboradores (2010) 

mostraram que, quando alimentados por 14 semanas com dieta rica em gordura (60 

Kcal%), os animais B6-J apresentaram maior adiposidade corporal (25%) que controles 

C57BL/6N (NNT intacta), esta última proveniente do National Institute of Health 

(USA). Fisher-Wellman e colaboradores (2016) mostraram aumento de adiposidade nos 

animais B6-J quando compararam aos B6-N em dieta padrão. No entanto, quando 

alimentados por 6 semanas com dieta HF (45 Kcal%), os animais B6-J apresentaram 

redução da massa adiposa comparados aos controles B6-N.   

As concentrações plasmáticas de lipídios e adipocinas são apresentadas na 

Tabela 3 (dieta padrão) e Tabela 4 (dieta hiperlipídica). Sob dieta padrão, observamos 

um marcado aumento (55%) da concentração plasmática de leptina nos animais 
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mutantes (B6-J) (Tabela 3), sem diferenças significativas nos demais parâmetros. Sob 

dieta hiperlipídica, observamos aumento nos níveis plasmáticos de colesterol (20%) e 

de leptina (2x) nos animais mutantes B6-J quando comparados aos controles B6-UNI 

(Tabela 4).  Portanto, a leptinemia aumentada nos B6-J confirma os dados de 

gravimetria dos depósitos adiposos, mostrando que os mutantes B6-J tem maior 

adiposidade corporal seja na dieta padrão, seja na hiperlipídica. 

Buscamos em seguida identificar quais mecanismos estariam envolvidos no 

aumento significativo da adiposidade nos animais B6-J (NNT mutada). Assim, 

realizamos medidas do balanço alimentar (Figura 1) e do metabolismo corporal 

(Figura 2). Observamos que não houve alterações significativas de ingestão alimentar e 

excreção fecal entre as duas linhagens, tanto na vigência de dieta padrão, quanto em 

dieta hiperlipídica (Figura 1).  

Em seguida determinamos a taxa metabólica corporal in vivo, por calorimetria 

indireta, durante 24 horas, nas duas linhagens independentes (Figura 2). Em dieta 

padrão, observamos redução de VO2 (9-12%), VCO2 (13-14%) e de gasto energético 

total (EE, 10-14%), tanto no período claro como no escuro, nos animais mutantes B6-J 

quando comparados aos B6-UNI (Figura 2A-C). O quociente respiratório foi 

semelhante entre os grupos de animais. Após dieta hiperlipídica, também observamos 

redução significativa de VO2, VCO2 e gasto energético corporal nos camundongos B6-J, 

porém apenas no período claro (Figura 2D-F). O quociente respiratório também não 

variou entre os grupos sob dieta hiperlipídica. Esses resultados indicam que a redução 

do metabolismo corporal dos camundongos mutantes B6-J contribui para sua maior 

adiposidade. 

Para investigar mais afundo os mecanismos responsáveis pela maior adiposidade 

e maior acúmulo de gordura hepática, quantificamos os processos de lipogênese de 

novo e retenção de lípides provenientes da dieta. 

A lipogênese, estimada pela incorporação de 3H-H2O em lipídios, nos tecidos 

adiposos (perigonadal e subcutâneo) e tecido hepático está apresentada na Figura 3 e a 

capacidade de retenção dos lipídios exógenos está mostrada na Figura 4. Não 

observamos diferenças significativas de lipogênese ou retenção de lípides da dieta nos 

depósitos adiposos das 2 linhagens, B6-J e B6-UNI. No entanto, detectamos aumento 

significativo de retenção de lípides dietéticos no fígado (72%) dos B6-J em relação aos 

B6-UNI, o que justifica o quadro de esteatose hepática instalado nestes camundongos 

mutantes da NNT (B6-J). A maior retenção de lipídes no fígado pode ser decorrência de 
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uma limitação do sistema de exportação de lípides, ou seja, no processo de confecção e 

secreção das VLDLs. 

