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RESUMO

VALLE, MMR. A expressao e a atividade da NAD(P)H oxidase em ilhotas
pancreaticas de ratos tratados com dieta hiperlipidica. 2009. 72 f. Dissertacio -
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2009.

Nos udltimos anos, com a mudanca do estilo de vida da populag@o, que inclui uma dieta rica
em gordura e inatividade fisica, aumentou o niimero de pessoas com sindrome metabdlica. Esta
se caracteriza por obesidade abdominal, resisténcia a insulina, hipertensao, niveis de triglicérides
altos e o colesterol HDL baixo. H4 muitos modelos para estudo de sindrome metabdlica e de suas
disfungdes. Um deles constitui-se no uso de dieta hiperlipidica, simulando uma condi¢do
ambiental humana. O tipo de gordura utilizado influencia na resposta obtida. Para gerar
obesidade e resisténcia a insulina é muito utilizada a banha de porco, pois esta possui uma ac¢ao
bastante deletéria sobre os animais. Este tipo de dieta também gera disfungdo das células 3 do
pancreas, caracterizada pela diminui¢do da secrecdo de insulina in vitro e in vivo e até mesmo
diminuicdo da expressdo de seu RNAm e proteina, o qual € um fator de risco para o diabetes
mellitus. Outro fator que pode contribuir para a disfun¢do do pancreas € o estresse oxidativo, ao
qual estas células sdo muito sensiveis por possuirem poucas defesas antioxidantes. Em tecidos
como o cerebral, o hepdtico, o adiposo, o renal e a aorta de animais tratados com dieta
hiperlipidica ji se observou aumento de expressdo e/ou atividade da NAD(P)H oxidase.
Conseqlientemente, esta enzima pode estar envolvida em processos fisiopatologicos de doencas
como a hipertensdo arterial, a doenca hepdtica gordurosa ndo alcodlica, as deméncias e a
resisténcia periférica a insulina. Além disso, em ilhotas de ratos OLEFT e camundongos db/db,
ambos diabéticos tipo 2, foi verificado estresse oxidativo e aumento da expressdao da enzima,
sugerindo que ela tenha um papel na disfuncdo das células B. Também hd evidéncias de sua
participacdo em processos fisioldgicos como a secrecdo de insulina. Deste modo, o objetivo do
presente trabalho foi avaliar se a dieta hiperlipidica altera a expressdo e/ou a atividade da
NAD(P)H oxidase em ilhotas pancredticas e se este fato pode estar associado as disfunc¢des das
células B ja relatadas na literatura para este modelo animal. Nossos resultados demonstram que a
dieta foi efetiva em promover um quadro semelhante a sindrome metabdlica, j4 que os animais

apresentaram obesidade abdominal, pressdo arterial sistélica elevada, HDL-colesterol diminuido,



glicemia sanguinea em jejum aumentada, hiperinsulinemia e intolerancia a glicose. Entretanto, as
ilhotas pancredticas dos animais que receberam dieta hiperlipidica ndo apresentaram estresse
oxidativo, apresentaram menos apoptose, maior taxa de metabolizacdo da glicose, maior secre¢do
de insulina em alta glicose e menor expressio protéica das subunidades p47°" e gp91”™* da
NAD(P)H oxidase e diminuicdo da produgdo de superoxido em relacdo aos animais controle.
Todos estes resultados indicam que as ilhotas estdo regulando a sua atividade e fun¢do para
compensar os efeitos deletérios da suplementacio com gordura saturada animal. H4 alguma

regulacio pos-transcricional ou pos-transducional sobre as subunidades da NAD(P)H oxidase e a
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diminuicdo dos niveis protéicos de p4 e gp9 , assim como de superdxido nas células beta
indicam que provavelmente esta € uma adaptac@o a condicao do excesso de dcidos graxos e deve
estar relacionado ao aumento da secre¢do de insulina, necessdrio para compensar a resisténcia

periférica.

Palavras-chave: Dieta hiperlipidica. Estresse oxidativo. Ilhotas de Langerhans. NAD(P)H

oxidase. Radical superéxido.



ABSTRACT

VALLE, MMR. NAD(P)H oxidase expression and activity in pancreatic islets
from rats treated with high fat diet. 2009. 72 p. Master thesis - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2009.

