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ARTIGO ORIGINAL
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Reduction of oxidative stress improves insulin signaling in
cardiac tissue of obese mice
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RESUMO

Objetivo: Avaliar os efeitos do estresse oxidativo sobre a sinalizacdo da insulina em tecido
cardiaco de camundongos obesos. Métodos: Utilizaram-se 30 camundongos Swiss subdivididos
igualmente (n=10) em trés grupos: Grupo Controle, Grupo Obeso e Grupo Obeso Tratado com
N-acetilcisteina. Apds estabelecidas a obesidade e a resisténcia a insulina, os camundongos
obesos foram tratados diariamente, durante 15 dias, via gavagem oral, com N-acetilcisteina na
dose de 50mg/kg. Resultados: Observaram-se maiores niveis de glicose sanguinea, contelidos
de nitrito e carbonil, e menores niveis proteicos de glutationa peroxidase e proteina quinase
B fosforilada no Grupo Obeso quando comparado a seu respectivo controle. Por outro lado, o
tratamento com N-acetilcisteina se mostrou eficiente em diminuir os niveis glicémicos, os
contetdos de nitrito e carbonil, e aumentar significativamente os niveis proteicos de glutationa
peroxidase e proteina quinase B fosforilada, quando comparados ao Grupo Obeso. Conclusao:
Obesidade e/ou dieta hiperlipidica levam a estresse oxidativo e a resisténcia a insulina no tecido
cardiaco de camundongos obesos, e o uso da N-acetilcisteina como estratégia metodoldgica e
terapéutica sugeriu haver relagao entre ambos.

Descritores: Obesidade; Resisténcia a insulina; Estresse oxidativo; Miocérdio; Camundongos

ABSTRACT

Objective: To evaluate the effects of oxidative stress on insulin signaling in cardiac tissue of
obese mice. Methods: Thirty Swiss mice were equally divided (n=10) into three groups: Control
Group, Obese Group, and Obese Group Treated with N-acetylcysteine. After obesity and insulin
resistance were established, the obese mice were treated with N-acetylcysteine at a dose of
50mg/kg daily for 15 days via oral gavage. Results: Higher blood glucose levels and nitrite and
carbonyl contents, and lower protein levels of glutathione peroxidase and phosphorylated protein
kinase B were observed in the obese group when compared with their respective control. On the
other hand, treatment with N-acetylcysteine was effective in reducing blood glucose levels and
nitrite and carbonyl contents, and significantly increased protein levels of glutathione peroxidase
and phosphorylated protein kinase B compared to the Obese Group. Conclusion: Obesity and/or
a high-lipid diet may result in oxidative stress and insulin resistance in the heart tissue of obese
mice, and the use of N-acetylcysteine as a methodological and therapeutic strategy suggested
there is a relation between them.
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INTRODUCAO

A obesidade € um problema de satde ptiblica mundial e
multiétnico, que acomete homens e mulheres de todas
as faixas etarias e classes sociais."» Dados epidemiolOgi-
cos reforcam a prevaléncia desta patologia na populacao
mundial. Segundo levantamento da Organizacao Mundial
da Satude (OMS), realizado em 2016, mais de 1,9 bilhdo
de adultos sofriam com o sobrepeso, sendo obesos 650
milhoes destes.®) Com a obesidade, surgem alteracoes
fisiopatoldgicas importantes, como o diabetes mellitus do
tipo 2, a resisténcia a insulina,® além de doencas cardio-
vasculares e complicacoes clinicas associadas.®

Virias estratégias tém sido utilizadas para se estu-
dar experimentalmente a obesidade, com destaque para
o modelo de inducio por dieta rica em gordura (dieta
hiperlipidica).*” Camundongos alimentados com tal
dieta apresentaram problemas cardiacos significativos,
como fibrose do miocérdio, hipertrofia de cardiomidci-
tos e diminuigao da capacidade contratil do coragao.®
Camundongos obesos apresentam prejuizos nas capta-
coes de glicose e reducdo da sensibilidade a insulina no
miocardio.®

Vérios mecanismos podem estar envolvidos na ins-
talacdo da resisténcia a insulina neste 6rgao, e o eleva-
do estresse oxidativo pode ser um deles. Animais trata-
dos com dieta hiperlipidica apresentam superprodugao
de espécies reativas do oxigénio (ERO) no figado e no
tecido adiposo.1” O miocardio de camundongos obe-
sos por dieta rica em gordura apresenta aumento de
estresse oxidativo.!'™ No entanto, os estudos niao sao
conclusivos e merecem maiores investigacoes.

