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ABSTRACT 

 

The nicotinamide nucleotide transhydrogenase (NNT) catalyses the production of 

NADPH, that is consumed by the mitochondrial antioxidant enzymatic system. Previous 

studies have shown that NNT mutation causes redox abnormalities in mitochondria and 

alterations in glucose and lipid metabolism in C57BL6/J mice from The Jackson 

Laboratory. Metabolic syndrome is characterized by an association of cardio-metabolic 

disturbances such as visceral obesity, dyslipidemias, glucose intolerance and/or insulin 

resistance and hypertension. Caloric restriction has been recommended to prevent or treat 

such metabolic disturbances. Synthetic compounds have been tested as putative mimetic for 

caloric restriction. The 2,4 dinitrophenol (DNP) is one of this drugs that increase the 

metabolic rates due to a reduction in the oxidative phosphorylation efficiency and elevation 

of oxidative metabolism. In this study we demonstrated that mice that carry a NNT gene 

mutation (B6-J) exhibit increased visceral adiposity, increased liver triglyceride content, 

glucose intolerance, insulin resistance, and insulin hypersecretion, when compared to 

control mice with functional NNT. In face of these disturbances, mutant B6-J mice were 

submitted to a food restriction (FR) or treatment with DNP during 3 months. We observed 

that B6-J mutant mice under FR present a reduction in adiposity and liver steatosis, 

improvement of glucose tolerance and insulin resistance and normalization of insulin 

secretion. After DNP treatment, B6-J mice showed no alterations in lipid disturbances but 

improved insulin resistance and insulin secretion. These findings suggest that 1- the mouse 

substrain that carries NNT mutation is predisposed to develop metabolic syndrome, 2- both 
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treatments, FR and DNP, correct, at least partially, the metabolic disturbances of B6-J 

mutant mice, and 3- FR treatment was more effective than DNP. 

Key words: nicotinamide nucleotide transhydrogenase, obesity and insulin resistance. 
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RESUMO 

 

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

fonte geradora de NADPH da organela, o qual é utilizado pelo sistema antioxidante das 

mitocôndrias. Estudos prévios mostraram que a mutação nessa enzima está associada a 

alterações do estado redox de mitocôndrias e alterações do metabolismo glicídico e lipídico 

em animais C57BL6/J provenientes do Jackson Laboratory (B6-J). A síndrome metabólica 

é caracterizada pela presença de no mínimo três distúrbios cardio-metabólicos associados 

dentre obesidade visceral, dislipidemia, intolerância à glicose e/ou resistência à insulina e 

hipertensão. A restrição calórica tem sido indicada para prevenir e tratar estes distúrbios 

metabólicos. Compostos sintéticos têm sido testados como potenciais miméticos da 

restrição calórica. O 2,4-dinitrofenol (DNP) é uma droga que aumenta o gasto energético 

por provocar redução da eficiência da fosforilação oxidativa e aumentar o metabolismo 

oxidativo.  Neste trabalho, demonstramos que camundongos com mutação no gene da NNT 

(B6-J) apresentaram aumento de adiposidade visceral, aumento do teor de triglicérides 

hepático, intolerância à glicose, resistência à insulina e hipersecreção de insulina pelas 

ilhotas pancreáticas isoladas e in vivo, quando comparados aos camundongos que tem a 

NNT intacta (B6-UNI). Diante destes distúrbios metabólicos, submetemos os animais à 

restrição alimentar (RA) ou ao tratamento com DNP durante 3 meses. Observamos que os 

animais B6-J sob RA apresentaram redução da adiposidade, esteatose hepática corrigida, 

melhora da resistência à insulina e diminuição da secreção de insulina. Por outro lado, o 

tratamento com DNP nos animais B6-J não modificou o metabolismo lipídico, reduziu a 

insulinemia de jejum e a secreção de insulina e melhorou a sensibilidade periférica à 
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insulina, mas não alterou a tolerância à glicose. Concluímos que a linhagem portadora da 

deleção do gene da NNT tem maior predisposição à síndrome metabólica, e que, ambos os 

tratamentos de RA e DNP corrigiram, pelo menos parcialmente, os distúrbios metabólicos 

dos animais B6-J, sendo que a RA foi mais efetiva que o DNP. 

 

Palavras chave: transidrogenase de nucleotídeo de nicotinamida, obesidade e resistência à 
insulina. 
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INTRODUÇÃO 

 

Transidrogenase de nucleotídeo de nicotinamida 

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

1.6.1.1, NNT) é uma enzima que foi descoberta em 1951 em extratos de bactérias e, em 

seguida, em preparações de membranas de mitocôndria coração (Rydstrom et al, 1976; 

Rydstrom, 1977). A enzima é um homodímero e cada subunidade dessa proteína é 

composta por 3 principais domínios: o primeiro e o terceiro domínio se encontram na 

matriz mitocondrial e contém sítios de ligação para o NADH e NADPH respectivamente, 

enquanto que o segundo domínio consiste de 14 hélices transmembranas e contém o canal 

de próton (Arkblad et al, 2002). A enzima NNT está localizada na membrana mitocondrial 

interna, e por meio do gradiente de próton, catalisa a transferência reversível de hidreto de 

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

deslocando o equilíbrio da reação no sentido da formação de NADPH (Earle et al, 1978;  

Pedersen et al, 2008). 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, NADP isocitrato-desidrogenase (NADP+-

ICDH) e NAD(P)- enzima málica mitocondrial (ME2) (Sauer et al, 2004; Vogel et al, 

1999). 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 ser mais sensíveis 
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ao estresse oxidativo devido a uma redução na razão GSH/GSSG (Arkblad et al., 2005). 

Silenciamento da NNT em células PC12 por RNAi resultou na redução dos níveis de 

NADPH celular, alteração no estado redox demonstrada pela redução na razão GSH/GSSG 

e aumento nos níveis de H2O2 (Yin et al., 2012). Um estudo mostrou que os camundongos 

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

C57BL6 por possuírem mutações naturais espontâneas no gene da NNT, surgida entre 1976 

e 1984, causando níveis extremamente baixos de sua expressão observada no fígado e 

pâncreas. Os autores propuseram que a deficiência nesta enzima desencadeou um prejuízo 

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

reduzida (Toye et al, 2005). Freeman e colaboradores (2006) propõem que a deleção do 

gene da NNT afeta a produção de NADPH tornando o ambiente mitocondrial susceptível às 

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

estudo 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). 

Recentemente, 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. 

Recentemente, um estudo em humanos mostrou que mutação do gene da NNT pode ser 

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

 

Síndrome metabólica e Obesidade 

A síndrome metabólica (SM) está associada à morbidade e mortalidade da 

população mundial, sendo correlacionada diretamente com os distúrbios cardio-

metabólicos, tais como intolerância à glicose, resistência à insulina, diabetes tipo 2, 

dislipidemias, hipertensão, obesidade, os quais predispõe para desenvolvimento de 

ateroscerose  (Eckel et al, 2005). Indivíduos que apresentam no mínimo três desses 

distúrbios são diagnosticados como portadores de SM. A dislipidemia presente na SM e na 

obesidade se caracteriza por altos níveis de triglicerídeos e de lipoproteína de baixa 

densidade (LDL) e níveis reduzidos de lipoproteínas de alta densidade (HDL), um perfil 

lipídico altamente aterogênico (Steinberger et al, 2009). O diabetes tipo 2 é uma doença 

metabólica cuja freqüência  vem crescendo rapidamente no mundo e é caracterizada pela 

insuficiência das células  pancreáticas em secretarem insulina e/ou pela resistência à ação 

da insulina no fígado, músculo e tecido adiposo. No diabetes tipo 2, as células  

inicialmente aumentam a síntese e secreção de insulina frente ao aumento da glicemia, que 

resulta de incapacidade dos tecidos periféricos em captar glicose (resistência à insulina). A 

longo prazo, esta demanda pode desencadear um estresse celular, exaustão e falência das 

células  pancreáticas (Butler et al 2003; Ashcroft and Rorsman, 2012). 

A obesidade é um dos principais distúrbios da SM e, em estudos recentes, também 

tem sido correlacionada com as doenças cardiovasculares (Van Gaal et al, 2006; Mathieu et 

al, 2009). A incidência da obesidade no mundo vem crescendo drasticamente. A 
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Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que mais de 1 bilhão de adultos no mundo 

estão com sobrepeso, sendo 300 milhões caracterizados clinicamente como obesos, isto é, 

apresentando um índice de massa corporal (IMC) igual ou maior que 30 (World Health 

Organization, 2002). A obesidade é geralmente associada à resistência à insulina (Abbasi et 

al, 2002), inflamação (Greenberg et al, 2006; Tuncman et al, 2006;  Weisberg et al, 2003) e 

estresse oxidativo (Hulsmans  et al, 2011; Perticone et al, 2001). Em excelente revisão 

bibliográfica, Beltowski (2006) descreveu como a obesidade pode estar diretamente ligada 

à aterosclerose. Concentrações excessivas de leptina, hormônio secretado pelo tecido 

adiposo, exercem potentes efeitos aterogênicos, tais como, disfunção endotelial, estímulo à 

reação inflamatória, estresse oxidativo, agregação plaquetária, diminuição da atividade da 

paraoxonase, e migração, hipertrofia e proliferação das células do músculo liso vascular. Os 

adipócitos, especialmente os hipertrofiados, secretam adipocitocinas pró-inflamatórias, 

como por exemplo, o fator de necrose tumoral alfa (TNF ) (Matsuzawa, 2006).  

Atualmente as condições de estresse oxidativo e de inflamação são consideradas 

eventos moleculares centrais da síndrome metabólica, uma vez que estão presentes nos 

diversos distúrbios que constituem esta síndrome (Hotamisligil, 2006). O estresse oxidativo 

é definido como um desequilíbrio entre estado pró-oxidante e capacidade antioxidante, 

resultando em acúmulo de espécies reativas de oxigênio (EROS). Estas EROS podem ser 

geradas durante a redução do oxigênio molecular em reações enzimáticas (ex.: sistemas da 

NADPH oxidase, xantina oxidase, lipoxigenase e ciclooxigenase, etc.), no transporte de 

elétrons da cadeia respiratória mitocondrial e por auto-oxidação de diversos compostos 

(Halliwell  and Gutteridge, 1985). As mitocôndrias representam uma das maiores fontes 

intracelulares de EROS (St-Pierre et al, 2002; Starkov et al, 2004). As EROS são moléculas 

que, em condições fisiológicas, desempenham funções importantes para as células, tais 
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como, regulação da expressão gênica, transdução de sinais, aumento da velocidade de 

metabolismo de macronutrientes, entre outros (Hamanaka and Chandel, 2010). Em 

indivíduos saudáveis, as EROS são mantidas em níveis adequados devido ao equilíbrio 

entre sua produção e eliminação por enzimas (superóxido dismutase, glutationa redutase e 

peroxidase, catalase, entre outras) e compostos não-enzimáticos (ex: vitaminas C, E e 

outros) (Lassègue and Griendling, 2010; Cavalca et al, 2009; Azumi et al, 2002; Folli et al, 

2011). Em condições patológicas e de estresse celular, verifica-se que o excesso de EROS 

pode causar danos moleculares que podem levar à morte celular (Hamanaka and Chandel, 

2010). 

 

Restrição calórica  

 A redução moderada na ingestão calórica (20 a 40%) tem sido correlacionada com o 

retardo do envelhecimento e diminuição da incidência de doenças crônicas relacionadas 

com o avanço da idade (Masoro, 2000). As primeiras evidências relacionando a restrição 

calórica e o aumento da longevidade foram apresentadas em meados de 1930, quando 

McCay e colaboradores (McCay et al, 1989) observaram que roedores com ingestão 

alimentar restrita viveram mais que animais que se alimentavam ad libitum.  Efeitos 

similares também foram posteriormente demonstrados em vermes, fungos, peixes e ratos 

(Lin et al, 2000; Heilbronn and Ravussin, 2003). Estudos em humanos indicaram que 

alguns marcadores do envelhecimento, como glicemia sanguínea, pressão arterial e 

colesterol plasmático foram melhorados com dietas de restrição calórica (Verdery and 

Walford, 1998; Walford et al, 1992; Walford et al, 2002).  Evidências sugerem que a perda 

de peso ocasionada pela restrição calórica pode ser um meio eficaz de melhorar a 
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sensibilidade à insulina, diminuindo assim o risco de desenvolvimento de diabetes mellitus 

(Blanc et al, 2003; Bodkin et al, 2003).  