In the past few years changes in people’s life style, that includes high fat diet and physical
inactivity, have raised the incidence of metabolic syndrome. This syndrome is characterized by
abdominal obesity, insulin resistance, high triglycerides and low HDL-cholesterol. There are
many models to study metabolic syndrome and its related dysfunctions. One of them is the use of
high fat diet to simulate a human environmental condition. The kind of fat utilized influences the
answer obtained. The lard is often used to obtain an animal model with obesity and insulin
resistance, because of its deleterious effect. This kind of diet also causes pancreatic beta cell
dysfunction, that is characterized by diminished insulin secretion in vitro and in vivo and even by
a reduced insulin mRNA, that is a diabetes mellitus risk factor. Another factor that can contribute
to pancreas dysfunction is oxidative stress. The beta cells are indeed sensitive to oxidative stress,
because they have low levels of antioxidants enzymes. High fat diet induces oxidative stress and
modulates NAD(P)H oxidase expression and activity in many tissues as kidney, aorta, liver,
cerebral cortex and adipocytes. Consequently, this enzyme may be involved in many
pathophysiological processes such as hypertension, non-alcoholic fatty liver disease, dementia
and insulin resistance. Therefore, in pancreatic islets of OLEFT rats (Otsuka Long Evans
Tokushima Fatty) and db/db mice, which are models of type 2 diabetes, oxidative stress and high
expression of NAD(P)H oxidase were verified, what suggests a role of the enzyme in beta cell
dysfunction. There are evidences that this enzyme participates in physiological processes like
insulin secretion. Therefore, the objective of this work was to evaluate the action of high fat diet
on NAD(P)H oxidase activity and expression and if this fact can be connected to the beta cell
dysfunction reported in literature regarding this animal model. Our results show that the high fat
diet was effective in promoting a metabolic syndrome-like model. The animals presented
abdominal obesity, high systolic arterial pressure, reduced HDL-cholesterol, increased fasting
glycemia, hyperinsulinemia and glucose intolerance. However, in pancreatic islets, although there

was no difference between the groups for the oxidative stress markers, there was reduced



apoptosis, increased glucose metabolization and increased insulin secretion at high glucose.
Protein expression of NAD(P)H oxidase subunits, gp91™ and p47"™* was reduced and the
superoxide production was diminished also in the high fat diet group when compared to the
control group. All these results point to the idea that islets are regulating their activity and
function to compensate the deleterious effect of excessive satured animal fat. It is possible that
this reduction has a role in the impaired insulin secretion presented by this animal model. There is
some pos-transcriptional or pos-translational regulation on NAD(P)H oxidase subunits to reduce
the levels of p47™™* and gp91*"* protein, as the diminished superoxide content in beta cells
shows that probably there is an adaptation to the fatty acids excess that may be related to the

increased insulin secretion, necessary to compensate the peripheral insulin resistance.

Key Words: High fat diet. Islets of Langerhans. NAD(P)H oxidase. Oxidative stress. Superoxide

radical.



INTRODUCAO

Com a mudanga do estilo de vida da populacdo nos ultimos anos, que consome mais
gordura e pratica menos exercicios fisicos, tem ocorrido um grande aumento na incidéncia de
complicagdes decorrentes da sindrome metabdlica (FULOP et al., 2006; SCHULZE e HU, 2005).
A sindrome metabdlica € uma agregacdo de vdrias disfunc¢des: obesidade abdominal, resisténcia a
insulina, hipertensdo, niveis de triglicérides altos e o HDL-colesterol (lipoproteina de alta-
densidade) baixo. Esta sindrome estd associada ao aumento do risco de doenga coronariana,
derrames e diabetes (OPIE, 2007; RADER, 2007; STOLAR, 2007). Deste modo, a sindrome
metabodlica tem se tornado um grande problema de saide publica. Os tratamentos para essas
doencas, na maioria das vezes, visam apenas combater os seus efeitos, mas nao suas causas. Para
o surgimento de medicamentos mais eficazes, é necessdrio se conhecer melhor os processos
moleculares envolvidos em cada uma dessas doengas (FULOP et al., 2006).

Dentre os diversos tipos de modelos animais experimentais que simulam as caracteristicas
da sindrome metabdlica, um dos mais interessantes para estudo € o de roedores alimentados com
dietas hiperlipidicas, por simular uma condi¢do que muitas vezes reflete um hébito humano
(BERTRAN e HANSON, 2001; CESARETTI e KHOLMANN Jr., 2006). H4 um grande nimero
de trabalhos com diversos tipos de dietas, de espécies animais e tempos de tratamento. O tipo de
gordura utilizada influencia muito os efeitos do tratamento. Entretanto, de maneira geral, a
suplementacdo com gordura € bastante deletéria aos animais, especialmente as baseadas em
banha de porco (BRAY et al., 2002; BUETTNER et al., 2006).

Para as células beta pancredticas, o efeito também € negativo e, a longo prazo, a dieta pode
até levar ao diabetes nos animais (WANG et al., 2003). As ilhotas podem apresentar menor
expressdo do gene da insulina, do GLUT-2, da glicoquinase, da acetilglucosaminiltransferase-IVa
e do PDX-1 (AHREN et al., 1999; CERF, 2007). A secrecdo in vitro de insulina estimulada por
glicose e/ou 4cidos graxos € diminuida em relacdo aos controles, assim como hd registros de
diminuicdo ou aumento do tamanho das ilhotas e hiperinervacao colinérgica, que pode ser uma
adaptacdo das ilhotas a resisténcia a insulina (AHREN et al., 1999; CERF, 2007; OKADA et al.,
2007; TERAUCHI et al., 2007). No pancreas de ratos que receberam dieta rica em banha de

porco e colesterol houve deposicdo de gordura, diminui¢do da microcirculagdo, aumento do



estresse oxidativo e diminui¢do das defesas antioxidantes, o que pode levar a uma pancreatite
cronica (YAN et al., 2006).