Estrategicamente, o uso de um classico antioxidante
poderia melhor demonstrar a relacao estresse oxidativo
e acdo da insulina, e ser de grande valia. Sendo assim,
o N-acetilcisteina (NAC), um antioxidante ndo enzimd-
tico derivado do aminodcido cisteina, de formula qui-
mica CCHNO,S e peso molecular 163,2kDa,"® ¢ uma
substancia que, devido a sua acdo antioxidante, pode
ser utilizada experimentalmente para melhor demons-
trar esta relacao.

O NAC é um composto muito empregado na prati-
ca clinica como agente mucolitico, para o tratamento de
overdoses de paracetamol e prevencao de geracao de
radicais livres por substancias toxicas.!'® Sua atividade
antioxidante esta relacionada principalmente a redugao
do aminodcido extracelular cistina ao aminodcido intra-
celular cisteina, e a doacao de grupamentos tiol para
a glutationa reduzida.!® Além disso, o NAC pode pro-
mover a neutralizagdo direta de ERO como o radical
hidroxila e o 4cido hipocloroso, prevenindo a instalacao
do estresse oxidativo e suas possiveis consequéncias so-
bre resisténcia a insulina.™
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OBJETIVO

Analisar o aumento de estresse oxidativo e resisténcia a
insulina em miocardio de camundongos obesos por dieta
rica em gordura. Em caso de resposta positiva, analisar
se o uso do N-acetilcisteina mostra alguma relacao causal
entre tais mecanismos.

METODOS

Aspectos étnicos e caracterizagao dos animais
Foram utilizados, neste estudo, 30 camundongos Swiss
machos com 45 dias de vida, provenientes do Centro
de Bioterismo da UNESC, divididos inicialmente em
dois grupos: 10 animais alimentados com dieta padrao
para roedores (Grupo Controle) e os demais 20 animais
alimentados com dieta hiperlipidica, apds comprovada
a obesidade e a resisténcia a insulina, foram subdividi-
dos em dois outros grupos experimentais: Grupo Obeso
(n=10) e Grupo Obeso Tratado com N-acetilcisteina
(n=10). Todos os animais foram mantidos em ciclos de
12 horas claro/escuro, ambiente com 70% de umidade
e temperatura entre 20°C e 22°C, alojados em gaiolas
de poliuretano com cobertura metalica (um animal por
caixa), e alimentados por 12 semanas com ragao padrao
(carboidrato: 70%; proteina: 20%; gordura: 10%; to-
talizando 3,8kcal/g) ou ragao hiperlipidica (carboidra-
to: 38,5%; proteina: 15%; gordura: 46,5%; totalizando
5,4kcal/g) para roedores e dgua ad libitum.

Este estudo foi avaliado e aprovado pelo Comité
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
do Extremo Sul Catarinense (UNESC), protocolo
042/2016-2. Todos os experimentos respeitaram estrita-
mente os principios éticos da experimentagao animal.

Tratamento dos animais com antioxidante
N-acetilcisteina

Ap6s a instalacdo da obesidade e da resisténcia a in-
sulina, os animais que receberam previamente a dieta
hiperlipidica foram subdivididos em dois grupos: Grupo
OB, grupo de obesos alimentados com dieta hiperli-
pidica (n=10), e Grupo OB + NAC, grupo de obeso
tratado durante 15 dias com N-acetilcisteina (n=10).
Vale ressaltar que os animais deste dltimo grupo sé
receberam a terapia antioxidante apds a devida com-
provacao da obesidade e da resisténcia a insulina, cujas
avaliacoes foram devidamente realizadas ap6s trés me-
ses de exposi¢ao dos animais a dieta rica em gordura. A
NAC foi administrada uma vez ao dia, via gavagem oral
(50mg/kg), durante 15 dias. O estudo foi realizado nos
meses de fevereiro e marco de 2017. Ao todo, a duragao
do protocolo experimental (periodo experimental) foi
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de 14 semanas e 1 dia. Depois de 24 horas da tltima
administracdo da NAC, os animais foram eutanasiados,
e o coragao foi extraido, para posterior realizacao das
técnicas bioquimicas.