Do ponto de vista molecular, a redução de aporte energético gera profundas 

mudanças metabólicas (mobilização de glicogênio e gordura, gliconeogênese, cetogênese e 

possivelmente termogênese), alterações nas concentrações hormonais (insulina, glucagon, 

adipocinas, glicocorticóides e etc) e variações nos níveis/atividades de proteínas 

reguladoras (PPAR , coativador-1  de PPAR  (PGC1 ), proteína forkhead (FOX), sirtuína 

1 (SIRT1) e proteínas desacopladoras (UCP) (Bordone and Guarente, 2005).  As sirtuínas 

são enzimas que têm sido relacionadas com aumento da expectativa de vida dos mamíferos 

(Haigis and Guarente, 2006; Guarente, 2006). Estudos anteriores já demonstraram a 

indução da SIRT1 após a restrição calórica (Fulco et al, 2003; Nisoli et al, 2005). A SIRT1 

pode desacetilar um grande número de substratos, incluindo p53 (proteína de massa 

molecular 53 kDa supressora de tumor), Ku70 (proteína envolvida na recombinação não 

homóloga durante reparo do DNA), NF-  (fator nuclear kappa B), FOXO (proteína 

forkhead), que estão relacionados com a resistência celular ao estresse (Haigis and 

Guarente, 2006). A SIRT1 também regula as atividades do PPAR  e PCG1-  influenciando 

a diferenciação das células musculares, a adipogênese e a deposição de gordura no tecido 

adiposo branco e também o metabolismo hepático (Rodgers et al, 2005). Além disso, a 

super-expressão da SIRT1 resulta em aumento de secreção de insulina em resposta à 

glicose (Moynihan et al, 2005). 

A restrição calórica também tem sido diretamente correlacionada com a diminuição 

do estresse oxidativo (Barja, 2004; Gredilla et al, 2001; Sohal and Weindruch, 1996). 

Segundo Barja, a restrição calórica diminui a taxa de geração de oxigênio reativo 

mitocondrial, tendo muitos efeitos benéficos sobre o cérebro de roedores e humanos (Barja, 
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2004). A restrição calórica em roedores, especialmente em ratos, causou uma diminuição 

na geração de EROS mitocondrial em fígado, cérebro, coração, e músculo esquelético 

(Gredilla et al, 2001; Lopez-Torres et al, 2002; Sanz et al, 2005, Bevilacqua, 2005). A 

restrição calórica promove redução de EROS por aumentar a velocidade de respiração 

mitocondrial (Guarente, 2008; Skulachev, 1998). 

Compostos sintéticos têm sido apontados como potenciais miméticos da restrição 

calórica. O 2,4-dinitrofenol (DNP) é um derivado de benzeno utilizado pela primeira vez na 

fabricação de munições na França durante a I Guerra Mundial, tendo causado intoxicação e 

óbitos nos trabalhadores envolvidos com sua manipulação (Colman, 2007). Em 1932, o 

potencial do dinitrofenol como um agente anti-obesidade foi testado em animais e em seres 

humanos obesos, tendo alcançado popularidade como potente agente terapêutico. No 

entanto, somente após inúmeros relatos dos efeitos colaterais, sendo alguns irreversíveis 

(catarata, toxicidade hepática, renal, cardíaca, muscular e neurológica) em 1938, ocorreu a 

proibição de seu uso terapêutico (Colman, 2007). De acordo com a literatura, existe apenas 

uma pequena margem que separa os seus efeitos benéficos dos tóxicos.  Dentre estes efeitos 

tóxicos, os neurológicos mais comuns em humanos são agitação, confusão mental, 

convulsão e coma (Masserman and Goldsmith, 1934 apud Grundlingh et al, 2011). 

O DNP funciona como um desacoplador mitocondrial (ionóforo de prótons) 

permitindo a passagem dos prótons do espaço intermembranas para a matriz mitocondrial, 

desfazendo o gradiente de prótons que é utilizado pela ATP sintetase para a fosforilação 

oxidativa. A dissipação do gradiente de prótons resulta no aumento da velocidade de 

transporte de elétrons através da cadeia respiratória e, portanto, aumento do consumo de 

oxigênio, resultando em maior consumo de substratos energéticos (intermediários do ciclo 

de Krebs) e reduzindo a eficiência da geração de ATP. Em conseqüência da redução 
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intracelular de ATP induzida pelo DNP, ocorre ativação da AMPK (Habegger et al, 2012) 

com conseqüente estimulação de vias catabólicas e inibição de vias anabólicas. Por ser um 

agente potente catabólico, esta droga ressurgiu, via internet, como droga anti-obesidade 

nesta última década, sendo que várias mortes foram relatadas por consumo exagerado 

intencional (overdose) entre 2001-2010 (Grundlingh et al, 2011).  

Um estudo recente demonstrou que o tratamento de camundongos Swiss com o 

desacoplador mitocondrial 2,4-dinitrofenol, em mínimas doses (100 vezes menor que a 

dose letal para camundongos) causou um desacoplamento mitocondrial brando, redução na 

produção de EROS mitocondrial no cérebro, fígado e coração, aumento do metabolismo e 

da longevidade dos animais (Caldeira da Silva et al, 2008). Por isso, o DNP em doses 

extremamente baixas é considerado como um composto que poderia mimetizar a ação da 

restrição calórica nas mitocôndrias. 

 

JUSTIFICATIVA 

C57BL6/J é uma das linhagens de camundongos mais amplamente usada em 

pesquisas em metabolismo energético, inclusive para produção de animais geneticamente 

modificados. Estes animais são modelos responsivos à obesidade, diabetes e aterosclerose 

induzidas por dieta. Tratamento destes animais com dieta rica em gordura resulta em vários 

aspectos da síndrome metabólica, a saber, obesidade central, resistência à insulina, 

intolerância à glicose e dislipidemia. Os animais C57BL6/J (provenientes do Jackson 

Laboratory) diferem de outras linhagens C57BL6 por possuírem mutações naturais no gene 

da NNT que causa níveis extremamente baixos de expressão da enzima no fígado e 

pâncreas destes animais (Toye et al., 2005).  Trata-se de uma mutação que troca uma 
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metionina por treonina na seqüência líder mitocondrial acoplada a uma deleção de 5 exons 

(exon 7-11) que remove as 4 hélices dos domínios transmembranas da proteína resultando 

na tradução de uma proteína truncada inativa (Toye et al., 2005). Estima-se que esta 

mutação ocorreu entre 1976 e 1984, mas só foi descrita em 2005 (Toye et al., 2005). 

Acredita-se que a redução da expressão de NNT nas células beta de camundongos 

C57BL6/J cause redução da secreção de insulina estimulada por glicose nestes animais 

(Freeman et al., 2006b; Freeman et al., 2006c). Recentemente, Nicholson et al (2010) 

compararam a adiposidade de duas sub-linhagens C57BL6, com a NNT intacta 

(C57BL6/NJ) ou mutada (C57BL6/J). Estes autores verificaram uma resposta dependente 

do tipo de dieta: os animais com NNT mutada apresentaram menor adiposidade em dieta 

com baixo teor de gordura (10%), porém desenvolveram maior adiposidade em dieta rica 

em gordura (60%). 

Ao contrário dos C57BL6/J do Jackson Laboratory, os camundongos 

C57BL/6JUnib gerados localmente no CEMIB (Centro Multidisciplinar da Investigação 

Biológica em Animais de Laboratório) da Unicamp não apresentam a mutação da NNT. 

Estes foram obtidos do Zentralinstitut fur Versuchstierzcht (ZFV), Hannover, Alemanha, 

em 1987, os quais foram obtidos do Jackson Laboratory em 1971, portanto antes da 

ocorrência da mutação da NNT. 

A restrição calórica é um regime utilizado com o intuito de tratar ou prevenir 

distúrbios metabólicos, especialmente aqueles relacionados à síndrome metabólica. Além 

disso, associa-se a restrição calórica a redução de estresse oxidativo e aumento da 

longevidade. Substâncias miméticas têm sido estudadas atualmente na tentativa de 

substituir a restrição calórica e gerar adaptações fisiológicas similarmente benéficas para o 

organismo. O 2,4-dinitrofenol (DNP) é uma droga que induz redução da eficiência da 
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fosforilação oxidativa mitocondrial resultando em maior gasto energético celular. O DNP 

em doses extremamente baixas é considerado um composto capaz de mimetizar a ação da 

restrição calórica. Já foi demonstrado que desacoplador mitocondrial (DNP) causa 

diminuição da produção de EROS mitocondrial no cérebro, fígado e coração, o que também 

ocorre nos tecidos de animais submetidos à restrição calórica.  

 Estudos de restrição calórica em camundongos geneticamente hipercolesterolêmicos 

(knockout do receptor de LDL no background C57BL6/J) realizados em nosso laboratório 

(Dorighello et al, 2013) mostram que esta manobra alimentar apesar de melhorar a 

intolerância à glicose, aumenta em 20% a massa adiposa e piora o perfil lipídico 

aumentando em 40% o colesterol plasmático dos camundongos hipercolesterolêmicos. Por 

outro lado, o tratamento dos animais hipercolesterolêmicos com o DNP não alterou a 

homeostase glicêmica e metabolismo lipídico, mas atenuou a aterosclerose nestes animais 

(Dorighello GG. Tese de Doutorado, 2013, Unicamp).  Embora o DNP não possa ser usado 

como recurso terapêutico devido a sua alta toxicidade, estes resultados servem como “prova 

de princípio”, apontando que a manipulação de um mecanismo específico de dissipação de 

energia das mitocôndrias pôde trazer benefícios para os camundongos 

hipercolesterolêmicos. No entanto, estes camundongos hipercolesterolêmicos, por serem de 

background C57BL/6J, apresentam além da deficiência de receptor de LDL, a mutação da 

NNT. Esta mutação tem sido apontada como responsável por variações de respostas 

metabólicas em animais geneticamente modificados. Assim, neste trabalho verificamos os 

efeitos da restrição alimentar e do tratamento com baixas doses de DNP em camundongos 

normolipidêmicos C57BL6 com (Jackson Laboratory) e sem (Cemib) a mutação da NNT. 
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OBJETIVO 

 

 Estudar o papel da transidrogenase mitocondrial (NNT) sobre o perfil metabólico e 

respostas à restrição alimentar e ao tratamento com 2,4 dinitrofenol. Para tanto, foram 

comparados camundongos isogênicos da linhagem C57BL6 com NNT intacta (B6-UNI) e 

com a NNT mutada (B6-J) em relação à composição corporal, adiposidade visceral, 

homeostase glicêmica e lipídica e estresse oxidativo. 

 

 

FLUXOGRAMA DO PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5 meses de idade, dieta pobre em 
gordura (4%) ad libitum 

• Lipemia, glicemia e insulinemia 

• Lípides hepáticos 

• Adiposidade 

• Homeostase glicêmica: GTT e ITT 

• Secreção de insulina 

• Respostas à restrição alimentar e tratamento com o 

DNP dos 2 aos 5 meses de idade 

Camundongos B6-UNI Camundongos B6-J 

Cemib Jackson  
Laboratory 
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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) e camundongos C57BL6/J (B6-J) originalmente provenientes do 

Jackson Laboratory (Bar Habor, ME) em 2009, e mantidos no CEMIB. Os protocolos 

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

CEUA/Unicamp (protocolo n° 2620-1). 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. 