O excesso de gordura também pode levar ao estresse oxidativo nas células beta, que sdao
muito vulnerdveis as espécies reativas de oxigénio, o que pode culminar com a apoptose. A morte
celular continuada, por sua vez, ao reduzir a massa de células produtoras de insulina, acaba
gerando um quadro de diabetes tipo 2 (CERF, 2007). Células beta incubadas in vitro com alta
glicose e 4cidos graxos, como o palmitato e o oleato, também apresentam aumento da expressao
de fatores pré-apoptéticos, diminui¢do de fatores anti-apoptéticos e aumento de morte celular por
apoptose (MANDRUP-POULSEN, 2001; PIRO et al., 2002). O uso de nicotinamida, um anti-
oxidante, entretanto, preveniu significativamente a apoptose das células beta, indicando que o
efeito citotoxico da glicose e dos dcidos graxos livres podem ser mediados pelo estresse oxidativo
(PIRO et al., 2002).

Uma das principais fontes do radical anion super6xido dos organismos € a nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato oxidase ou NAD(P)H oxidase, uma enzima encontrada em células
de origem mesodermal (BABIOR, 1999). Ela é amplamente distribuida nos diversos reinos
bioldgicos, estando ausente em procariotos € na maioria dos eucariotos unicelulares, mas
presentes em fungos, plantas e animais (BEDARD et al, 2007a). A enzima é composta por varias
subunidades, sendo algumas citoplasmadticas e outras ancoradas a membrana plasmadtica (Figura

1Ph% & p22P"* que juntas sdo chamadas de

1). As subunidades que ficam na membrana sdo gp9
flavocitocromo b558. Os componentes citoplasmdticos formam dois complexos: um formado por
P47 p67P" e pd0P™™* e outro por uma subunidade Rac mais RhoGDI, o inibidor da
dissociagdao de GDP da Rac (NAUSSEF, 2008).

A enzima foi inicialmente descoberta e estd bem descrita para as células fagociticas do
sistema imunoldgico, como os neutréfilos, dai a origem do termo phox, abreviacdao de phagocyte
oxidase. Nestas cé€lulas, a funcdo da enzima € produzir grandes quantidades de radical superéxido
para serem usados contra microrganismos (BEDARD et al., 2007b). O descobrimento se deu
através de uma doenca genética rara ligada ao cromossomo X, que gera imunodeficiéncia,
chamada doenca granulomatosa cronica ou CGD, que decorre de mais de quatrocentas mutagdes
diferentes nos diversos componentes do complexo enzimatico. O nome deriva do fato da doenga

gerar um excesso de granulomas nos pacientes. Os defeitos gerados nas proteinas acabam

impedindo a produgdo de superéxido e conseqiientemente as células fagociticas ficam incapazes



de matar microrganismos invasores. Esta doenca acabou sendo uma enorme fonte de estudo para
a descricao da enzima e seus componentes (BABIOR, 1999; BEDARD et al., 2007b; HORDIJIK,
2006).
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Figura 1- Estrutura da enzima NAD(P)H oxidase fagocitica em seu estado basal e ativado. Estd apresentada em
detalhes a estrutura tridimensional proposta para gp91?™* e p22°"*, subunidades ancoradas 2 membrana.
A primeira possui seis alfa-hélices, dois grupos heme distintos (bolas rosas), dominios de ligacdo
citoplasmaticos para o NADPH e FAD e pontos de glicosilagdo nos loops extracelulares, enquanto a
segunda possui apenas dois dominios alfa-hélice trans-membrana. Também sdo mostradas as subunidades
citoplasméticas, o dimero Rac-RhoGDI, e o trimero p67°", p47°™ ¢ p40P**. Os dominios presentes na
subunidade organizadora, ou p47™™*, também sdo mostrados: PRR — ou regido rica em prolina; AIR -
regido auto-inibitéria; SH3 — dominio de homologia a Src 3; e PX — ou dominio de homologia a phox.
Para mais detalhes vide o texto.
FONTE: Modificado de Naussef, 2008.

A subunidade gp91°™* ¢ uma glicoproteina transmembrana de 91 KDa. Apesar de que sua
estrutura tridimensional ainda n@o foi determinada por cristalografia de raios x, dados de
mutagénese indicam que ela transpassa a membrana com seis alfa-hélices e possui em sua
estrutura dois grupos heme ndo idénticos ligados em bihistidinas e direcionados paralelamente as
hélices (Figura 1). Também possui dominios de ligacdo a FAD e NADPH (HORDIJIK, 2006;
NAUSSEEF, 2008). Aparentemente a subunidade possui trés pontos de glicosilacdo em residuos
de asparagina localizados no segundo e terceiro loop extracelular. Os principais carboidratos

envolvidos sdao N-acetilglicosamina e galactose e, em menor quantidade, frutose, manose, e