Glicemia em jejum

O teste foi realizado ao final do periodo experimental.
A alimentacao foi retirada 6 horas antes do teste. A do-
sagem da glicose sanguinea foi feita por meio de glicosi-
metro, e os resultados foram expressos em mg/dL.

Teste de tolerancia a insulina

O teste de tolerancia a insulina foi realizado antes do
inicio da administracdo de antioxidante e ao final do
periodo experimental. O alimento foi retirado 6 horas
antes do teste, e a primeira coleta sanguinea equivale
ao tempo zero. Ap0s isso, a insulina (2U/kg de peso cor-
poral) foi injetada intraperitonealmente, e amostras de
sangue foram coletadas pela cauda nos tempos 5, 10, 15,
20, 25 e 30 minutos, sendo a determinacio da glicemia
realizada com um glicosimetro. A velocidade constante
do decaimento da glicose (K,) foi calculada usando a
férmula 0,693/t ,. O t,, da glicose foi calculado a partir
da curva da andlise dos minimos quadrados da concen-
tracao da glicose sérica, durante a fase de decaimento
linear. Esse teste foi realizado para comprovacao da
instalacdo da resisténcia a insulina nos camundongos
obesos e verificar possivel melhora nos animais tratados.

Western blotting

ApO6s 24 horas da dltima administragao de NAC, os
animais sofreram eutanasia, e o apice cardiaco foi
extraido e imediatamente homogeneizado em tampao
especifico, contendo inibidores de proteases e fosfa-
tases. A concentracdo de proteinas totais fora deter-
minada segundo método de Bradford et al.'® As pro-
teinas foram ressuspensas e conservadas em tampao
Laemmli, contendo 100mmol/L de ditiotreitol (DTT),"”
e realizou-se a determinacdo do immunoblotting com
anticorpos especificos. Para isso, aliquotas contendo
250ug de proteina por amostra foram aplicadas sobre
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e, posteriormente,
foram transferidas para membranas de nitrocelulose via
eletroforese. A seguir, as membranas foram incuba-
das com anticorpos primarios especificos anti-pAKT,
glutationa peroxidase (GPx) e beta-actina adquiridos
da Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, California,
USA), sob agitagao constante, durante a noite, a 4°C.
Posteriormente, as membranas foram incubadas em
solucdo com anticorpo secundario conjugado com pe-
roxidase, durante 2 horas, a temperatura ambiente.

Ap0s, as membranas foram incubadas por 2 minutos
em substrato enziméatico e expostas ao filme de raios
X em cassete de revelagao radiografica. A intensidade
das bandas foi determinada por meio da leitura das
radiografias reveladas por densitometria Otica, utili-
zando um scanner (HP G2710) e o programa Imagel.

Diclorohidrofluoresceina

A oxidacdo do 2’7’diacetato de diclorohidrofluores-
ceina (DCFH-DA) pelas células causa a fluorescéncia
da difluoresceina (DCF), que pode facilmente ser lida
em espectrofotdmetro. Neste ensaio, 100uL. de dgua e
75wl de DCFH-DA foram adicionados a 25uL. de ho-
mogeneizado de amostra, homogeneizados em virtex e
levados ao banho-maria a 37°C ao abrigo da luz, por um
periodo de 30 minutos. Separadamente, foi preparada
a curva de calibracdo, onde se utilizou como padrao o
DCFH-DA 0,1uM diluido em tampao fosfato/EDTA
em pH 7,4 em diferentes concentracoes. Tanto as amos-
tras quanto a curva de calibragao foram processadas em
duplicata e ao abrigo da luz. Ao final dos 30 minutos,
foram feitas as leituras no espectrofotdmetro (525nm
excitacdo e 488nm de emissao), sendo os resultados ex-
pressos em nmol de DCF por mg de proteinas.!®

Indicador de formacao de dxido nitrico

Para mensurar o conteido de nitrito, as amostras fo-
ram incubadas com reagente Griess (1% sulfanilamida
e 0,1% de N-1 (naftil) etilenodiamina) em temperatura
ambiente, por 10 minutos, € a absorbancia foi medida a
540nm. O conteudo de nitritos foi calculado com base
em uma curva padrao de 0 a 100nM realizada com o
metabdlito nitrito de soédio (NaNO2). Os resultados
foram calculados em wmol nitrito/mg proteina.t”

Carbonilacao de proteinas

O contetudo de carbonilas foi determinado espectrofoto-
metricamente a 370nm como previamente descrito por
Levine et al.?” Os resultados foram calculados como
nmol/mg de proteina empregando o coeficiente de ex-
tincdo molar de dinitrofenilhidrazonas de 22.000M 'cm.