 

Protocolo experimental 

Os camundongos com 2 meses de idade foram separados em grupos e submetidos aos 

diferentes tratamentos de regimes alimentares por 3 meses: 

Tratamentos: 

Ad libitum (ADL)– ingestão alimentar livre. 

Restrição alimentar (RESTRIÇÃO CALÓRICA) – ingestão alimentar dia sim, dia não. 

2,4-dinitrofenol (DNP) – ingestão alimentar livre e água de beber contendo 1 mg/L de 

DNP (Caldeira da Silva et al., 2008). 

 

Ingestão alimentar e ganho ponderal 
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Os camundongos foram pesados uma vez por semana e o consumo de ração pesado 

dia-sim-dia-não, durante 3 meses avaliando-se o consumo alimentar cumulativo, ganho de 

peso e eficiência alimentar. A eficiência foi calculada pelo ganho de peso dividido pelo 

consumo total multiplicado por 100. 

 

Calorimetria indireta (Respirometria) 

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

Apparatus). Os camundongos com restrição alimentar foram aclimatados 24 horas em 

estado de jejum, e em seguida suas medidas foram avaliadas no estado alimentado durante 

24 horas. Os grupos alimentados ad libitum e tratados com 2,4-dinitrofenol foram 

aclimatados 24 horas e suas medidas avaliadas por 24 horas em estado alimentado. 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 and 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 massa corporal e tecidual 

Os camundongos foram mortos por exsangüinação em estado de jejum e, em 

seguida, foram coletados o fígado, o tecido adiposo perigonadal, o coração e o cérebro dos 

camundongos e suas respectivas massas determinadas por gravimetria. Após remoção total 



 

40 

 

dos órgãos, as carcaças dos animais também foram pesadas. Inicialmente, as carcaças 

foram desidratadas em estufa durante um período mínimo de 72 horas à temperatura de 50 

± 5 oC (até o peso ficar constante). Após desidratação da carcaça, esta foi colocada em 

extrator de soxhlet para extração total da gordura com éter de petróleo (Synth®), por um 

período mínimo de 96 horas (Duivenvoorden et al, 2005). A gordura total foi calculada 

através da subtração do peso da carcaça seca antes e após a extração com éter de petróleo e 

a massa magra foi determinada subtraindo-se do peso da carcaça desidratada o peso da 

gordura total. Os depósitos adiposos e a massa magra foram normalizados pelo peso da 

carcaça desidratada. 

 

Teor de lipídios no fígado 

Os lipídeos totais do fígado foram extraídos utilizando o método de Folch (1957): 2 

mL de clorofórmio e 1 mL de metanol para  aproximadamente 60  mg de fígado, deixados 

em repouso durante a noite. O extrato total obtido foi filtrado e seco em capela de exaustão. 

O extrato lipídico seco foi ressuspenso em 500 µL 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. 

 

Avaliação da lipidemia, glicemia e proteínas totais 

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

com auxílio de capilares heparinizados, centrifugadas a 12000 rpm por 15 minutos a 4°C. O 

colesterol total (Col) e triglicérides (TG) foram dosados no plasma dos camundongos em 
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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 foram medidos com auxílio de glicosímetro 

(Roche- Accu-Chek, Suíça) através da coleta de sangue caudal. As proteínas totais foram 

dosadas no plasma de camundongos em jejum (12h), utilizando-se kit Laborclin da 

Biodiagnóstica, conforme as instruções do fabricante. 

 

Avaliação das concentrações plasmáticas de insulina, leptina e adiponectina 

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

capilares heparinizados, centrifugadas a 12000 rpm por 15 minutos a 4°C. A insulina, 

leptina e adiponectina foram dosadas em plasma usando kits de Elisa (Millipore, Billerica, 

MA, USA), conforme instruções do fabricante.  

 

Teste de tolerância à glicose (GTT) 

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) e de peptídeo C por 

ELISA (kit da Millipore: Rat/Mouse C-Peptide 2), conforme as instruções do fabricante. 

 

Teste de tolerância à insulina (ITT) 
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Os camundongos foram mantidos em 12 horas de jejum seguido de 2 horas com 

alimentação disponível e uma amostra de sangue basal foi colhida da ponta da cauda 

(tempo = 0 min). A carga de insulina humana (HumulinR, Lilly, França) de 0,75 U/kg de 

peso corporal foi injetada intra-peritonialmente e amostras de sangue adicionais foram 

coletadas em tempos subsequentes determinados: 10, 15, 30 e 60 minutos (Pappan et al., 

2005) para a mensuração da glicose em glicosímetro (Roche- Accu-Chek, Suíça).  

 

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 conduto 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 37ºC durante 11 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 (10 ilhotas/poço) contendo 1 mL de 

solução de Krebs suplementada com 0,1% de BSA (m/v) na presença de 2,8 mM de 
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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 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 tubos de ensaio à -20 °C para posterior dosagem de insulina por 

radioimunoensaio (RIE), enquanto as ilhotas remanescentes na placa foram ressuspendidas 

e homogeneizadas em 0,1 ml de tampão EDTA 5% + 1% SDS para avaliação de conteúdo 

total de insulina e de DNA.  

 

Radioimunoensaio (RIE) para insulina  

A secreção de insulina e o conteúdo total de insulina foram quantificados pelo 

método de RIE (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).  

 

Registro das oscilações das concentrações intracelulares de cálcio [Ca2+]i em ilhotas 

pancreáticas  

As ilhotas pancreáticas isoladas dos grupos estudados foram incubadas em 1 mL de 

Krebs contendo 5,6 mM de glicose durante 1h. Em seguida foi adicionado 5 M fura-2/AM 

dissolvido em DMSO (0,1%) e mantido por 1h em estufa gaseificada com 95% O2/5% CO2 

a 37ºC. Posteriormente, uma ilhota foi transferida para uma lâmina de vidro previamente 

tratada com poli-lisina e perfundida na presença de diferentes estímulos (2,8 mM de glicose 

e 16,7 mM de glicose). Os registros das oscilações de Ca2+ foram obtidos por microscópio 
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invertido (Nikon UK, Kingston, UK). As ondas excitatórias de 340 e 380 nm (F340 e F380, 

respectivamente) foram selecionadas por uma fonte de luz de xenônio e a emissão foi 

captada em 510 nm. A alteração na concentração de Ca2+ intracelular ([Ca2+]i) foi detectada 

como uma mudança na proporção F340/F380 e os dados foram obtidos utilizando o 

programa Image Master3 (Photon Technology International). O conteúdo total de Ca2+ no 

citoplasma (área abaixo da curva), a amplitude e número das oscilações (durante a condição 

estimulatória 16,7 mM de glicose) foram determinados após a adição dos diferentes 

estímulos. 

 

Avaliação do estresse oxidativo 

As amostras de plasma foram coletadas com o auxílio de capilares heparinizados e 

centrifugadas a 12000 rpm por 15 minutos a 4°C. A capacidade antioxidante total foi 

medida no plasma dos camundongos através do Antioxidant Assay Kit (Cayman Chemical, 

Washington), conforme instruções do fabricante. O ensaio baseia-se na capacidade do 

antioxidante presente na amostra em inibir a oxidação do ABTS (2,2-Azino-di-[3-

ethylbenzthiazoline sulphonatel], sendo a capacidade antioxidante comparada a do Trolox, 

um análogo do tocoferol solúvel em água. 

As amostras de fígado foram coletadas dos camundongos após a morte por 

exsanguinação. A quantificação de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e 

do conteúdo de proteínas carboniladas foram medidos no homogenizado do fígado usando 

TBARS Assay Kit e Protein Carbonyl Colorimetric Assay Kit (Cayman Chemical, 

Washington) respectivamente, conforme instruções do fabricante. 

 

Análise estatística 
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Os resultados foram apresentados como média ± ep (erro padrão). As comparações 

dos dados dos grupos B6-J e B6-UNI foram analisados por Test t de Student. As 

comparações dentro de cada grupo após os tratamentos (ad libitum vs restrição alimentar vs 

dinitrofenol) foram feitas por Anova One Way. O nível de significância considerado foi 

p<0,05. Os testes foram realizados usando o software Graph Pad Prism 5.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

46 

 

RESULTADOS 

 

Efeito da NNT sobre o perfil metabólico: comparação entre as sub-linhagens B6-J (NNT 

mutada) e B6-UNI (NNT intacta). 

O consumo e eficiência alimentar e parâmetros morfométricos dos camundongos 

B6-J e B6-UNI estão mostrados na Tabela 1. Os camundongos mutantes B6-J 

apresentaram um consumo alimentar 9% menor que os camundongos B6-UNI, porém 

apresentaram um ganho de peso corporal e eficiência alimentar similares em relação aos 

camundongos B6-UNI.  Isso ocorreu porque os pesos corporais iniciais aos 2 meses de 

idade dos animais B6-J eram 8% menores que os dos B6-UNI. Com relação ao peso de 

órgãos internos, verificamos que os camundongos mutantes B6-J apresentaram redução da 

massa relativa do fígado e nenhuma alteração nas massas do coração e cérebro (Tabela 1).  

 

Tabela 1: Consumo e eficiência alimentar e parâmetros morfométricos de camundongos 

C57BL6 com NNT intacta (B6-UNI) e mutada (B6-J). 

 B6-UNI B6-J Test T Student 
(B6-J vs B6-UNI) 

Consumo alimentar cumulativo  
(g) 

352,0±9,62 
(17) 

320,0±7,03 
(15) 

p=0,0148 

Peso corporal inicial (2 meses) 
(g) 

26±0,6 
(16) 

24±0,4 
(15) 

p<0,0058 

Peso corporal final (5 meses) 
(g) 

30± 0,6 
(16) 

27±0,4 
(15) 

p=0,0077 

Ganho de peso 
(g) 

5,48±0,19 
(17) 

5,04±0,28 
(15) 

n.s. 

Eficiência alimentar  
(%) 

1,57±0,06 
(17) 

1,59±0,10 
(15) 

n.s. 

Fígado  
(%peso corporal) 

4,37±0,10 
(15) 

3,96±0,06 
(13) 

p=0,0026 

Coração  
(%peso corporal) 

0,55±0,02 
(9) 

0,58±0,02 
(9) 

n.s. 

Cérebro  
(%peso corporal) 

1,48±0,03 
(11) 

1,53±0,04 
(9) 

n.s. 

Média±ep(n). 
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Observamos ainda que o teor hepático de triglicérides (TG) nos animais B6-J estava 

aumentado em aproximadamente 30% em relação aos B6-UNI (Figura 1A), enquanto o 

teor de colesterol hepático (COL) permaneceu similar entre as duas sub-linhagens (Figura 

1B), caracterizando uma esteatose hepática nos B6-J. 

 

A)                                          B) 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 1: Teor de triglicérides (A) e colesterol (B) no fígado de camundongos C57BL6 com NNT 
intacta (B6-UNI) e mutada (B6-J). Média±ep (n=5-9). Test t de Student. 

 

A massa adiposa corrigida pelo peso corporal (massa relativa) do depósito de 

gordura perigonadal estava marcadamente aumentada (75%) nos animais mutantes B6-J 

quando comparados aos B6-UNI (p<0,0001) (Figura 2A).  A adiposidade subcutânea foi 

estimada através da extração de gorduras totais da carcaça dos animais. Como mostrado na 

Figura 2B, observamos que os grupos B6-J e B6-UNI não apresentaram diferenças 

significativas na massa adiposa da carcaça. Os animais mutantes B6-J apresentaram ainda 

uma redução significativa de 12% da massa magra (Figura 2C). Isso está de acordo com as 

diferenças de peso corporal observadas entre as sub-linhagens, isto é, menor peso corporal 

dos animais. 
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                 A)                                    B)                                  C) 

  

 

 

 

 

 

Figura 2: Composição corporal de camundongos C57BL6 com NNT intacta (B6-UNI) e mutada 
(B6-J). Painel A: massa relativa do tecido adiposo perigonadal. Painel B: gordura da carcaça. Painel 
C: massa magra da carcaça. Média±ep (n=7-18). Test t de Student. 