Em resumo, comparados aos camundongos B6-UNI, os mutantes de NNT B6-J 

apresentaram aumento de ganho de peso corporal, redução de massa magra, aumento de 

massa adiposa, aumento nos níveis de leptina, redução do gasto energético corporal, 

aumento do conteúdo de triglicérides hepático, e maior retenção hepática de lípides 

dietéticos. 

Semelhante aos nossos resultados, Fisher-Wellman e colaboradores (2016) 

estudaram os camundongos mutantes C57BL/6J comparados aos C57BL/6N, com NNT 

intacta, e observaram redução da taxa de metabolismo corporal nos camundongos 

C57BL6/J.   

Considerando-se que outras diferenças genéticas entre estas duas linhagens 

independentes podem interferir direta ou indiretamente no fenótipo metabólico, 

reavaliamos o metabolismo lipídico em linhagens congênicas, com 99,2% de 

homogeneidade de background genético, obtidas por retro-cruzamentos até a sétima 

geração (Ronchi et al, 2016).  

 

Estudo em linhagens congênicas NNT-/- (mutante da NNT) e NNT+/+ (NNT 

intacta)  

A adiposidade e conteúdo de lipídeos hepáticos nos animais NNT-/- e NNT+/+ 

estão mostrados na Figura 5 (sob dieta padrão) e Figura 6 (após dieta hiperlipídica). Os 

resultados mostram que o fenótipo de aumento de adiposidade na vigência de dieta 

padrão não depende exclusivamente da mutação da NNT, uma vez que não observamos 

diferenças significativas entre as linhagens congênicas, isto é, o fenótipo do aumento 

dos depósitos adiposos dos animais NNT-/- desapareceu nesta condição de dieta padrão 

(Figura 5). Porém, após 20 semanas de dieta hiperlipídica, observamos aumento 

significativo dos depósitos adiposos epididimal (26%) e do tecido adiposo marrom 

(40%) dos animais deficientes da NNT (Figura 6). O depósito subcutâneo também foi 

46% maior nos mutantes, embora sem atingir significância estatística (p=0,13). Quanto 

aos parâmetros hepáticos, tanto em dieta padrão (Fig. 5), quanto em dieta hiperlipídica 

(Fig. 6), verificamos que os camundongos NNT-/- apresentaram redução da massa 

hepática (11-13%) e aumento no teor de triglicérides hepático (44-49%) quando 

comparado aos camundongos com NNT intacta (NNT+/+) nas duas dietas. Nenhuma 

diferença foi encontrada no teor de colesterol hepático entre as linhagens congênicas. 
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As concentrações plasmáticas de lipídios e leptina nas linhagens congênicas 

estão apresentadas na Tabela 5 (dieta padrão) e Tabela 6 (dieta hiperlipídica). Em dieta 

padrão, não foram observadas diferenças significativas nos níveis de triglicérides e 

leptina entre os grupos, mas houve aumento significativo nos níveis plasmáticos de 

colesterol (17%) nos camundongos NNT-/- (NNT mutada) em relação aos NNT+/+ 

(NNT intacta) (Tabela 5). A dieta HF agravou ainda mais a hipercolesterolemia 

causada pela falta da NNT (aumento de 37%). De acordo com o aumento dos depósitos 

adiposos, os camundongos mutantes da NNT (NNT-/-) sob dieta HF apresentaram 

aumento significativo de 61% nos níveis plasmáticos de leptina (Tabela 6).  Os níveis 

plasmáticos do fator de necrose tumoral (TNF- , indicativo de inflamação) foram 

semelhantes entre as duas linhagens congênicas NNT+/+ e NNT-/- sob dieta 

hiperlipídica (4,35±0,43 vs 4,28±0,44, respectivamente).  

O balanço alimentar (ingestão e excreção fecal) frente as duas dietas não diferiu 

nas linhagens congênicas (Figura suplementar 01). 