Andlises estatisticas

Os resultados foram expressos como média+erro pa-
drao da média e analisados estatisticamente por meio
de analise de variancia (ANOVA), seguida do teste
post hoc Bonferroni. Foi adotado nivel de significancia
p<0,05. A anélise estatistica foi realizada por meio do
software GraphPad Prism® (versao 5.00) para Microsoft
Windows®.
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RESULTADOS

Peso corporal e glicemia em jejum

A avaliagao dos efeitos da suplementacao de NAC sobre
o peso corporal, da glicemia em jejum e da tolerancia
a insulina em camundongos obesos esta ilustrada na fi-
gura 1. Como esperado, a alimentacdo dos camundon-
gos com dieta hiperlipidica foi eficiente em aumentar
o peso corporal dos camundongos; a administracao do
antioxidante NAC nao alterou tal parametro nos ca-
mundongos, o qual permaneceu elevado de modo sig-
nificativo em relacdo ao Grupo Controle (Figura 1A).
Os niveis glicémicos em jejum dos camundongos obesos
foram maiores quando comparados ao Controle. A
administracao de NAC reduziu os niveis glicémicos de
jejum no Grupo Tratado com NAC, em relacao ao Grupo
Obeso (Figura 1B).
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Figura 1. Efeitos da suplementacéo de N-acetilcisteina sobre o peso corporal,
glicemia em jejum e toleréncia a insulina em camundongos obesos
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Teste de tolerancia a insulina

Para avaliar-se a sensibilidade a insulina entre os gru-
pos estudados, utilizou-se a constante de decaimento da
glicemia (k). A obesidade reduziu significativamente
os valores de k,, quando comparado ao Grupo Controle.
Por outro lado, o tratamento com antioxidante NAC
reverteu esse efeito significativamente (Figura 1C).

Producao de espécies reativas no tecido cardiaco

Os efeitos do antioxidante NAC sobre a producgao de
espécies reativas pelas técnicas de DCF e 6xido nitrico
(NO), e sob o dano oxidativo no tecido cardiaco de ca-
mundongos obesos, estao mais bem ilustrados na figura
2. Nenhuma diferenca entre os trés grupos foi encontra-
da quanto aos niveis de DCF (Figura 2A). No entanto,
observaram-se aumento da concentracio de nitrito no
Grupo Obeso e reducao desta concentracao quando o
Grupo Obeso recebeu a NAC (Figura 2B).
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Figura 2. Efeitos da administracéo de N-acetilcisteina sobre os niveis de
diclorofluoresceina, nitrito e carbonil no tecido cardiaco de camundongos obesos
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Defesa antioxidante e dano oxidativo

Avaliou-se carbonil como marcador de dano oxidativo.
Observou-se aumento na carbonilagdo de proteinas no
Grupo Obeso quando comparado ao Controle. O uso de
NAC reduziu significativamente este parametro (Figura
2C). Resultados similares foram observados quando se
analisou a expressao da GPx. Os niveis proteicos de GPx
nao se alteraram significativamente no Grupo Obeso. No
entanto, a administracao do antioxidante NAC elevou mar-
cantemente o0s niveis proteicos dessa enzima (Figura 3).
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Figura 3. Efeitos da administracéo de N-acetilcisteina sobre os niveis proteicos
de glutationa peroxidase no tecido cardiaco de camundongos obesos