 

Indicadores de metabolismo corporal dos animais foram determinados 

indiretamente através da calorimetria realizada durante 24 horas com oferta de ração 

(Figura 3). Foram consideradas as avaliações feitas durante o período noturno, 

correspondente ao período de atividade e alimentação dos animais. Os camundongos B6-J 

apresentaram velocidades de consumo de oxigênio, produção de CO2 e gasto energético 

significativamente reduzidos quando comparados aos animais B6-UNI (Figura 3A, 3B e 

3C). Estes resultados estão de acordo com a redução de massa magra e aumento da massa 

adiposa observadas nos animais B6-J. Os valores do quociente respiratório foram 

semelhantes entre as duas sub-linhagens (Figura 3D), indicando que os animais estão 

utilizando a mesma proporção de substratos energéticos provenientes de lipídios e 

carboidratos (média no período noturno de 0,88 ±0,001 e 0,85±0,006 para B6-J e B6-UNI, 

respectivamente). 
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        A)                                               B) 

 

 

 

 

 

 

C)                                           D)  

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Taxa metabólica corporal do período escuro de camundongos C57BL6 com NNT intacta 
(B6-UNI) e mutada (B6-J) em estado alimentado. Painel A: consumo de oxigênio (VO2). Painel B: 
produção de CO2 (VCO2). Painel C: gasto energético (EE). Painel D: quociente respiratório (RQ). 
Média±ep (n=8-10). Test t de Student. RQ: não significante (Anova-repeated measures). 

 

Os níveis plasmáticos de lipídios, proteínas totais e adipocinas são similares nos 

camundongos B6-J e B6-UNI (Tabela 2). Apesar da maior adiposidade visceral observada 

nos animais B6-J, não verificamos alterações de seus níveis plasmáticos de leptina, os quais 

representam melhor a massa de tecido adiposo subcutâneo do que a visceral (Rayner et al, 

1997).  
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Tabela 2: Concentrações plasmáticas de lipídios, proteínas totais e adipocinas de 

camundongos C57BL6 com NNT intacta (B6-UNI) e mutada (B6-J). 

 
B6-UNI B6-J 

Test T Student 
(B6-J vs B6-UNI) 

Colesterol  
(mg/dl) 

87,9±3,55 
(18) 

85,5±3,69 
(14) 

n.s 

Triglicérides  
(mg/dl) 

66,8±7,15 
(12) 

55,2±3,78 
(14) 

n.s 

Ácidos graxos livres  
(mmol/L) 

0,62±0,04 
(13) 

0,66±0,19 
(18) 

n.s. 

Proteínas totais  
(g/dl) 

4,89±0,27 
(10) 

4,50±0,20 
(9) 

n.s. 

Adiponectina jejum  
(ng/ml) 

6,58 ±1,00 
(4) 

5,72±0,45 
(9) 

n.s. 

Leptina jejum  
(ng/ml) 

1,00±0,12 
(13) 

0,80±0,15 
(12) 

n.s. 

Leptina alimentado  
(ng/ml) 

4,68±6,59 
(11) 

 

4,99±7,23 
(9) 

 

n.s. 

Média±ep(n).  

 

A glicemia, insulinemia e indicadores de resistência à insulina e de secreção de 

insulina nos camundongos B6-J e B6-UNI estão mostrados na Tabela 3. Observamos 

similaridade da glicemia de jejum e do estado alimentado, porém a insulinemia de jejum 

estava 33% mais elevada nos animais mutantes B6-J. O índice de resistência à insulina 

HOMA-IR (Homeostasis model assessment of insulin resistance) foi 46% maior nos 

animais B6-J em relação aos B6-UNI. O indicador de secreção de insulina, peptídeo C, 

estava aproximadamente duas vezes aumentada nos animais mutantes B6-J (Tabela 3). 
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Tabela 3: Glicemia, insulinemia e peptídeo C de camundongos C57BL6 com NNT intacta 

(B6-UNI) e mutada (B6-J). 

 
B6-UNI 

ADL 
B6-J 
ADL 

Test T Student 
(B6-J vs B6-UNI) 

Glicemia jejum 
(mg/dl) 

84,0±3,3 
(16) 

89,0 ±4,5 
(14) 

 

n.s. 

Glicemia alimentado 
(mg/dl) 

139,0±3,2 
(14) 

 

140,0±3,2 
(16) 

 

n.s. 

Insulinemia jejum  
(ng/ml) 

0,25±0,02 
(12) 

0,33±0,03 
(13) 

 

p=0,0303 

Insulinemia alimentado 
(ng/ml) 

0,91±0,84 
(12) 

0,84±0,12 
(12) 

 

n.s 

HOMA-IR 8,81±0,71 
(11) 

12,85±1,03 
(13) 

 

p=0,0043 

Peptídeo C jejum  
(nmol/l) 

156,60±24,70 
(4) 

298,50±14,66 
(4) 

p=0,0033 

 
Média±ep (n). HOMA-IR (Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance): [Insulina pM x 
glicemia mM] /22,5. 

 

A homeostase glicêmica e sensibilidade à insulina foram avaliadas pelos testes de 

tolerância à glicose (GTT) e à insulina (ITT), mostrados nas Figuras 4 e 5. Observamos 

que os animais mutantes B6-J são intolerantes à sobrecarga oral de glicose quando 

comparados aos B6-UNI (Figura 4A), resultando em um aumento de cerca de 70% da área 

sob a curva glicêmica (Figura 4B). Avaliamos as concentrações de peptídeo C durante o 

teste de tolerância à glicose para mensurar indiretamente a secreção de insulina in vivo 

nesta condição (Figura 4C). Observamos aumento significativo nas concentrações de 

peptídeo C ao longo do tempo durante o GTT, resultando em uma área sob a curva 2 vezes 

maior nos camundongos B6-J em relação aos B6-UNI (Figura 4D). Estes resultados 

sugerem que os animais B6-J apresentam aumento de secreção de insulina tanto no jejum 

como no estado alimentado, indicando que a intolerância à glicose se deve à resistência 
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periférica à insulina. Assim, avaliamos a sensibilidade periférica à insulina pelo ITT 

(Figura 5A) e verificamos que, de fato, os animais mutantes B6-J apresentam uma menor 

sensibilidade à insulina, demonstrada pelo aumento de 30% na área sob a curva glicêmica 

após sobrecarga de insulina (Figura 5B), e por uma redução de 35% na velocidade inicial 

de decaimento da glicose (constante KITT, Figura 5C).  

 

A)              B) 

 

 

 

 

 

 

C)                                                                  D) 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Teste de Tolerância à glicose (GTT) e peptídeo C durante o GTT de camundongos 
C57BL6 com NNT intacta (B6-UNI) e mutada (B6-J). Painel A: curvas glicêmicas após dose oral 
de glicose 1,5g/kg. Painel B: áreas sob as curvas glicêmicas do GTT. Painel C: concentrações de 
peptídeo C durante o GTT. Painel D: áreas sob as curvas de peptídeo C (AUC). Média±ep (n=4-25). 
Test t de Student. 
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A)                                            B)                                    C) 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Teste de Tolerância à Insulina (ITT) em camundongos C57BL6/J com NNT intacta (B6-
UNI) e mutada (B6-J). Painel A: curvas glicêmicas após dose intraperitoneal de insulina 
(0,75U/kg). Painel B: áreas sob as curvas (AUC) glicêmicas. Painel C: velocidades de decaimento 
da glicose (KITT) após administração de insulina (0,75U/kg). Média±ep (n=5-12). Teste t de 
Student.  

 

Para confirmar que haveria diferença na secreção de insulina, conforme indicado 

pelos resultados das concentrações plasmáticas do peptídeo C, avaliamos diretamente a 

secreção de insulina em ilhotas pancreáticas isoladas dos animais B6-UNI e B6-J (Figura 

6). Observamos que os animais B6-J apresentaram aumento marcante de 3 vezes na 

secreção de insulina, tanto no estado basal (2,8 mM de glicose), quando estimulado com 

altas concentrações de glicose (16,7 mM) (Figura 6A). O conteúdo total de insulina das 

ilhotas dos animais mutantes B6-J também estava 4 vezes aumentado, tanto no estado basal 

quanto estimulado pela glicose (Figura 6B). Assim, estes resultados sugerem que o 

aumento da secreção de insulina nos animais B6-J foi decorrente do seu elevado conteúdo 

total de insulina nas suas ilhotas pancreáticas (Figura 6B). 
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A) 

 

 

 

 

 

 

 

                         

B) 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 6: Secreção (A) e conteúdo (B) de insulina em ilhotas pancreáticas isoladas de 
camundongos C57BL6 com NNT intacta (B6-UNI) e mutada (B6-J).  Média±ep (n=6). Test t de 
Student. 

 

Em seguida, avaliamos também as respostas das oscilações da concentração 

intracelular de cálcio ([Ca2+]i) nas ilhotas pancreáticas, pois o influxo desse cátion ativa a 

maquinaria exocitótica dos grânulos de insulina (Yang and Berggren, 2006; Hiriart and 

Aguilar-Bryan, 2008). Observamos que ambos os grupos, B6-UNI e B6-J, não 
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apresentaram modificações na [Ca2+]i (Figura 7A, 7B e 7C), seja na amplitude de resposta 

(Figura 7D) ou na freqüência das oscilações de Ca2+   (Figura 7E).  

 

A)    B6-UNI                                            B)    B6-J        

 

 

 

 

 

 

 

C)                             D)        E) 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 7: Curvas representativas das concentrações citoplasmáticas de Ca2+ em ilhotas pancreáticas 
isoladas de camundongos C57BL6 com NNT intacta (B6-UNI, painel A) e mutada (B6-J, painel B) 
em resposta à estimulação com a glicose. Painel C: área sob as curvas. Painel D: amplitude. Painel 
E: oscilações. Média±ep (n= 6).  
 

Considerando que a NNT apresenta a função de detoxificação de espécies reativas 

de oxigênio através de seu produto NADPH, avaliamos o estado redox sistêmico e hepático 

dos animais das duas sub-linhagens. A Figura 8 mostra que a capacidade antioxidante total 
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plasmática, a peroxidação lipídica (TBARS) e protéica (proteína carbonilada) no fígado são 

similares nas duas sub-linhagens B6-J e B6-UNI. 

 

A)                                     B)                                     C) 
  

 

 

 
 
 
 
 

Figura 8: Marcadores de estresse oxidativo de camundongos C57BL6 com NNT intacta (B6-UNI) 
e mutada (B6-J). Painel A: capacidade antioxidante total (trolox) do plasma. Painel B: substâncias 
reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) no fígado. Painel C: teor de proteínas carboniladas no 
fígado. Média±ep (n= 6-7). 
 

 

Efeitos da restrição alimentar (RA) e do tratamento com DNP. 

 

Os parâmetros morfométricos dos camundongos B6-UNI e B6-J submetidos à RA 

ou tratamento com DNP por 3 meses estão apresentados na Tabela 4. O regime de RA 

resultou em uma redução do consumo alimentar cumulativo de 18% nos B6-UNI e 16% nos 

B6-J em relação aos seus respectivos controles alimentados ad libitum (ADL). A RA 

também causou uma redução de 22% (p=0,012) no ganho de peso corporal dos B6-J, mas 

não nos B6-UNI. O tratamento com DNP não alterou o consumo alimentar, o ganho de 

peso e a eficiência alimentar dos animais das duas sub-linhagens, quando usamos a análise 

anova one-way para comparar as 3 condições ADL, RA e DNP. No entanto, se 

compararmos apenas o tratamento DNP vs o controle ADL, verificamos que o DNP reduziu 
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o ganho de peso dos animais B6-J (p<0,05) e marginalmente a eficiência alimentar 

(p<0,08).  