A taxa metabólica corporal também foi similar nos dois grupos de animais, 

NNT-/- e NNT+/+, quando em dieta padrão (Figura 7A-C).  A temperatura corporal 

retal mensurada por 3 dias consecutivos também foi semelhante em ambas linhagens 

(36,8±0,32 vs 37,3±0,13, respectivamente para NNT+/+ e NNT-/-), corroborando com a 

similaridade do metabolismo corporal em dieta padrão. Porém, quando desafiados com 

dieta hiperlipídica, a taxa metabólica corporal estava reduzida significativamente, tanto 

no período claro quanto no escuro, verificada no consumo de oxigênio (VO2, 15-16%), 

produção de dióxido de carbono (VCO2, 17-19%) e gasto energético (EE, 16-18%) 

(Figura 7D-F) nos animais mutantes NNT-/- quando comparados aos NNT+/+. O 

quociente respiratório não foi alterado entre os grupos (período claro: 0,76±0,04 vs 

0,66±0,03; período escuro: 0,81±0,04 vs 0,72±0,04, respectivamente para NNT+/+ e 

NNT-/-).  

Os mecanismos funcionais responsáveis pelo acúmulo lipídico no fígado foram 

estudados. Observamos que não houve diferenças significativas na retenção de lípides 

da dieta (Figura 8A). Porém, a secreção de hepática de triglicérides em VLDLs estava 

reduzida em aproximadamente 35% (Figura 8B-C), mostrando que a deficiência da 

NNT compromete a eficiência do sistema de exportação dos lípides hepáticos. 

Em conjunto, esses resultados demonstram que a mutação da NNT não é 

determinante para induzir alterações na adiposidade, leptinemia e gasto energético 

corporal na vigência de dieta padrão. No entanto, quando desafiados com dieta HF, os 
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mutantes de NNT desenvolvem maior adiposidade, colesterolemia, leptinemia e menor 

gasto energético corporal, mostrando que a NNT é de fato determinante de obesidade 

induzida por dieta hiperlipídica. Quanto ao fígado, a mutação da NNT por si só é 

determinante do desenvolvimento do quadro de esteatose hepática, tanto com dieta 

pobre (dieta padrão) como rica em gordura.  

Recentemente, nosso grupo estudou os mecanismos celulares bioquímicos 

envolvidos na evolução da doença hepática gordurosa nos camundongos congênicos 

deficientes de (NNT-/-) submetidos à dieta hiperlipídica por 20 semanas (Navarro et al., 

2017). Neste estudo, o desequilíbrio redox devido à ausência da NNT foi caracterizado 

em mitocôndrias isoladas dos fígados de camundongos NNT-/- em relação aos NNT+/+. 

Verificou-se que a mutação da NNT em conjunto com a dieta hiperlipídica aumenta a 

liberação mitocondrial de H2O2, inibe a atividade da aconitase (uma enzima 

mitocondrial alvo de superóxido) e aumenta a susceptibilidade à transição de 

permeabilidade mitocondrial induzida por Ca²+ (mesmo na ausência de dieta HF), um 

fenômeno que pode levar à morte celular.  A dieta HF ainda inibe a atividade da 

piruvato desidrogenase (PDH) e reduz a metabolização de peróxido orgânico pelas 

mitocôndrias hepáticas. Assim, este estudo demonstrou que o desbalanço redox 

mitochondrial potencializa a progressão da esteatose simples para esteatohepatite 

(Navarro et al, 2017). 

Considerando que as alterações hepáticas e mitocondriais ocorrem mesmo na 

vigência de dieta pobre em gordura, podemos propor que a disfunção mitocondrial 

(produção de oxidantes e transição de permeabilidade mitocondrial, entre outras) 

prejudica a sinalização da insulina, sendo a resistência à insulina determinante do 

acúmulo lipídico hepático, principalmente por comprometer a secreção de VLDL. 