Efeitos do N-acetilcisteina sob a sinalizagao da insulina
Avaliaram-se os niveis proteicos de Akt fosforilada,
como marcador da via de transducdo da insulina. Os
resultados mostraram que a obesidade reduziu signifi-
cativamente os niveis proteicos da fosforilacao da Akt,
quando comparado ao Grupo Controle. Por outro lado,
o tratamento com NAC mostrou-se eficaz em elevar os
niveis da Akt fosforilada no tecido cardiaco a valores
similares ao Grupo Controle (Figura 4).
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Figura 4. Efeitos da administracéo de N-acetilcisteina sobre os niveis proteicos
da proteina quinase B fosforilada no tecido cardiaco de camundongos obesos

DISCUSSAO

O presente estudo investigou o estresse oxidativo e sua
influéncia sobre a sinalizacido da insulina em miocardio
de camundongos obesos. Metodologicamente, optou-se,
para isso, tratar os animais com o antioxidante NAC.

Nossos resultados mostram que o tratamento com
NAC foi capaz de atenuar a produgio de espécies rea-
tivas, diminuir danos oxidativos as proteinas, elevar os
niveis proteicos de GPx e ainda alterar a fosforilagao da
proteina Akt (proteina crucial envolvida na sinalizacao
da insulina). Tais resultados permitem sugerir que, na
obesidade, ocorre aumento do estresse oxidativo, o que
pode influenciar e afetar a sinalizagio celular insulinica,
ao menos no miocardio de camundongos obesos.

Utilizamos a dieta hiperlipidica como modelo para
inducao da obesidade.®) No presente estudo, a dieta
rica em gordura foi eficiente em elevar o peso corporal
nos animais do Grupo Obeso. A administracido do an-
tioxidante NAC néo alterou significativamente o peso
corporal desses animais. Por outro lado, quando NAC
foi administrada de forma concomitante a oferta da dieta
rica em gordura, Ma et al.,®® observaram reducao do
peso corporal do Grupo Tratado com NAC, comparado
com o Grupo Obeso nao tratado.

Animais obesos apresentaram maiores niveis san-
guineos de glicose em jejum quando comparado ao
Grupo Controle. O aumento da glicemia em jejum nos
animais obesos sugeriu instalacio da resisténcia cor-
poral a insulina. Ao realizar o teste de tolerancia a in-
sulina, verificou-se que a sensibilidade a insulina foi,
de fato, significativamente diminuida no Grupo Obeso.
Interessantemente, quando suplementado com NAC,
houve reducao da glicemia em jejum, bem como au-
mento da sensibilidade a insulina. Estudo desenvolvido
por Zheng et al.,*® administrando o NAC por 5 meses
via oral diluido na dgua de beber mostrou resultados
similares. Camundongos obesos que receberam NAC
por 5 meses tiveram melhora no quadro glicémico de
jejum, bem como melhor tolerancia a glicose, evidéncia
que reforca a participacido do estresse oxidativo sob a
fisiopatologia da resisténcia a insulina.

Zafirovic et al.,®» mostraram que a obesidade, além
de prejudicar a captacao de glicose e a sinalizacao da
insulina no coracgao, eleva, via aumento da expressao de
oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), a producdo de
NO neste 6rgao.?» O NO é um importante vasodilatador
e influencia diretamente na contratilidade cardiaca.®
Porém, no ponto de vista bioquimico, o NO pode rea-
gir com 0 anion super6xido o impedindo de ser dismu-
tado pela superdxido dismutase (SOD) em H,O,. No
presente estudo, embora nao tenham sido observadas
alteragOes significativas no nivel de DCFH, houve au-
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mento de espécies reativas no Grupo Obeso (a0 menos
de nitrogénio), e a administracdo de NAC reduziu tais
parametros.

Devido a capacidade de reacao do NO com o anion
superoxido, ocorre desvio na reagdo, que favorece a
producao de perdxido nitrito via NO e diminui a forma-
¢ao de H,O, (principal reagente na técnica do dicloro-
hidrofluoresceina). Assim, € possivel que a manutencao
dos niveis de DCFH seja justamente devida ao fato de
haver este desvio na reacao provocado pelo aumento de
NO. Em adigao, embora a atividade de neutralizacao
direta de espécies reativas (scavenger) do NAC seja sig-
nificativamente menor do que a agdo das enzimas an-
tioxidantes como SOD, catalase e GPx, 0 NAC também
pode exercer esta funcao e prevenir o desenvolvimento
de estresse oxidativo.(®