glicose. Ela se colocaliza na membrana plasmdtica com a proteina transmembranica p22°™* de 22
KDa. Esta também ainda ndo teve sua estrutura desvendada, mas acredita-se que seja formada
por duas alfa-hélices e que suas extremidades C e N-terminal sejam voltadas para o citoplasma
(BEDARD et al., 2007b). A associagdo entre gp91P™™* e p22P™* se d4 na proporgdo 1:1 e é
completamente necessdria para a atividade da enzima, pois apenas a unido das duas subunidades
gera um complexo estdvel para a ancoragem dos outros componentes da enzima e produgdo de
superéxido (MIYAMO e SUMIMOTO, 2007). Além disso, em células mieldides € necessdria a
co-expressdo das duas subunidades para o egresso do reticulo endoplasmdtico (RE) até a
membrana plasmdtica. A expressdao de apenas uma delas ocasiona o aprisionamento no RE e
posterior degradacao (DELEO et al., 2000). Além disso, pacientes CGD com mutagdes em
apenas uma das duas subunidades, sempre t€m auséncia de expressdo de ambas (HEY WORTH et
al., 2003).

As subunidades citoplasmaticas, p67™"*, p47""* ¢ p40P", no estado basal se mantem
unidas em trimeros no citoplasma em complexos de 240-260 KDa. Elas possuem respectivamente
67 KDa, 47 KDa e 40 KDa, além de diversos dominios para interacdo com outras proteinas e com
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fosfolipidios de membrana. A subunidade p4 possui um dominio PX, ou de homologia a

phox, que foi originalmente descoberto como um motivo conservado de cerca de 130 residuos

phox

presente nela e na p40”"" (COZIER et al., 2007) Este € um dominio de enderecamento para

fosfolipidios de membrana, e no caso da p47°™*

especificamente para o fosfatidil-inositol-(3,4)
bifosfato ou PtdIns(3,4)P2 (Figura 2). Esta subunidade também possui o dominio SH3 ou
dominio de homologia a Src3, que é um dominio de interagdo com a regido rica em prolina
(PRR) de outras proteinas, sendo que para este a ligacdo se d4 especificamente com a PRR de
p22p hox Entretanto, este dominio no estado basal, assim como o PX, estd coberto pela AIR, ou
regido auto-inibitéria, que possui vérios sitios de fosforilacdo, responsdveis pela ativacdo da
enzima. A p47"™* também possui um dominio PRR que interage com o dominio SH3 de p67°"*
(BEDARD et al., 2007a; NAUSSEF, 2008).

A p67™™, por sua vez, possui vérias repeticdes tetricopeptideos (TPR) em tandem em sua
regido N-terminal que interagem com Rac (Figura 2). Também possui a regido de ativagdo, ou
AD, que interagird com gp91P". Com p47"™™* ela interage através de um dominio SH3

(BEDARD et al, 2007b). Além disso, possui o dominio de Phox e Beml, ou PB1, de interagdao
com p40P"™™ (TERASAWA et al., 2001). A subunidade p40°"* também possui um dominio PB1,
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com o qual interage com p6

, um dominio SH3, de interagcdo com p4 (a0 menos no

estado basal) e um dominio PX, de interacdo com fosfatidil-inositol-trifosfato ou PtdInsP3

(TAMURA et al., 2007 ).
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Figura 2- Interacées moleculares das subunidades citoplasmaticas p47°"™* (A) e p67°"™* (B). Abreviaturas (em
inglés): PX - dominio de homologia a phox; SH3 - dominio de homologia a Src3; AIR — regido auto-
inibitéria; PRR — regido rica em prolina; TPR — repeti¢do de tetricopeptideo; AD — dominio de ativagao;
PB1 — dominio de Phox e Beml; PtdIns(3,4)P2 — fosfatidil-inositol- (3,4)bifosfato. Para mais detalhes
vide o texto.

FONTE: Berdard, 2007a.

H4, na verdade, mais de um tipo de isoformas das pequenas GTPases similares a Rho, as
chamadas proteinas Rac: Racl, Raclb, Rac2 e Rac3. Somente Racl e Rac2 foram associadas a
producdo de superdxido pela NAD(P)H oxidase. Porém, a Rac2 sé € expressa em células
hematopoiéticas e € a isoforma mais importante para a ativagdo da enzima em neutréfilos
humanos. Ja Racl € ubiquamente expressa e, deste modo, deve ser a principal responsavel pela
ativacdo da enzima nas células ndo-fagociticas onde a NADPH oxidase se expressa. Estudos in
vitro demonstraram que Racl também € capaz de ativar a enzima fagocitica. Apesar de possuirem
92% de similaridade, as duas ndo sdo totalmente redundantes, uma vez que estruturalmente
possuem diferencas relevantes para sua atividade. Aparentemente, para as duas isoformas é

importante a interacdo de uma regido conservada efetora na parte N-terminal conservada com a



p67°™*. Porém, a parte C-terminal é bastante varidvel entre as diferentes isoformas e é a
responsdvel pela associacdo aos fosfolipidios de membrana, o que deve acarretar diferencas em
suas agoes (HORDIJIK, 2006). Isto fica claro no trabalho de Roberts e colaboradores (1999) em
que os neutrofilos de camundongos deficientes em Rac2, demonstraram uma diminui¢do de 77%
na produc¢do de superdxido ativada por PMA, mesmo que a expressdo de Racl tenha se mantida
inalterada. Apenas quando houve um estimulo pré-inflamatério as células Rac2 -/- responderam
de maneira similar as selvagens. Este fato demonstra que as duas isoformas participam de vias de
sinalizacdo especificas e este deve ser um ponto de divergéncia entre a NAD(P)H oxidase das
células fagociticas, que é predominantemente ativada por Rac2, e das células ndo-fagociticas, que
seriam ativadas por Racl.