A RA aumentou a massa hepática dos B6-J em 9%, normalizando este parâmetro 

que estava reduzido em relação aos B6-UNI ADL (Tabela 4). O tratamento com DNP não 

teve efeito sobre massa hepática. As massas do coração e cérebro de ambos os grupos de 

animais não sofreram efeitos de ambos os tratamentos. 
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Tabela 4: Consumo e eficiência alimentar e parâmetros morfométricos de camundongos 

C57BL6 com NNT intacta (B6-UNI) e mutada (B6-J) alimentados ad libitum (ADL), 

submetidos à restrição alimentar (RA) e tratamento com 2,4-dinitrofenol (DNP) por 3 

meses. 

  
ADL RA DNP 

Anova 
One-Way 

 
  

Consumo alimentar 
cumulativo (g) 

 
352,0±9,60 

(18) 

 
289,0±8,40*  

(17) 

 
332,0±11,60 

(10) 

 
*p<0,0001 

 
 Peso corporal final  

(5 meses) (g) 
30± 0,2  

(18) 
28 ±0,8    

(16) 
28 ± 0,8  

(10) 
n.s. 

B6-UNI Ganho de peso 
(g) 

5,48±0,19 
 (18) 

4,78±0,33  
(17) 

5,20 ±0,38  
(10) 

n.s. 

 Eficiência alimentar 
(%) 

1,57±0,06  
(18) 

1,65 ±0,10 
 (17) 

1,57± 0,11  
(10) 

n.s. 

 Fígado 
 (%peso corporal) 

4,37±0,10  
(14) 

4,48± 0,15 
 (15) 

4,23± 0,08  
(7) 

n.s 

 Coração  
(%peso corporal) 

0,55±0,02 
 (13) 

0,52± 0,03  
(11) 

0,54± 0,02  
(14) 

n.s 

 Cérebro  
(%peso corporal) 

1,48±0,03 
 (13) 

1,54 ±0,05        
(11) 

1,49± 0,05  
(14) 

n.s 
 
 

  
Consumo alimentar 
cumulativo (g) 

 
320,0±7,03 

(15) 

 
268,0±5,20*  

(16) 

 
323,0±3,05  

(17) 

 
*p<0,0001 

 
 Peso corporal final  

(5 meses) (g) 
27±0,4    

(15) 
26±0,7  

(16) 
28±0,3   

 (7) 
n.s. 

B6-J Ganho de peso 
 (g) 

5,04±0,28 
 (15) 

3,93±0,21*  
(16) 

4,09 ±0,45a 
(7) 

* p=0,012  
 

 Eficiência alimentar 
(%) 

1,59±0,10  
(15) 

1,44±0,08 
(16) 

1,27±0,10b   
(7) 

n.s. 

 Fígado 
 (%peso corporal) 

3,96±0,06 
 (13) 

4,33±0,10*  
(16) 

4,30±0,13 
 (7) 

*p=0,016  
 

 Coração  
(%peso corporal) 

0,58±0,02 
 (9) 

0,55±0,03 
 (10) 

0,60±0,04  
(11) 

n.s. 

 Cérebro 
 (%peso corporal) 

1,53±0,04 
(9) 

1,60±0,05 
(10) 

1,50±0,03 
(11) 

n.s. 
 
 

Média±ep (n).  Anova one way: *RA vs ADL. Test t de Student: DNP vs ADL a p<0,05 e b p= 0,08. 

 

O teor de TG e COL hepático dos animais submetidos aos dois tratamentos está 

mostrado na Figura 9. Observa-se que a RA reduziu significativamente o teor de TG 

hepático dos camundongos mutantes B6-J (Figura 9C, 27%, p=0,005), corrigindo a 
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esteatose hepática quando comparados aos B6-UNI ADL (Figura. 1A). O tratamento com 

DNP não modificou o teor de TG e COL hepático de ambos os grupos. 

A) B) 

 

 

 

 

 

 

 

C)     D) 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Teor de lipídios no fígado de camundongos C57BL6 com NNT intacta (B6-UNI) e 
mutada (B6-J) alimentados ad libitum (ADL) e submetidos a 3 meses de restrição alimentar (RA) e 
tratamento com o 2,4-dinitrofenol (DNP). Painel A e Painel C: triglicérides. Painel B e Painel D: 
colesterol. Média±ep (n=6-9). Test t de Student: *RA vs ADL; p=0,0055. 

 

A composição corporal dos camundongos das duas sub-linhagens submetidos aos 

dois tratamentos, RA e DNP, está mostrada na Figura 10. A RA induziu uma redução da 

massa corporal magra dos B6-UNI (Figura 10C, 8%, p=0,04) e uma redução da massa de 

tecido adiposo visceral nos B6-J (Figura 10D, 19%, p=0,033). O tratamento com DNP não 

modificou a composição corporal das 2 sub-linhagens de camundongos. 
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A)                                          B)                                            C) 

 

 

 

 

 

 

D)                                            E)                                            F) 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 10: Composição corporal de camundongos C57BL6 com NNT intacta (B6-UNI) e mutada 
(B6-J) alimentados ad libitum (ADL) e submetidos a 3 meses de restrição alimentar (RA) e 
tratamento com o 2,4-dinitrofenol (DNP). Painel A e Painel D: massa relativa do tecido adiposo 
perigonadal. Painel B e Painel E: gordura da carcaça. Painel C e Painel F: massa magra da carcaça. 
Média±ep (n=6-17). Test t de Student: *RA vs ADL; p<0,05. 

 

Os indicadores de metabolismo corporal aferidos por respirometria dos animais no 

estado alimentado após os 3 meses de tratamentos com RA e DNP estão mostrados na 

Figura 11 (B6-UNI) e Figura 12 (B6-J). Os camundongos B6-UNI não exibiram nenhuma 

alteração significativa de seu consumo de oxigênio, produção de CO2, gasto energético e 

quociente respiratório em função dos tratamentos com RA e DNP (Figura 11). Por outro 

lado, os animais mutantes B6-J submetidos a RA exibiram aumentos significativos de 

consumo de oxigênio, produção de CO2 e o gasto energético (17%) (Figura 12A, 12B, 
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12C) quando comparados seus controles ADL. Estes resultados podem explicar a 

diminuição da adiposidade perigonadal neste grupo. A RA também aumentou 

significativamente o valor do quociente respiratório (p=0,031) nos animais B6-J, indicando 

que estes estão utilizando mais carboidrato como substrato energético do que seus controles 

ADL (Figura 12D: valores médios de RQ no período para os animais B6-J ADL, RA e 

DNP são, respectivamente, 0,89, 0,94 e 0,92, p<0,03). Assim como ocorreu com os B6-

UNI, o tratamento com DNP não alterou os resultados da respirometria dos animais B6-J. 

 

A) B) 

 

 

 

 

 

 

C) D) 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 11: Taxa metabólica corporal do período escuro de camundongos C57BL6 com NNT 
intacta (B6-UNI) alimentados ad libitum (ADL) e submetidos a 3 meses de restrição alimentar (RA) 
e tratamento com o 2,4-dinitrofenol (DNP). Painel A: consumo de oxigênio (VO2). Painel B: 
produção de CO2 (VCO2). Painel C: gasto energético (EE). Painel D: quociente respiratório (RQ). 
Média±ep (n=10). Anova-repeated measures para RQ: não significante. 
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A)          B) 

 

 

 

 

 

 

 

C)                                                                  D) 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Taxa metabólica corporal do período escuro de camundongos C57BL6 com NNT 
mutada (B6-J) alimentados ad libitum (ADL) e submetidos a 3 meses de restrição alimentar (RA) e 
tratamento com o 2,4-dinitrofenol (DNP). Painel A: consumo de oxigênio (VO2). Painel B: 
produção de CO2 (VCO2). Painel C: gasto energético (EE). Painel D: quociente respiratório (RQ). 
Média±ep (n=8-10). Anova one way para painéis A, B e C. Anova-repeated measures para RQ: 
p<0,030 RA vs ADL. 

 

Os níveis plasmáticos de lípides, proteínas totais e adipocinas das duas sub-

linhagens de animais sob os dois tratamentos, RA e DNP, são mostrados na Tabela 5. A 

única alteração induzida pela RA nos animais B6-UNI foi uma redução dos níveis de ácidos 

graxos livres, enquanto nos animais B6-J, além da redução significativa de AGL, houve 

também redução da colesterolemia. O tratamento com DNP não teve efeito nestes 

parâmetros plasmáticos dos dois grupos de animais. 
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Tabela 5: Concentrações plasmáticas de lipídios, proteínas totais e adipocinas de 

camundongos C57BL6 com NNT intacta (B6-UNI) e mutada (B6-J) alimentados ad libitum 

(ADL), submetidos à restrição alimentar (RA) e tratamento com 2,4-dinitrofenol (DNP) por 

3 meses. 

  ADL RA DNP 
Anova 

One-Way 
 

  
Colesterol 
 (mg/dl) 

 
87,9±3,55  

(18) 

 
89,8±4,21 

 (16) 

 
87,9±4,98   

(9) 

 
n.s 

 Triglicérides  
(mg/dl) 

67,0±7,15 
 (12) 

65,0±3,17  
(14) 

66,0±3,37  
(10) 

n.s 

 Ácidos graxos livres 
(mmol/l) 

0,62±0,04 
(13) 

0,33±0,03* 
(12) 

0,61±0,06 
(13) 

*p=0,0001 

B6-UNI Proteínas totais  
(g/dl) 

4,50±0,20 
(9) 

4,11±0,15 
(9) 

4,40±0,16 
(13) 

n.s. 

 Adiponectina jejum 
(ng/ml) 

5,72±0,45    
(5) 

5,43±0,19      
(9) 

5,64±0,47 
(9) 

n.s 

 Leptina jejum  
(ng/ml) 

0,80±0,15    
(9) 

0,71±0,11      
(12) 

0,61±0,08 
(11) 

n.s 

 Leptina alimentado 
(ng/ml) 

 

4,99±7,24 
(9) 

4,46±0,46 
(5) 

3,60±0,48 
(5) 

n.s. 

  
Colesterol  
(mg/dl) 

 
85,5±3,69  

(14) 

 
64,6±1,92*  

(15) 

 
78,2±4,00  

(7) 

 
*p<0,0001 

 
 Triglicérides  

(mg/dl) 
55,2±3,78 

(14) 
48,0±4,79  

(14) 
59,9±4,05  

(12) 
n.s 

 Ácidos graxos livres 
(mmol/l) 

0,66±0,19 
(18) 

0,48±0,03* 
 (15) 

0,60±0,04 
 (14) 

*p=0,0001 

B6-J Proteínas totais  
(g/dl) 

4,50±0,20 
(9) 

4,66±0,29  
(9) 

4,72±0,31  
(12) 

n.s. 
 

 Adiponectina jejum  
(ng/ml) 

6,58±1,00  
(4) 

8,09±0,92 
(7) 

8,37±0,66 
(7) 

n.s 

 Leptina jejum  
(ng/ml) 

0,90±0,12    
(13) 

0,97±0,13 
 (12) 

0,91±0,12  
(10) 

n.s 

 Leptina alimentado 
(ng/ml) 

 

4,68±6,59  
(11)  

3,82±2,83  
(6)  

3,574±6,12  
(5)  

n.s. 

Média±ep (n).  Anova one way: *RA vs ADL. 

 

Com relação à glicemia e insulinemia (Tabela 6), observamos que ambos os 

tratamentos RA e DNP induziram uma marcada redução de 2/3 nas concentrações 

plasmáticas de peptídeo C nos animais B6-UNI, sugerindo redução de secreção de insulina 
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in vivo nestes animais. Estes resultados também foram observados no grupo de animais B6-

J, que mostraram uma redução de 50% nas concentrações plasmáticas de peptídeo C com 

os dois tratamentos RA e DNP.  Além disso, os B6-J exibiram uma redução da insulinemia 

de jejum e do HOMA-IR após o tratamento com DNP. 