Outros estudos dão suporte a esta proposição. A indução de disfunção mitocondrial em 

linhagens de células adiposas (3T3-L1 diferenciadas) usando inibidores da cadeia 

respiratória (oligomicina A ou antimicina A) ou por knockdown do fator de transcrição 

mitocondrial A (mtTFA), causa super-produção de EROS e atenuação da sinalização da 

insulina (redução da captação da glicose, redução da fosforilação de AKT, e redução da 

expressão do GLUT-4) (Wang et al, 2013). Ainda, em modelos de resistência à insulina 

em cultura de células musculares (antimycin A, C2-ceramida, ferutinina, and palmitato), 

a inibição farmacológica da transição de permeabilidade mitocondrial com ciclosporina 

A foi suficiente para prevenir a resistência à insulina, como demonstrado pela 

translocação do GLUT4 para a membrana (Taddeo et al, 2013). 
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B6-UNI
(NNT intacta)

B6-J
(NNT mutada)

Peso corporal
(g)

30,0 0,60
(16)

27,0 0,40*
(15)

Massa magra da carcaça 
(g%)

83,3 2,16
(7)

76,7 1,68*
(8)

Massa gorda da carcaça 
(g%)

20,3 1,51
(8)

23,3 1,64
(8)

Adiposo epididimal
(g%)

1,1 0,09 
(18)

1,8 0,13*
(15)

Adiposo subcutâneo
(g%)

0,5 0,14
(4)

0,9 010*
(4)

Adiposo marrom
(g%)

0,17 0,01
(4)

0,21 0,01*
(4)

Fígado 
(g%)

4,4 0,10
(15)

4,0 0,06*
(13)

TG hepático
(mg/g)

12,7 1,04
(9)

16,4 0,87*
(9)

COL hepático 
(mg/g)

2,1 0,14
(8)

1,6 0,22
(6)

Tabela 1: Composição corporal e lípides hepáticos de
camundongos C57BL6 com NNT intacta (B6-UNI) e mutada
(B6-J) em dieta padrão.

Média ep (n) . Test T de Student: *p<0,05 
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B6-UNI
(NNT intacta)

B6-J
(NNT mutada)

Peso corporal
(g)

35,3 1,14 
(9)

42,1 1,50*
(8)

Ganho de peso 
(g)

13,2 0,70
(12)

19,0 1,69*
(13)

Adiposo epididimal
(g%)

3,5 0,38
(9)

4,7 0,37 *
(8)

Adiposo subcutâneo
(g%)

9,0 0,70
(8)

9,4 0,92

(6)

Adiposo marrom
(g%)

0,4 0,03 
(8)

0,6 0,07 *
(8)

Fígado 
(g%)

3,4 0,26
(7)

2,7 0,34
(6)

TG hepático
(mg/g)

25,6 3,82
(7)

86,2 0,8
(5)*

COL hepático 
(mg/g)

3,7  0,30
(7)

4,51 0,60
(6)

Tabela 2: Composição corporal e lípides hepáticos de
camundongos C57BL6 com NNT intacta (B6-UNI) e mutada
(B6-J) em dieta hiperlipídica

Média ep (n) . Test T de Student: *p<0,05 
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B6-UNI
(NNT intacta)

B6-J
(NNT mutada)

Colesterol jejum 
(mg/dl)

87,9 3,55
(18)

85,5 3,69
(14)

Triglicérides jejum  
(mg/dl)

66,8 7,15
(12)

55,2 3,78
(14)

Ácidos graxos
(mmol/L)

0,6 0,04
(13)

0,6 0,19
(18)

Adiponectina
(ng/ml)

6,6 1,00
(4)

5,7 0,45
(9)

Leptina (ng/ml)

Jejum
0,8 0,24

(6)
0,8 0,14

(8)

Alimentado
3,6 0,76

(6)
5,6 0,53*

(8)

Tabela 3: Concentrações plasmáticas de lipídios e adipocinas
de camundongos C57BL6 com NNT intacta (B6-UNI) e
mutada (B6-J) em dieta padrão.