A NAD(P)H oxidase ndo produz superéxido no seu estado basal. E necessdria a acdo de
algum agonista para sua ativacdo (NAUSSEF, 2008). O controle de sua atividade depende
principalmente da compartimentalizacdo de seus componentes. Também envolve um processo
bem coordenado que engloba alguns passos subseqiientes: fosforilacdo, ativacdo de GTPase e
interacdo entre proteinas, sendo cada um destes, possiveis pontos de regulacdo de sua ativacio
(HORDIIK, 2006). Quando ocorre algum estimulo para a ativacdo da enzima, os dois alvos a
serem fosforilados sdo p47"™"™ e RhoGDI, que sofrem mudancas estruturais e permitem a
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migracdo dos componentes para a membrana (Figura 1). A subunidade p4 quando

fosforilada na sua regido auto-inibitéria expde seus dominios PX, SH3 e regido rica em prolina
que interagem com p22°™* e fosfolipidios de membrana. A p47°" ¢ chamada de organizadora
por ndo possuir atividade catalitica, mas por criar condi¢des para que a subunidade ativadora,
p67°", regule a reducio do FAD pelo NADPH. J4 a RhoGDI quando é fosforilada, permite a
reposicdo do GTP na Rac, o que a torna ativa. A Rac-GTP migra independentemente para a
membrana e auxilia na ativagdo do centro catalitico através da sua interacdo direta com a oxidase
e/ou com a p67™"* (NAUSSEF, 2008).

A subunidade p40°"™ parece contribuir com a afinidade entre os componentes do complexo
enzimatico, porém, sua contribui¢io in vivo ndo aparenta ser completamente necessaria, uma vez
que ndo ha casos de mutacdo nesta subunidade que levem a doenca granulomatosa cronica
(LAMBETH et al., 2007). H4 uma suposicdo de que ela possa ter um efeito inibitério sobre o

complexo enzimdtico (LOPES et al., 2004). Entretanto, estudos mais recentes em sistemas in

vitro contendo apenas com o citocromo b558, p67™"*, Rac e p40°"*™, demonstram que esta sim é



capaz de ativar a producdo de superéxido, de maneira similar a p47"™, porém sendo menos
eficiente no papel de organizagdo. Isso se deve a ligacdo competitiva das duas subunidades ao
mesmo sitio de p22P"**. Isto também pode explicar parcialmente o possivel efeito inibitério de
p40° "% sob a ativa¢do da oxidase. Outra possivel razdo seria a regulacdo diferencial da enzima
pela subunidade fosforilada. De qualquer modo, é provdvel que tanto p47™™* quanto p40°™*
tenham papéis fisiologicos distintos e relevantes, porém estes ainda ndo estdo bem delimitados e
compreendidos (TAMURA et al., 2007 ).

Quando as subunidades citoplasmdticas se ligam as subunidades da membrana (gp91ph°X e
p22P") a enzima estd pronta para catalisar a producdo de superéxido (FONTAYNE et al., 2002).
O centro catalitico que promove a transferéncia do elétron do NAD(P)H para o O, € a subunidade
gp91P"* (GEISZT e LETO, 2004). A subunidade gp91”™™™ & formada por seis regides
transmembrana alfa-hélices em sua parte N-terminal enquanto sua parte C-terminal ¢é
citoplasmatica e possui os dominios de ligacdo ao FAD e NADPH , essenciais para sua atividade
(HORDIIK, 2006). Nas terceira e quinta hélices da proteina estdo dois residuos de histidina que
sdo os provaveis ligantes de ferro dos dois grupos hemes nao idénticos, sendo um externo a
membrana e outro interno. Deste modo, como eles sdo perpendiculares a superficie da membrana,
os elétrons sdo transferidos do NADPH citoplasmatico para o FAD e através da membrana pelos
grupamentos hemes até o oxigénio molecular, produzindo entdo o radical superdxido
(SUMIMOTO, 2008).