O aumento de espécies reativas relaciona-se com o
dano oxidativo a proteinas, lipideos e 4cidos nucleicos.
Para saber se a obesidade esta relacionada ao aumento
de dano proteico, avaliou-se o contetido de carbonil no
tecido cardiaco, o qual estava elevado no Grupo Obeso.
De fato, analisando o tecido cardiaco de camundongos
obesos, Li et al.,®® demonstraram que, na obesidade,
ocorre aumento de dano oxidativo em proteinas.®® Se-
gundo Guo et al.,*” a obesidade é capaz de elevar signi-
ficativamente a expressao de subunidades do complexo
fosfato de dinucledtido de nicotinamida e adenina oxi-
dase (NADPH oxidase), principal gerador de ERO no
tecido cardiaco.®” Utilizando o NAC, estes autores ob-
servaram menor translocagao da subunidade p67 para a
membrana e concluiram que a administragio de NAC
reduz danos a proteina por meio da reducao da ativi-
dade da NADPH oxidase em tecido cardiaco de ratos
obesos.

No presente estudo, avaliaram-se os niveis protei-
cos da GPx como indicativo de atividade antioxidante.
A obesidade reduziu os niveis proteicos de GPx, embo-
ra nao de maneira significante. O tratamento com NAC
foi capaz de elevar os niveis proteicos desta enzima.
Segundo Lavoie et al.,*® a administracao oral de NAC
aumenta os niveis de cisteina e, consequentemente, ele-
va os niveis de glutationa reduzida, a GSH, um tripepti-
deo composto por glicina, glutamil e grupamento cistei-
na.(*1% Estudando o sistema de defesa antioxidante em
animais obesos, Whiting et al.,*” observaram aumento
na producao de radicais livres em ratos obesos hipergli-
cémicos, o que foi relacionado com menores niveis de
GPx plasmatica e eritrocitaria.® Em adigao, estudo re-
alizado por Ballal et al.,*” mostrou reduzidos niveis de
GPx em tecido cardiaco de ratos obesos.” Alguns estu-
dos tém demonstrado que o aumento do estresse oxida-
tivo pode prejudicar a sinalizacdo da insulina.®'*» No
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entanto, ha, também, estudo demonstrando que o au-
mento de ERO pode elevar a sensibilidade a insulina.
Esses achados contraditdrios na literatura sugerem que a
relagio entre estresse oxidativo e sensibilidade a insulina
ainda nao esta elucidada e merece maiores investigacoes.

No presente estudo, utilizando a fosforilacao da
Akt como marcador da sinalizacao da insulina, obser-
vou-se que a obesidade reduziu significativamente a
expressao da Akt no tecido cardiaco de camundongos
obesos. Estudando a Akt no miocardio de roedores,
DeBosch et al.,®» e Shiojima et al.,®® relataram que a
atividade desta proteina pode ser regulada pela insuli-
na, pelo estado nutricional e pelo estado redox. Usando
a fosforilacao de Akt como marcador miocardico de
RI, Whaley-Connell et al.,®” reportaram que a produ-
¢ao de oxidantes estd inversamente associada a sensi-
bilidade a insulina.®” Com o intuito de verificar esta
informac¢ao, administrou-se, nos camundongos obesos,
o antioxidante NAC, elevando-se, assim, a expressao
da proteina pAKT de modo significativo em relagao
ao Grupo Obeso. Embora o exato mecanismo de como
isso ocorra nao esteja claro na literatura, acredita-se
que o aumento do processo inflamatdrio, muito pre-
sente na obesidade, possa elevar o estresse oxidativo
e prejudicar a sinalizagdo da insulina neste 6rgao —
correlacdo esta reforcada neste estudo por meio da
administracdo do antioxidante NAC.

CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que a obesidade e/ou a dieta
hiperlipidica levam ao estresse oxidativo e a resisténcia
a acao da insulina no tecido cardiaco de camundongos
obesos. O uso de N-acetilcisteina como estratégia me-
todoldgica e terapéutica sugere relacdo entre ambos.
No entanto, futuros estudos sao necessarios para ava-
liar-se a relacdo causa-efeito entre estresse oxidativo e
resisténcia a insulina, bem como as possiveis alteragoes
fisioldgicas resultantes.
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