 

Tabela 6: Glicemia, insulinemia e peptídeo C de camundongos C57BL6 com NNT intacta 

(B6-UNI) e mutada (B6-J) alimentados ad libitum (ADL), submetidos à restrição alimentar 

(RA) e tratamento com 2,4-dinitrofenol (DNP) por 3 meses. 

  
ADL RA DNP 

Anova 
One-Way 

  
Glicemia jejum  
(mg/dl) 

 
84,0±3,3 

(15) 

 
87,0±4,3 

(17) 

 
80,0±2,2 

(7) 

 
n.s 

 Glicemia alimentado 
(mg/dl) 

146,4±3,8 
(21) 

134,8±3,9 
(21) 

157,0±3,7 
(11) 

n.s  

B6-UNI Insulina jejum 
(ng/ml) 

0,25±0,02 
(12) 

0,26±0,02          
(8) 

0,26±0,04 
(13) 

n.s 

 Insulina alimentado 
(ng/ml) 

0,91±0,84 
(12) 

1,40±0,17          
(8) 

1,05±0,15      
(13) 

n.s 
 

 HOMA-IR 8,81±0,71 
(11) 

11,16±1,14         
(6) 

11,22±1,25 
(12) 

n.s. 

 Peptídeo C jejum      
(nmol/l) 

156,60±27,40 
       (4) 

57,67±2,04* 
      (4) 

 

66,52±12,88# 
(4) 

 

*#p=0,0033 
 

  
Glicemia jejum  
(mg/dl) 

 
89,0±4,5 

(14) 

 
97,5±5,4 

(16) 

 
84,0±1,1 

(7) 

 
n.s 

 Glicemia alimentado 
(mg/dl) 

147,0±3,9 
(21) 

148,7±5,3 
(23) 

158,0±3,2 

(11) 
n.s. 

B6-J Insulina jejum 
(ng/ml) 

0,33±0,03 
(13) 

0,29±0,03 
(10) 

0,23±0,03# 
(15) 

#p=0,0411 
 

 Insulina alimentado 
(ng/ml) 

0,84±0,12 
(12) 

0,70±0,08 
(8) 

1,29±0,30 
(11) 

n.s 

 HOMA-IR 12,85±1,03 
(13) 

12,35±1,25 
(10) 

8,83±0,99# 
(15) 

#p=0,0179 
 

 Peptídeo C  jejum     
(nmol/l) 

298,50±14,66 
(4) 

157,00±16,17* 
(4) 

160,50±43,09# 
(4) 

*#p=0,0088 

Média±ep (n). *RA vs ADL, #DNP vs ADL. HOMA-IR (Homeostasis Model Assessment of Insulin 
Resistance) = (Insulina pM x glicemia mM) /22,5. 

 

Os efeitos dos tratamentos RA e DNP sobre a homeostase glicêmica (GTT) e 

sensibilidade à insulina (ITT) estão mostrados nas Figuras 13 e 14. Os tratamentos RA e 
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DNP não modificaram as áreas sob as curvas glicêmicas após a sobrecarga oral de glicose 

nos dois grupos de animais, B6-UNI e B6-J (Figura 13A e 13D). No entanto, analisando 

ponto a ponto, verificamos que tanto a RA quanto o DNP reduziram a concentração de 

glicose no tempo 15 minutos nos B6-UNI e a RA reduziu as concentrações de glicose nos 

tempos 30 e 60 minutos após a sobrecarga de glicose nos B6-J. Assim, os tratamentos 

mostraram algum benefício sobre a tolerância à glicose em ambos os grupos de animais. 

Além disso, os tratamentos RA e DNP reduziram marcadamente as concentrações 

plasmáticas de peptídeo C tanto nos B6-UNI (Figura 13B e 13C) quanto nos B6-J (Figura 

13E e 13F), sugerindo que os tratamentos reduziram a secreção de insulina em ambas sub-

linhagens. Quanto à sensibilidade periférica à insulina (Figura 14), verificamos que a RA e 

o DNP não tiveram efeitos nos animais B6-UNI (Figura 14A, 14B e 14C), enquanto que a 

área sob a curva glicêmica estava diminuída e a velocidade inicial de decaimento 

plasmático da glicose (KITT) estava acelerada nos animais B6-J submetidos à RA (Figura 

14D, 14E, 14F), evidenciando uma melhora da sensibilidade periférica à insulina. 
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        A)                                                         D) 

 

 

 

 

 

 

B)      E) 

 

 

 

 

 

 

 C)                                                        F) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 13: Teste de Tolerância à Glicose (GTT) e peptídeo C durante o GTT de camundongos 
C57BL6 com NNT intacta (B6-UNI) e mutada (B6-J) alimentados ad libitum (ADL) e submetidos a 
3 meses de restrição alimentar (RA) e tratamento com o 2,4-dinitrofenol (DNP). Painel A e Painel 
D: curva glicêmica após dose oral de glicose 1,5g/kg. Painel B e Painel E: concentrações de 
peptídeo C durante o GTT. Painel C e Painel F: áreas sob as curvas de peptídeo C (AUC). 
Média±ep (n=4-14). *Glicemia reduzida em 15 min B6-UNI (RA e DNP vs ADL) e *em 30 e 60 
min B6-J (RA e DNP vs ADL). Anova one-way para peptídeo C (painel C e F). 
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                    A)                                                         D) 
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C)                                                                  F) 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 14: Teste de Tolerância à Insulina (ITT) em camundongos C57BL6/J com NNT intacta (B6-
UNI) e mutada (B6-J) alimentados ad libitum (ADL) e submetidos a 3 meses de restrição alimentar 
(RA) e tratamento com o 2,4-dinitrofenol (DNP). Painel A e Painel D: curvas glicêmicas após dose 
intraperitoneal de insulina (0,75U/kg). Painel B e Painel E: área sob a curva (AUC) mostrada no 
painel A e D. Painel C e Painel F: velocidade de decaimento da glicose (KITT) após administração 
de insulina (0,75U/kg). Média±ep (n=5-12). Test t de Student: *RA vs ADL (painel E). Anova one 
way (painel F). 
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Avaliamos também como os tratamentos afetaram alguns marcadores de estresse 

oxidativo (Figura 15). Tanto a RA como o tratamento com DNP não modificaram a 

capacidade antioxidante total plasmática, e os indicadores de peroxidação lipídica 

(TBARS) e protéica (proteína carbonilada) no fígado dos dois grupos de animais B6-UNI 

(Figura 15A, 15B e 15C) e B6-J (Figura 15D, 15E e 15F). 

 

A)                                        B)                                         C) 

 

 

 

 

 

 

 

D)                                        E)                                         F) 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 15: Marcadores de estresse oxidativo de camundongos C57BL6 com NNT intacta (B6-UNI) 
e mutada (B6-J) alimentados ad libitum (ADL) e submetidos a 3 meses de restrição alimentar (RA) 
e tratamento com o 2,4-dinitrofenol (DNP). Painel A e Painel D: capacidade antioxidante total 
(trolox) do plasma. Painel B e Painel E: substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) no 
fígado. Painel C e Painel F: teor de proteínas carboniladas no fígado. Média±ep (n=5-7). 
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Apresentamos na Tabela 7 um quadro geral com o resumo de todos os resultados. 

Comparando as duas sub-linhagens com NNT mutada (B6-J) e intacta (B6-UNI) em 

condições fisiológicas (alimentação ad libitum), verificamos que, os animais mutantes 

apresentam maior adiposidade visceral, maior concentração de TG hepático, maior 

insulinemia de jejum, intolerância à glicose, resistência periférica à insulina, hipersecreção 

de insulina in vivo (peptídeo C) e por ilhotas pancreáticas isoladas. Em conjunto, estes 

resultados evidenciam claramente um quadro de síndrome metabólica nos animais B6-J. De 

modo geral os tratamentos de restrição alimentar e DNP corrigiram, pelo menos 

parcialmente, várias das alterações metabólicas, especialmente a restrição alimentar. 
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Tabela 7: Resumo dos resultados obtidos nas duas sub-linhagens de animais C57BL6 (B6-

UNI e B6-J) e suas respostas aos tratamentos com restrição alimentar (RA) ou com 2,4 

dinitrofenol (DNP). 

#*P<0,05: #Anova one way: ADL vs RA vs DNP e *Test t de Student vs ADL. & Glicemia reduzida 
em 15 min e $ em 30 e 60 min após sobrecarga oral de glicose. ns: não-significante. TG: 
triglicérides. COL: colesterol. AGL: ácidos graxos livre. HOMA-IR: homeostasis model assessment 
of insulin resistance. AUC: área sob a curva glicêmica. KITT: constante de decaimento da glicemia 
durante o teste de tolerância à insulina. 

 

 

 

 

 
 

B6-J vs B6-UNI* 
 

B6-UNI# 
(NNT intacta) 

B6-J# 
(NNT mutada) 

 (ADL) RA DNP RA DNP 

Consumo alimentar - ↓ 18% ns ↓ 16% Ns 

Eficiência alimentar - ns ns Ns ↓ 20%* 
Massa adiposa ↑ 75% ns ns ↓ 19%* Ns 

Massa magra ↓ 12% ↓ 8%* ns Ns Ns 

Gasto metabólico 
(estado alimentado) ↓ 18% ns ns ↑ 17% Ns 

Massa hepática ↓ 9% ns ns ↑ 9% Ns 

[TG] hepático ↑ 30% ns ns ↓ 27%* Ns 
[COL] plasma ns ns ns ↓ 24% Ns 
[AGL] plasma ns ↓ 47% ns ↓ 27% Ns 
Glicemia alimentado ns ns ns Ns Ns 
Glicemia jejum ns ns ns Ns Ns 

Insulinemia alimentado ns ns ns Ns Ns 

Insulinemia jejum ↑ 33% ns ns Ns ↓ 37% 

[Peptídeo C] plasma ↑ 100% ↓ 50% ↓ 50% ↓ 50% ↓ 72% 

HOMA-IR ↑ 46% ns ns Ns ↓ 45% 

Intolerância à glicose 
(AUC) ↑ 68% ↓ 17%*& ↓ 12%*& ↓ 7%*$ 

ns. 

Sensibilidade à 
insulina (KITT) ↓ 35% ns ns ↑ 41% Ns 

Sensibilidade à 
insulina (AUC) 
 

↓ 27% ns ns ↑14%* Ns 
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DISCUSSÃO 

 

A perda da função da enzima NNT causa um prejuízo na capacidade antioxidante 

mitocondrial aumentando os riscos de danos celulares ocasionados pelo excesso de espécies 

reativas de oxigênio (EROS) de origem mitocondrial (Ronchi, 2013). Neste trabalho, 

revelamos que a deficiência de NNT também modifica desfavoravelmente o fenótipo 

metabólico. Os animais deficientes de NNT apresentam distúrbios do metabolismo lipídico 

e glicídico característicos da síndrome metabólica. Os mecanismos responsáveis por este 

efeito da deficiência da NNT estão provavelmente ligados à ação sinalizadora das EROS. Já 

está bem estabelecido que diferentes concentrações de EROS regulam diversos processos 

celulares  (Hamanaka and Chandel, 2010). Por exemplo, baixas concentrações de EROS 

são necessárias para proliferação e diferenciação celular, concentrações moderadas de 

EROS ativam programas adaptativos como a regulação da transcrição de genes 

antioxidantes, e concentrações elevadas de EROS sinalizam o envelhecimento e a morte 

celular (Hamanaka and Chandel, 2010).  