Com a disponibilizacdo do genoma humano em rede mundial, foi possivel encontrar
proteinas homologas ao centro catalitico gp91ph°X
NOX/DUOX com sete membros (Figura 2). A subunidade gp91°™* foi redenominada de NOX2.
As outras sdo NOXI1, 3, 4 e 5 e DUOXI1 e 2, todas homdlogas ao NOX2. A NOX1 € encontrada

, que compdem uma familia chamada

principalmente no célon, a NOX2 em células fagociticas do sistema imune, NOX3 no ouvido
interno, NOX4 nos rins e células sanguineas, NOXS em tecidos linféides e nos testiculos e as
DUOX na tiredide. Entretanto, todas também sdo expressas em outros tecidos (BEDARD et al.,
2007a). Elas diferem basicamente na dependéncia ou ndo de ativadores, no requerimento ou nao
de p22ph°", de cofatores citoplasmaticos e de célcio e na presenca ou ndo de dominios EF-Hands,
que sdo os responsdveis pela ligacdo ao célcio e consequente modulacdo pelo mesmo. Apenas as
DUOX possuem um dominio transmembrana adicional que se conecta com outro dominio

extracelular, o qual possui uma sequéncia de homologia as peroxidases. Por isso, hd o



questionamento se ela é capaz de produzir superéxido ou peréxido de hidrogénio (NAUSSEF,

2008).
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Figura 3- Tipos de estruturas da familia de enzimas NOX/DUOX. Enquanto NOX 1,2,3 e 4 sdo dependentes de
p22P"* NOXS e as DUOX nio. Essas isoformas ao contrario das outras, ndo dependem de subunidades
regulatoérias e sdo moduladas pelo célcio, pois possuem o dominio EF-Hands de ligagdo ao fon.
FONTE: Naussef, 2008.

Além dessas proteinas homélogas a gp91™"**, hd também homélogas a outras subunidades
da enzima, como NOXO1 ou Proteina organizadora de NOX, homéloga a p47°"* ¢ NOXA1 ou
Proteina ativadora de NOX, homdéloga a p67°™* (BEDARD e al., 2007b). Nem todas as NOX
dependem dessas subunidades organizadoras e ativadoras para a producdo de superéxido e hd
uma sobreposi¢do das subunidades organizadoras/ativadoras para a acdo dos centros cataliticos.
Um estudo in vitro com NOX3, por exemplo, demonstrou que esta produz superoxido apenas
associada a p22P™*. Tanto NOXA1 quanto p47"™* podem potencializar sua aciio, mas nio sdo
estritamente necessarias (UENO et al., 2005).

Em 2003, foi descrito por nosso grupo a expressdo da NAD(P)H oxidase (ou NOX2) nas
células beta pancredticas (OLIVEIRA er al., 2003). Uchizono e colaboradores em 2006
demonstraram através de RT-PCR e subseqiiente seqiienciamento dos fragmentos obtidos, que
além da NOX2 nas ilhotas pancredticas, hd a presenca de NOX1, NOX4, p22P™* pda7Phx,
NOXA1, NOXO1 e p40™™*. Em 2007 um artigo publicado por nosso grupo demonstrou que a
enzima pode ter sua expressao e atividade alterada através da exposicdo in vitro a citocinas pro-
inflamatodrias, palmitato e glicose tanto em uma linhagem de células beta quanto em ilhotas
pancredticas de ratos (MORGAN et al., 2007).

Nio se sabe ainda a funcdo exata para a enzima nestas células. E provével, porém, que ela

participe de mecanismos fisioldgicos, pois estd relacionada ao processo de secrecdo de insulina.



Em alta concentracdo de glicose (16,7 mM de glicose), a inibi¢do da enzima por DPI (difenileno-
10donio, inibidor farmacoldgico da NAD(P)H oxidase), causa diminuicao da secre¢do de insulina
de forma dose-dependente (UCHIZONO et al., 2006). Imoto e seu grupo em 2008, na tentativa
de elucidar esta acdo do DPI na diminuicao da secre¢do, testaram os efeitos do farmaco sobre a
secrecdo de insulina estimulada por glicose e outros secretagogos, no metabolismo da glicose nas
ilhotas e no cdlcio intracelular ([Ca];) das células beta pancredticas. Eles verificaram que a
disfuncdo provocada pelo DPI estd relacionada a uma alteracdo na sinalizagdo do cdlcio e
sugeriram que a NAD(P)H oxidase possa modular a sinalizacdo deste ion nas células beta
(IMOTO et al., 2008). Um trabalho subseqiiente, realizado em nosso laboratério, também
demonstra que a inibicdo da enzima utilizando DPI ou oligos anti-sense para p47™™ gera
reducdo da secrecdo de insulina estimulada por glicose que é acompanhada por uma diminui¢do
da resposta do cdlcio intracelular, da oxidacdo de glicose e da expressao génica de GLUT2 e
glicoquinase. Estes dados indicam a importancia da producdo de super6xido pela NADPH
oxidase durante o processo de secre¢cdo de insulina estimulado por glicose e no metabolismo das
células beta (MORGAN et al., 2009). Em concordancia com estes resultados, foi demonstrado
em células endoteliais, que um considerdvel transiente de célcio € causado pela acdo do
superoxido extracelular sobre receptores de inositol-3-fosfato ou IP3 (MADESH, 2005). Efeito
similar nas células beta pode influenciar o processo de secre¢do da insulina, que € dependente de
um aumento de célcio intracelular transitorio.