Média ep (n). Test T de Student: *p<0,05 

Tabela 4: Concentrações plasmáticas de lipídios e adipocinas de
camundongos C57BL6 com NNT intacta (B6-UNI) e mutada (B6-J)
em dieta hiperlipídica.

B6-UNI
(NNT intacta)

B6-J
(NNT mutada)

Colesterol
(mg/dl)

123,0 6,65
(13)                   

146,3 7,67*
(12)                     

Triglicérides
(mg/dl)

110,4 7,52
(13)                      

104,5 3,95
(12)                         

Adiponectina
(mg/dl)

13,4 2,68
(5)             

12,7 2,76
(5)            

Leptina
(mg/dl)

10,9 4,38
(5)           

22,3 2,86*
(6)        

Média ep (n) . Test T de Student: *p<0,05 . Lípides determinados no estado 
de jejum e adipocinas no estado alimentado
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NNT+/+ 
(NNT intacta)

NNT-/-
(NNT mutada) 

Triglicérides jejum 
(mg/dl)          

67,2 7,70
(4)

74,5 7,36
(5)

Colesterol jejum 
(mg/dl)

85,3 3,84
(4)

100,0 3,80
(4)

Leptina alimentado 
(ng/ml)

5,2 1,16
(5)

3,18 , 0,77
(8)

Tabela 5: Concentrações plasmáticas de lipídios e adipocina de
camundongos congênicos C57BL6 com NNT intacta (NNT+/+) e mutada
(NNT-/-) em dieta padrão

Média ep (n). Test T de Student; *p<0,05. 

NNT+/+ 
(NNT intacta)

NNT-/-
(NNT mutada)

Triglicérides jejum 
(mg/dl)          

116,4 6,98
(5)

131,0 4,43
(5)

Colesterol jejum 
(mg/dl)

153,1 14,03
(5)

210,5 18,10*
(5)

Leptina (ng/ml)

Jejum 12,1 2,02
(4)

19,5  2,65#

(4)

Alimentado 22,2 1,77
(4)

26,4 ,1,84
(4)

Média ep (n). Test T de Student; *p<0,05. 