Nossos resultados indicam que a integridade da enzima NNT é altamente relevante 

para determinação da adiposidade e da homeostase glicêmica. Em nosso trabalho 

observamos aumento da adiposidade dos camundongos B6-J associado ao menor gasto 

energético dos animais, quando em dieta pobre em gordura. Em termos de obesidade, 

existem apenas dois estudos que associam a NNT e adiposidade. Nicholson et al. (2010) 

descreveram que os camundongos mutantes B6/J apresentam menor massa adiposa corporal 

(40%) em relação a uma linhagem controle que possuía a NNT intacta (B6/NJ), quando em 

dieta pobre em gordura. Porém, quando alimentados por 14 semanas com dieta rica em 

gordura (60%), os mutantes B6/J apresentaram maior adiposidade corporal (25%) e 
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tornaram-se mais intolerantes à glicose que os B6/NJ. O background genético é 

extremamente importante na determinação da adiposidade em resposta a dieta rica em 

gordura, como por exemplo, Kern et al (2012) estudando 2 sub-linhagens de camundongos 

B6 (C57BL/6NTac vs C57BL/6JRj), as quais diferem em 11 de 1449 SNPs (single 

nucleotide polymorphisms), mostraram que os B6JRj tem maior ingestão alimentar e 

acumulam apenas 1/5 da massa adiposa dos B6NTac. Recentemente, Heiker et al (2013), 

trabalhando com amostras de tecido adiposo de humanos, mostraram que a expressão do 

RNAm da NNT era maior em indivíduos obesos e esta estava positivamente correlacionada 

com indicadores de obesidade (IMC, % de gordura corporal, área de gordura visceral e 

circunferência da cintura). Os autores sugerem que esta expressão aumentada de NNT nos 

depósitos de gordura visceral representa um mecanismo de defesa das células para reduzir 

estresse oxidativo e disfunção do adipócito. 

A intolerância à glicose observada nos animais B6-J mutantes da NNT em relação a 

controles com NNT intacta está de acordo com a maior parte dos estudos encontrados na 

literatura que comparam os B6-J com outras linhagens ou sub-linhagens de camundongos 

(Anexo I). No entanto, a explicação desta intolerância à glicose é geralmente atribuída a 

um defeito de secreção de insulina, enquanto que em nosso estudo, ao contrário, apontamos 

a resistência periférica à insulina como responsável tanto pela hipersecreção de insulina 

como pela intolerância à glicose. Toye e colaboradores (2005) compararam camundongos 

C57BL6/J (mutantes para a NNT) com linhagens totalmente distintas C3H/HeH, DBA/2 e 

Balb/c e verificaram que os primeiros são os animais mais intolerantes à glicose. Em 

análises adicionais entre os B6/J e C3H verificaram redução da secreção de insulina 

induzida por glicose nas ilhotas pancreáticas isoladas. Estes autores foram os primeiros a 

indicar que o gene candidato mais forte para explicar este fenótipo era a NNT ausente nos 
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B6/J e intacto nas outras linhagens. Freeman et al (2006c) comprovaram a implicação da 

deficiência da NNT na intolerância à glicose e alteração na secreção de insulina através da 

manipulação genética dos animais, i.e., super-expressando o gene da NNT nos animais 

C57BL6/J mutantes recuperaram inteiramente homeostase glicêmica. No entanto, 

diferentemente de nossos resultados, ambos os trabalhos de Toye et al (2005) e de Freeman 

et al (2006c) expressaram os dados de secreção de insulina como porcentagem do conteúdo 

total de insulina das ilhotas, sem revelar se havia diferença na quantidade de insulina das 

ilhotas. Em nosso estudo expressamos a secreção de insulina por massa de DNA, já que as 

ilhotas dos B6-J apresentavam um conteúdo de insulina 4 vezes maior que as dos B6-UNI. 

Portanto, os resultados daqueles autores podem estar enviesados por diferenças do teor de 

insulina das ilhotas. Em nosso estudo, observamos exatamente o oposto, i.e., 

hiperinsulinemia, aumento de peptídeo C e hipersecreção de insulina pelas ilhotas isoladas 

nos animais B6-J. Tanto a hipersecreção de insulina quanto a intolerância à glicose podem 

ser atribuídas à resistência periférica a este hormônio conforme dados do HOMA e teste de 

tolerância à insulina (AUCITT e KITT).  

Duas linhagens independentes de camundongos, DBA/2 e C57BLKS, as quais 

compartilham 25% do genoma, apresentam hipersecreção de insulina em resposta à glicose 

quando comparados aos C57BL6, e são linhagens consideradas mais suscetíveis à falência 

da célula beta e diabetes (Aston-Mourney et al, 2007; Anderson et al, 2009).  Aston-

Mourney et al (2007) mostraram que os camundongos DBA/2 tem tolerância à glicose 

inalterada às custas do aumento da insulinemia durante o GTT comparados aos C57BL6 

(ambos provenientes do The Walter and Eliza Hall Institute for Medical Research, 

Austrália). Este autores realizaram análises genética (QTL, quantitative trait locus) e 

genômica (GWA, genome-wide analysis) dos descendentes do cruzamento (C57BL6 vs 
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DBA/2) vs C57BL6 e mostraram uma associação significativa do aumento da insulinemia 

em resposta à glicose com uma região do cromossomo 13 que continha 9 genes candidatos. 

Destes, o único gene com expressão diferencialmente elevada nos DBA/2 em relação aos 

C57BL6 foi o gene da NNT.  Assim, os autores concluem que o aumento da NNT 

predispõe à hipersecreção de insulina. Anderson et al (2009) compararam o comportamento 

da secreção de insulina por ilhotas isoladas nas linhagens C57BLKS/J e C57BL6/J (The 

Jackson Laboratory, EUA). Os animais BLKS/J apresentam uma composição genotípica de 

71% dos B6, 25% dos DBA e 4% de outras linhagens. Os autores mostraram que os 

BLKS/J exibiram elevada secreção de insulina e aumento de tolerância à glicose em relação 

aos B6/J. Por mapeamento genético sugeriram que 2 genes (dentro de loci DBA) podem ser 

os principais determinantes do aumento da secreção de insulina nas ilhotas dos BLKS/J, a 

saber, a NNT e o Plagl-1 (pleiomorphic adenoma gene like I), cujas expressões estavam 

aumentadas 4 e 7 vezes, respectivamente. Adicionalmente vários outros genes inflamatórios 

responsivos à glicose são mais expressos nos animais BLKS/J. 

Wong et al (2010) compararam camundongos C57BL/6J (provenientes do Hall 

Institute, Austrália) com C57BL/6NTac (Taconics Farm, EUA) e mostraram que os B6J, 

apesar de mutantes para NNT, apresentaram uma atividade de redução de NADP+ normal e 

similar aos B6NTac, sugerindo que existe algum mecanismo enzimático compensatório 

para manter os níveis de NADPH nas células dos B6J provenientes do Hall Institute. Estes 

dois grupos de animais não mostraram diferenças significativas quanto à tolerância à 

glicose, secreção de insulina e adiposidade. 

Nicholson et al (2010) estudando as sub-linhagens B6/J e B6/NJ (ambos do Jackson 

Lab) mostraram que os mutantes B6/J, apesar de exibir uma insulinemia de jejum muito 

menor que os B6/NJ (NNT intacta) quando em dieta com baixo teor de gordura, respondem 
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a uma dieta rica em gordura com aumento da insulinemia até níveis similares aos dos 

B6/NJ. Portanto, não se pode concluir que os mutantes B6/J tem defeito de secreção de 

insulina com esta alta capacidade responsiva à dieta. Mesmo assim, estes animais 

permanecem mais intolerantes à glicose que os B6/NJ, e, portanto, deduz-se que os 

mutantes de NNT são mais resistentes à insulina, tal qual nossos resultados demonstram. 

Os nossos resultados e os destes estudos prévios revelam definitivamente que a 

expressão e atividade da NNT são altamente relevantes para homeostase glicêmica. Em 

nosso estudo comparamos C57BL/6J com os C57BL/6JUnib, sub-linhagens bastante 

similares que diferem em apenas 3 SNPs de 196 marcadores genéticos selecionados. Os 

primeiros não só apresentam NNT mutada como também redução drástica de sua atividade 

sem compensação de redução de NADP+ (Ronchi et al 2013). Nós propomos que a 

deficiência da NNT afeta particularmente a sensibilidade periférica à insulina e como 

consequência ocorre aumento de síntese (maior conteúdo total de insulina) e de secreção de 

insulina, porém não suficiente para resolver a intolerância à glicose.  Nossa hipótese 

mecanística é de que a falta da NNT nos tecidos alvos da insulina causa disfunção 

mitocondrial, super-produção de EROS e prejuízo da sinalização da insulina. Dados 

recentes de Wang et al (2013) dão suporte a nossa 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 redução da captação da glicose, redução da fosforilação de AKT, e redução da 

expressão do GLUT-4 e da secreção de adiponectina. Além disso, a resistência à insulina 

nestas células correlacionou-se com a severidade da disfunção mitocondrial. Como a 
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deficiência da NNT diminui marcadamente a capacidade antioxidante e aumenta a geração 

de EROS nas mitocôndrias hepáticas dos animais B6-J (Ronchi et al, 2013), é provável que 

a sinalização da insulina esteja prejudicada nos tecidos alvos da insulina. 

Demonstramos que a RA corrigiu, pelo menos parcialmente, o aumento da 

adiposidade visceral dos animais B6-J (19%), possivelmente por ter aumentado o seu gasto 

energético nos animais B6-J (17%). Além disso, a RA corrigiu completamente a esteatose 

hepática observada nos B6-J, característica da síndrome metabólica e da obesidade e 

indicativo de lipotoxicidade hepática (Bell et al 2008; McClain  et al, 2007). Hempenstall e 

colaboradores (2010) submeteram animais C57BL6/J e DBA/2 à uma restrição calórica 

mais severa (30%) durante 1 a 5 semanas e verificaram através da técnica de dual-energy 

X-ray absorptiomtery, redução significativa da massa adiposa em ambas linhagens. 

Bowman et al (2010) demonstraram que uma restrição calórica de 30% por 2-3 meses em 

ratos selecionados para a característica de síndrome metabólica (low capacity runners rats) 

reduziu a obesidade visceral e melhorou a esteatose hepática.  

Quanto à homeostase glicêmica, observamos que a RA trouxe benefícios tanto para 

os animais B6-UNI quanto para os B6-J melhorando a tolerância, diminuindo os níveis de 

peptídeo C durante o GTT (secreção de insulina in vivo) e nos B6-J corrigiu também a 

sensibilidade periférica à insulina. Estudos prévios mostraram que a restrição calórica de 

20% em camundongos obesos (ob/ob) melhorou a intolerância à glicose e a sinalização da 

insulina no fígado, embora não tenha corrigido a resistência à insulina globalmente 

(Tsutsumi et al, 2011). Hempenstall e colaboradores (2010) mostraram que a restrição 

calórica de 30% durante 1 a 5 semanas melhorou a tolerância à glicose e a sensibilidade 

periférica à insulina nos animais C57BL6/J e dos DBA/2. Existem muitas evidências na 

literatura de que a restrição calórica e a conseqüente perda de peso em obesos (diabéticos e 
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não diabéticos) melhora o metabolismo da glicose, melhorando a sensibilidade periférica à 

insulina (Heilbronn and Ravussin, 2010).  

Estudos prévios feito por Barziliaia e colaboradores (1999) mostraram que a 

restrição calórica de 50% reverteu à resistência a insulina hepática em ratos Sprague-

Dawley por reduzir a sua massa adiposa visceral. Em 2002, Gabriely et al também 

mostraram que restrição calórica em ratos Zucker reduziu o depósito adiposo visceral 

melhorando a resistência à insulina apresentada anteriormente nesses animais. A redução 

dos níveis de glicemia e aumento da sensibilidade à insulina induzidas pela restrição 

calórica podem contribuir para redução da glicação de proteínas e melhorar as taxas 

mitogênicas ao longo do processo de envelhecimento. Estudos de restrição calórica com 

macacos (Macaca fascicularis) submetidos à dieta rica em gordura e colesterol nos regimes 

ad libitum comparados a uma restrição calórica de 30% durante 4 anos induziram redução 

significativa na glicemia de jejum e melhora na sensibilidade à insulina, redução da gordura 

intra-abdominal, porém não houve alteração do perfil lipídico plasmático nem redução da 

aterosclerose (Kemnitz et al, 1994; Cefalu et al, 2004).  