E sabido que as espécies reativas de oxigénio influenciam processos como expressio
génica, proliferacdo e morte celular, além de ativar redes de sinalizacdo como as das proteinas
quinases ativadas por mitégeno (MAPK), atuar sobre canais de fons como o do célcio e sobre a
atividade quinase do receptor de insulina humano (GENESTRA, 2007). Deste modo, o
superdxido produzido pela enzima, deve ter alguma funcao de sinalizacdo importante nas células
beta. A NAD(P)H oxidase também pode modificar o potencial de membrana através de sua
atividade eletrogénica e pela geracio de H'. Acreditava-se que a gp91°"™

transporte de H* através da membrana (GENESTRA, 2007; SCHRENZEL et al., 1998).

pudesse mediar o

Entretanto, apds 2006, ano em que foram descobertos genes para canais de protons, descobriu-se
que a NOX2 fagocitica € intimamente associada a estes canais, que compensam a despolariza¢ao
e a acidificacdo do pH citoplasmdtico causadas por sua atividade (BEDARD, 2007a;

DECOURSEY, 2008). Esta nova faceta da enzima tem sido estudada em células do sistema



imune, porém nada se sabe ainda em células ndo fagociticas e, com certeza, a despolariza¢do
causada pela enzima poderia influenciar células secretoras, como as produtoras de insulina, mas
estas ainda s@o apenas especulacoes.

Outra questdo se relaciona com o destino do superéxido produzido. O fato de a estrutura
tridimensional das isoformas de NOX ndo estar completamente desvendada deixa divida quanto
a este fato. Nos fagdcitos em estado basal, a maior parte do flavociocromo b558 € encontrada na
membrana de vesiculas citoplasmaticas. Quando ocorre uma ativagdo, as vesiculas sao fundidas a
membrana e a producdo de superéxido ocorre para o exterior da célula (BEDARD, 2007a). Nas
células foliculares da tire6ide todo o peroxido de hidrogénio (H,O,) produzido € extracelular.
Além disso, em células endoteliais apds estimulagdo, o radical superéxido também € gerado para
o meio extracelular, onde serd convertido a peroxinitrito (ONO,) ou H,0O,, participando do
processo de sinaliza¢do envolvido na regulacio do tonus vascular. Deste modo, é de se supor que
em todas as células ndo-fagociticas as NOX presentes na membrana plasmdtica também
produziriam superdxido para o meio extracelular. Entdo, este seria muitas vezes prontamente
convertido em H,0, pela superéxido dismutase extracelular (SOD-EC). O H,0,, que € difundivel
pela membrana plasmadtica, adentraria a célula e efetuaria sua sinalizagdo em questdo, como no
caso do endotélio. De maneira similar, esta seria uma forma de produzir, sob fina regulacao,
outras moléculas pré-oxidantes a partir do superéxido gerado por NOX2. Estas entdo,
adentrariam a célula e exerceriam os efeitos pertinentes (STONE e YANG, 2006). Porém, no
endotélio e em células musculares lisas vasculares foi relatada a presenga de proteinas NOX em
membranas internas, como no ntcleo, cavéolas, adesdes focais e RE (HORDIJIK, 2006). Mesmo
assim, a producdo do radical ndo seria nunca para o citoplasma, sempre para o exterior ou para
dentro de vesiculas ou organelas (STONE e YANG, 2006).

Entretanto, pode ser que o superéxido produzido pela NADP(H) oxidase adentre a célula
através do canal 3 para CI” e que o H,O; produzido pela dismutag¢do do superéxido também entre
na célula através de aquaporinas (Figura 4). De qualquer modo, a localizacdo e o destino do
superdxido produzido devem variar com as funcdes desempenhadas por este e pelo tipo celular.
Ha endossomos de sinalizac¢do, formados por membrana internalizada, contendo apenas NOX2 e
o canal para cloro. Acredita-se que eles produzam super6xido internamente e sirvam para iniciar
cascatas de sinalizac@o em locais intracelulares especificos. Deste modo, a sinalizacdo através de

NOX2 deve ser dependente do fluxo transmembrana de EROS (FISHER, 2009).
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Figura 4- Local de producio e destino do superéxido. O superéxido é produzido para o meio extracelular e entra
na célula através do canal 3 pra cloro (CIC3) ou ¢ dismutado a peréxido de hidrogénio e adentra o meio
intracelular através de aquaporinas (AQP).

FONTE: Fisher, 2009.