Tabela 6: Concentrações plasmáticas de lipídios e adipocina de
camundongos congênicos C57BL6 com NNT intacta (NNT+/+) e mutada
(NNT-/-) em dieta hiperlipídica.
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Figura 1: Balanço alimentar (24 horas) em camundongos C57BL6 com NNT intacta (B6-UNI) e
mutada (B6-J ). Painéis A-C sob dieta padrão (chow) e painéis D e E sob dieta hiperlipídica.
Ingestão alimentar (A, D); Excreção fecal (B, E); Excreção de gordura fecal (C). Média ep (n=4
para A-C, n=5 para D-E). Experimentos com dieta hiperlipídica foram realizados com pelo menos 1
ano de intervalo em relação aos experimentos com dieta padrão.
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Figura 2: Indicadores de metabolismo corporal por calorimetria indireta durante os períodos claro e
escuro (24 horas) de camundongos C57BL6 com NNT intacta (B6-UNI) e mutada (B6-J). Painéis A-
C sob dieta padrão (chow) e painéis D-F sob dieta hiperlipídica. Médias das áreas sob as curvas do
consumo de oxigênio (VO2) (A, D), da produção de CO2 (VCO2) (B, E), e do gasto energético (EE)
(C, F). Média ep (n= 5-6 para A-C, n= 4 para D-F), Teste t de Student; *p<0,05. Experimentos com
dieta hiperlipídica foram realizados com pelo menos 1 ano de intervalo em relação aos experimentos
com dieta padrão.
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Figura 3: Lipogênese in vivo: incorporação de 3H em lipídios totais pelo tecido adiposo
(T.A.) epididimal (A), subcutâneo (B) e f ígado (C) em camundongos C57BL6 com NNT
intacta (B6-UNI) e mutada (B6-J) em dieta padrão (chow). Média ep (n=6-7). Test T de
Student.
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Figura 4: Retenção de ácidos graxos provenientes da dieta (24 horas) nos tecidos
adiposos epididimal (A), subcutâneo (B), marrom (C) e no f ígado (D) após dose oral
de trioleína marcada com trício (3H-TO) em óleo de milho (5 uCi e 180 mg/animal)
em camundongos C57BL6 com NNT intacta (B6-UNI) e mutada (B6-J) em dieta
padrão (chow). Média ep (n=6-7). Test T de Student; *p<0,05.
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Figura 5: Composição corporal  e lípides hepáticos de camundongos congênicos C57BL6 com 
NNT intacta (NNT+/+) e mutada (NNT-/-) em dieta padrão (chow). Tecidos adiposos (T. A.): 
epididimal (A), subcutâneo (B), marrom (C). Massa hepática (D), teor de triglicérides (E) e 
colesterol hepático (F). Média ep (n= 4-5 para B e n=9 para A, C-F). Test T de Student; *p<0,05.
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Figura 6: Composição corporal e lípides hepático de camundongos congênicos C57BL6 com NNT
intacta (NNT+/+) e mutada (NNT-/-) em dieta hiperlipídica. Tecidos adiposos (T. A.): epididimal (A),
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Figura 7: Indicadores de metabolismo corporal por calorimetria indireta do período claro e escuro (24
horas) de camundongos C57BL6 com NNT intacta (NNT+/+) e mutada (NNT-/-). Painéis A-C sob dieta
padrão (chow) e painéis D-F sob dieta hiperlipídica. Médias das áreas sob as curvas (AUC) do
consumo de oxigênio (VO2) (A, D), da produção de CO2 (VCO2) (B, E) e do gasto energético (EE) (C,
F). Média ep (n=4 para painéis A-C, n=4-6 para painéis D-F). Teste t de Student; *p<0,05.
Experimentos com dieta hiperlipídica foram realizados com pelo menos 1 ano de intervalo em relação
aos experimentos com dieta padrão.
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Balanço alimentar (24 horas) em camundongos congênicos C57BL6 com NNT
intacta (NNT+/+) e mutada (NNT-/ -). Painel A e C: ingestão alimentar. Painel B e D:
peso total de fezes secas. Média ep (n=5). Experimentos com dieta hiperlipídica
foram realizados com pelo menos 1 ano de intervalo em relação aos experimentos
com dieta padrão.
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CONCLUSÃO 

 

1- A deficiência de NNT causa intolerância à glicose por induzir resistência 

hepática à insulina, revertida por tratamento com antioxidante. Além disso, contrário 

dos dados da literatura, a deficiência de NNT não afeta a secreção de insulina 

estimulada por glicose. Provavelmente outras diferenças genéticas entre sub-linhagens 

C57BL6 independentes são responsáveis pelo comprometimento da secreção de insulina 

estimulada por glicose nos animais C57BL/6J. 

 2- A deficiência da NNT não é determinante da adiposidade, leptinemia e gasto 

energético corporal na vigência de dieta padrão. No entanto, quando desafiados com 

dieta HF, os mutantes de NNT desenvolvem maior adiposidade, colesterolemia, 

leptinemia e menor gasto energético corporal, mostrando que a NNT é de fato 

determinante de obesidade induzida por dieta hiperlipídica. Quanto ao fígado, a 

deficiência da NNT é determinante do desenvolvimento do quadro de esteatose 

hepática, tanto com dieta pobre (dieta padrão) como rica em gordura, devido ao 

comprometimento do processo de secreção hepática de VLDL 

 3- Nossa proposta mecanística é de que a disfunção mitocondrial (produção de 

oxidantes e transição de permeabilidade mitocondrial, caracterizada previamente) nos 

mutantes de NNT prejudica a sinalização hepática da insulina, sendo a resistência à 

insulina determinante do acúmulo lipídico hepático, principalmente por comprometer a 

secreção de VLDL. 
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