Além disso, há evidências de que restrição calórica pode normalizar a função 

mitocondrial diminuída com o envelhecimento, provavelmente por induzir transcrição de 

genes envolvidos no sistema transportador de elétrons na mitocôndria e biogênese 

mitocondrial (Anderson and Weindruch, 2007). Assim, esse seria um dos mecanismos 

possíveis para explicar a correção da resistência periférica à insulina pela RA observada 

nos camundongos B6-J, já que esses animais apresentam uma disfunção mitocondrial 

importante. Portanto, a restrição alimentar aplicada em nosso estudo foi bem eficiente para 

os camundongos B6-J, reduzindo massa adiposa, AGL no plasma, normalizando a 
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sensibilidade periférica à insulina, e conseqüentemente reduzindo a secreção de insulina e 

melhorando levemente a tolerância à glicose nesses animais. 

O DNP é um composto com atividade protonófora em mitocôndrias que causa 

desacoplamento mitocondrial, menor eficiência da fosforilação oxidativa, induzindo maior 

velocidade de respiração mitocondrial e consequentemente maior velocidade do 

metabolismo oxidativo e gasto energético (Harper et al, 2001; Hong et al, 2001). Em doses 

altas o DNP é extremamente tóxico, porém em doses 100 vezes menor que a dose letal, o 

DNP foi capaz de reduzir estresse oxidativo, concentrações plasmáticas de TG e de glicose 

após 5 meses de tratamento e prolongar a sobrevivência de camundongos Swiss ao longo de 

2 anos de estudo (Caldeira da Silva et al, 2008). Em nosso estudo, o tratamento com DNP 

não alterou a massa adiposa, o metabolismo lipídico e o metabolismo corporal nas duas 

sub-linhagens, B6-UNI e B6-J, resultados provavelmente em consequência das doses 

extremamente baixas e tempo curto do tratamento. No entanto, o tratamento com DNP 

trouxe benefícios para a homeostase glicêmica.  Nos animais B6-UNI houve diminuição 

dos níveis plasmáticos de peptídeo C (secreção de insulina in vivo) e da resposta glicêmica 

15 minutos após carga oral de glicose. Nos animais B6-J, o DNP reduziu a insulinemia de 

jejum, peptídeo C e o índice HOMA-IR, porém não corrigiu a intolerância à glicose. 

Sugerimos que a ação desacopladora do DNP nos tecidos periféricos tenha melhorado a 

sinalização da insulina via aumento do metabolismo lipídico e redução de EROS. Por outro 

lado, a diminuição da secreção de insulina nos animais tratados com o DNP deve ser 

consequência tanto da menor resistência periférica à insulina, quanto da menor eficiência 

da fosforilação oxidativa e consequente redução da produção de ATP nas ilhotas. Como 

efeito de redução de secreção de insulina foi bem mais forte nos animais B6-J que nos B6-

UNI, estes animais ainda permaneceram intolerantes à glicose.  
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Comparando os efeitos do DNP com os efeitos da RA podemos afirmar que o DNP 

não é um mimético da RA (Tabela 7: resumo dos resultados), como postulado por alguns 

(Wolkow and Iser, 2006; Andrews et al, 2005) pelo menos dentro do período de 3 meses de 

tratamento, especialmente no que concerne ao metabolismo lipídico.  
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CONCLUSÕES 

 

Ao comparar os camundongos B6-J (mutantes da NNT) com os B6-UNI (NNT 

intacta) em seu estado basal (alimentados ad libitum), observamos que os B6-J apresentam 

maior adiposidade, maior teor de TG hepático, menor taxa metabólica corporal, maior 

insulinemia de jejum, intolerância à glicose, sensibilidade periférica à insulina prejudicada, 

maior secreção de insulina e maior conteúdo de insulina em ilhotas pancreáticas. Estes 

resultados nos levam a concluir que a deficiência da NNT nos camundongos B6-J 

predispõe à síndrome metabólica. 

O tratamento dos animais B6-J (mutantes da NNT) com restrição alimentar causou 

redução da adiposidade, do acúmulo de TG no fígado, dos níveis plasmáticos de colesterol 

e ácidos graxos livres, aumento da taxa do metabolismo corporal, melhora da tolerância à 

glicose e da sensibilidade periférica à insulina. O tratamento com dinitrofenol (DNP) nesses 

animais reduziu a insulinemia de jejum, as concentrações plasmáticas de peptídeo C e 

melhorou a sensibilidade periférica à insulina (HOMA). 

Concluímos que a deleção do gene da NNT é responsável por diferenças 

metabólicas marcantes, as quais são corrigidas, pelo menos parcialmente, por restrição 

alimentar ou tratamento com DNP. O tratamento com a restrição alimentar foi mais 

eficiente do que com o DNP, pois melhorou e corrigiu distúrbios do metabolismo lipídico e 

melhorou parcialmente o metabolismo glicídico nos animais B6-J.  
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Anexo 1: Resumo da literatura sobre homeostase glicêmica e adiposidade em 
linhagens de camundongos 

 

Referên-
cia 

Linhagens estudadas 
Expressão da 

NNT 
Intolerância 

à glicose 
Insulina 

Adiposi- 
dade 

 
Toye 
(2005) 
 

 
C57BL/6J (Jackson 
Laboratory) 
vs 

C3H/HeH (Oxfordshire, 
UK) 
 

 
Deficiente 
 
 
Aumentada 

 
 

 
(ilhotas) 
 
  

 
Freeman 
(2006) 
 

 
C57BL/6J (Jackson 
Laboratory) 
vs 

C57BL/6J + NNT 
gene 
 

 
Deficiente 
 
 
Aumentada 
(super-expressão) 

 
 
 

 

 
(ilhotas) 

 
 

 
Aston 
(2007) 
 

 
C57BL6 (Hall Institute) 
vs 

DBA/2 

 
Normal 
 
Aumentada 
 

 
 
 
 

 
 

 
(no GTT) 

 

 
Anderson 
(2009) 

 
C57BL6/J (Jackson 
Laboratory)  vs 

 
C57BLKS 
 

 
Deficiente 
 
 
Aumentada  

 
 

 

 

 
 
 
 
(ilhotas) 

 

 
Nicholson 
(2010) 
 

 
C57BL6/J (Jackson 
Lab) 
vs 

C57BL6/NJ (Jackson 
Lab) 
Sob dieta rica em gordura 

 
Deficiente 
 
 
Normal 

 
 

 

 

 
(plasma) 

 
 

 
Wong 
(2010) 

 
C57BL/6J (Hall 
Institute)   vs 
C57BL/6NTac 
(Taconic Farms, Inc.) 

 
NNT mutada mas 
atividade normal* 
 
Normal 
 

 
 
 

 
 (no GTT) 

 

 
 
 

*Alegada atividade total de redução de NADP+ no pâncreas semelhante nas 2 sub-linhagens por 
ensaio enzimático atípico. 
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Anexo 2: Resumo apresentado no XLVIII Congresso Anual  da Sociedade Brasileira 
de Fisiologia 2013 como finalista ao prêmio Álvaro Ozório de Almeida em 07/09/2013, 
Ribeirão Preto/SP 

 

A DEFICIÊNCIA DA TRANSIDROGENASE DE NUCLEOTÍDEO DE NICOTINAMIDA 
MITOCONDRIAL EM CAMUNDONGOS PREDISPÕE À SÍNDROME METABÓLICA. 
ROVANI, JC, DORIGHELLO, GG, OLIVEIRA, HCF,  

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA ESTRUTURAL E FUNCIONAL, UNICAMP, CAMPINAS, SP. 

JULIANA CRISTINE ROVANI; GABRIEL GABRIEL DORIGHELLO. 

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS, CAMPINAS - SP - BRASIL. 

Palavras-chave: Transidrogenase de nucleotídeo de nicotinamida;Síndrome metabólica;Resistência 
à insulina 

A síndrome metabólica, caracterizada por distúrbios do metabolismo de lípides e de carboidratos, 
apresenta alta incidência mundial. A transidrogenase de nucleotídeo de nicotinamida (NNT) é uma 
translocase de prótons da membrana mitocondrial interna importante para a manutenção do estado 
redox da organela. Recentemente foi descrito que sua deficiência pode afetar homeostase glicêmica 
e a secreção de insulina. O objetivo deste trabalho foi avaliar o papel da NNT mitocondrial no 
metabolismo lipídico e glicídico comparando camundongos C57BL6 com NNT intacta (B6/UNI) e 
mutada (B6/J). O protocolo experimental foi aprovado pela Comissão de Ética da UNICAMP (n° 
2620-1). Aos 5 meses de idade, comparados aos animais B6-UNI, os B6-J apresentaram 75% de 
aumento da massa adiposa perigonadal relativa (1,84±0,13 e 1,06±0,09 %, N=15, p<0,0001), 9% de 
redução na massa hepática (3,96±0,06 e 4,37±0,10 %, N=15, p<0,0001) e 30% de aumento de 
triglicérides hepáticos (16,5±0,87 e 12,7±1,04 mg/g, N=9, p<0,05). A lipemia e glicemia não 
variaram entre os grupos. A insulinemia tanto em jejum (1,92±0,31 e 0,42±0,17 ng/mL, N=6; 
p=0,0018) quanto no estado alimentado (4,75±1,20 e 0,83±0,11 ng/mL, N=6; p=0,015) estavam 5 
vezes maiores nos animais B6-J, os quais apresentaram ainda intolerância à glicose, com aumento 
de 26% na área sob a curva glicêmica do GTT (N=18, p=0,0232). O indicador de resistência à 
insulina HOMA-IR foi 7 vezes maior nos animais B6-J (N=5, p<0,001). Resumindo, os B6-J 
apresentaram maior adiposidade, maior conteúdo de triglicérides hepático, maior insulinemia, 
resistência à insulina e intolerância à glicose. Podemos concluir que a deleção da NNT nos 
camundongos B6-J caracteriza o fenótipo da síndrome metabólica. 

Apoio: CNPq e FAPESP 
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Food restriction by intermittent fasting induces diabetes and 
obesity and aggravates spontaneousatherosclerosis develop
ment in hypercholesterolaemic mice. 

Dorighello GG, Rovani JC, Luhman CJ, Paim BA, Raposo HF, Vercesi AE, Oliveira HC. 

Author information 

Abstract 

Different regimens of food restriction have been associated with protection against obesity, diabetes and CVD. In the present 

study, we hypothesised that food restriction would bring benefits to atherosclerosis- and diabetes-

prone hypercholesterolaemic LDL-receptor knockout mice. For this purpose,2-month-old mice were submitted to 

an intermittent fasting (IF) regimen (fasting every other day) over a 3-month period, which resulted in an overall 20 % 

reduction in food intake. Contrary to our expectation, epididymal and carcass fat depots and adipocyte size were significantly 

enlarged by 15, 72 and 68 %, respectively, in the IF mice compared with the ad libitum-fed mice. Accordingly, plasma levels 

of leptin were 50 % higher in the IF micethan in the ad libitum-fed mice. In addition, the IF mice showed increased plasma 

levels of total cholesterol (37 %), VLDL-cholesterol (195 %) and LDL-cholesterol (50 %). As expected, in wild-type mice, the 

IF regimen decreased plasma cholesterol levels and epididymal fat mass. Glucose homeostasis was also disturbed by the IF 

regimen in LDL-receptor knockout mice. Elevated levels of glycaemia (40 %), insulinaemia (50 %), glucose intolerance and 

insulin resistance were observed in the IF mice. Systemic inflammatory markers, TNF-  and C-reactive protein, were 

significantly increased and spontaneous atherosclerosis development were markedly increased (3-fold) in the IF mice. In 

conclusion, the IF regimen inducedobesity and diabetes and worsened the development of spontaneous atherosclerosis in 

LDL-receptor knockout mice. Although being efficient in a wild-type background, this type of food restriction is not beneficial 

in the context of genetic hypercholesterolaemia. 
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Anexo 4: Aprovação da Comissão de Ética em Experimentação Animal                                                