H4 a possibilidade de que a NAD(P)H oxidase atue também em processos fisiopatolégicos,
J4 que pode colaborar para o estresse oxidativo, o qual participa do processo de disfun¢do das
células beta no diabetes e na sindrome metabdlica. As proteinas da familia NOX j4 tém sido
apontadas como possiveis agentes na promog¢do de resisténcia a insulina dos hepatdcitos e na
faléncia das células beta em situacdes em que hd excesso de glicose e 4dcidos graxos. Nas células
secretoras de insulina, a alteracdo na homeostase da glicose poderia gerar o estresse do reticulo
endoplasmadtico e culminar com a apoptose por estresse oxidativo através da acdo de NOX4. O
excesso de dcidos graxos livres e glicose poderiam levar também a ativacdo da PKC e,
consequentemente de NOX1 e NOX2. O aumento de EROs acaba levando a ativacdo de NF«kB,
diminuindo a transcricdo da pré-insulina e gerando até mesmo apoptose das células beta. Mas os
efeitos mediados pelas NOX no diabetes tipo 2 ndo ocorrem apenas na parte enddcrina do
pancreas. O aumento do sistema renina-angiotensina nas células endoteliais de sinusdides altera o
influxo de sangue para o 6rgdo e pode alterar a expressdo e atividade das oxidases. Além disso,
nas células estelares a ativacdo de NOX2/NOX4 pode gerar proliferacio, fibrose e inflamagao
local. Por fim, neutr6filos e macréfagos residentes podem gerar localmente EROs via NOX2
além de produzirem citocinas pré-inflamatérias que podem ter acdes deletérias sobre a massa de

células enddcrinas (GUICHARD et al., 2008).
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Figura 5- Possiveis acoes das proteinas NOX na fisiopatologia do diabetes tipo 2 no pancreas. Nas células beta:
I- O estresse do Reticulo Endoplasmatico poderia gerar apoptose através da atividade de NOX4 ; II-
Ativacdo de NOX1/2 poderia gerar também nado sé apoptose, mas ativagdo de NFkB e diminuicdo da
expressdo da pré-insulina. Nas células endoteliais de sinusdides: III- A maior ativagdo do sistema renina-
angiotensina (RAS) poderia também modular a ativacdo e expressdo das proteinas NOX locais. Nas
células estelares: IV- A ativagdo de NOX2/4 poderia gerar aumento da profileracdo, fibrose e inflamagao.
Nas células fagocitdrias residentes: producdo de EROs e citocinas pré-inflamatdrias que também
poderiam colaborar com o desenvolvimento do diabetes tipo 2.
FONTE: Guichard, 2008.

Ja se tem registro de que a NAD(P)H oxidase estd ativada em diversos tecidos no diabetes,
inclusive nas células beta de ratos OLEFT (Otsuka Long Evans Tokushima fatty) e camundongos
db/db, ambos diabéticos tipo 2 (INOGUCHI et al., 2003a; NAKAYAMA et al., 2005). Também
existem diversos artigos demonstrando que dietas hiperlipidicas geram aumento da expressao
e/ou da atividade da NAD(P)H oxidase em diversos 6rgdos e tecidos, como rim, aorta, figado,
cortex cerebral e tecido adiposo. O aumento de sua expressdo neste tipo de modelo animal estd

associado a hipertensao, disfuncdo renal, doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica, resisténcia a



insulina e possivelmente a doengas neurodegenerativas como o Alzheimer (CARMIEL-HAGGAI
et al., 2005; MATSUZAWA-NAGATA et al., 2008; ROBERTS et al., 2006; TALIOR et al.,
2005; ZHANG et al., 2005). Devido a sua importancia como enzima chave na producdo de
superoxido em diversas disfungdes, muitos autores ja a tém considerado um possivel alvo
terapéutico contra o estresse oxidativo (GUICHARD et al., 2008; GUZIK e HARRISON, 2006;
INOGUCHI et al., 2003b).



CONCLUSOES

Verificamos que a dieta hiperlipidica € efetiva em produzir obesidade nos animais,
especialmente a obesidade visceral, e que ocorrem outras alteracdes como intolerancia a glicose,
resisténcia a insulina e aumento da pressdo arterial sist6lica. Nossos dados iniciais permitem-nos
inferir que as ilhotas isoladas destes ratos ndo apresentam estresse oxidativo, pela avaliacdo dos
marcadores HNE e nitrotirosina, e apresentam menos morte celular que a dos animais controle,
demonstrando que a dieta por apenas trés meses nao causou efeito deletério para as células beta.
Mais um indicio de que as células beta estdo se adaptando para compensar os efeitos da dieta é o
aumento do RNAm de pré-insulina e glicoquinase e a manuten¢do do GLUT2. A secrecdo de
insulina estdtica dos animais da dieta hiperlipidica € maior em alta glicose. A taxa de
metabolizacdo da glicose estd aumentada nas c€lulas beta para os animais suplementados com
banha de porco. A expressdo génica foi diminuida para NOXI1, mas aumentada para as

subunidades p47™ e p67™™* pela dieta, porém a expressio protéica apresentou-se

7phox 1phox

significativamente menor tanto para p4 quanto para gp9 , 0 que demonstra haver uma
regulacdo pds-transcricional e/ou pés-traducional controlando a expressdo desse complexo
enzimatico. O contetdo de superdxido nas ilhotas também esta diminuido para os animais do
grupo submetidos a dieta hiperlipidica, resultado coerente com a baixa expressdao protéica da

NAD(P)H oxidase e a auséncia de estresse oxidativo.
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