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RESUMO

LUCENA, C. F. Suplementacdo alimentar com 0leo de peixe reduz a expressdo da
NAD(P)H oxidase e aumenta a expressdo da SOD1 e SOD2 em ilhotas pancreéaticas de
ratos. 2012. 59 f. Dissertacdo (Mestrado em Fisiologia Humana) — Instituto de Ciéncias
Biomedicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2012.

A secrecdo de insulina é estimulada pela glicose circulante, porem os acidos graxos (AG)
podem influenciar o processo secretério induzido pela glicose (GSIS). A oxidacdo de AG
pelas células B das ilhotas pancreaticas é importante para a estimulacdo da secrecdo de
insulina por aumentar a produgdo de ATP, porém, alguns trabalhos mostram a existéncia de
vias dependentes e independentes de ATP no processo secretdrio induzido pela glicose. Os
AG polinsaturados ®-3 da dieta interferem em diversos processos fisioldgicos, como
regulacdo da concentracdo de lipidios plasmaticos, funcdo imune e cardiovascular, acao
periférica da insulina, desenvolvimento neuronal e funcéo visual. Os AG ®-3 tém efeitos
sobre a composicdo e funcdo da membrana plasmatica, sinalizacdo e regulacdo da expressao
génica em diferentes tecidos, promovendo potente acdo anti-inflamatoria. Considerando a
importante relacdo da NAD(P)H oxidase com a secre¢do de insulina, o estudo das possiveis
alteragdes induzidas pela suplementagdo com AG -3 sobre o contetido de superoxido (O;"), e

a expressao das subunidades da NAD(P)H oxidase, passa a ser de grande importancia para a
melhor compreensdo da fisiologia das células PB-pancredticas. Neste estudo, o grupo

suplementado com AG -3 apresentou reducéo significativa do contetdo de O," na presenca
de 5.6 e 16.7mM de glicose, quando comparado ao controle. Além disso, a suplementacdo
reduziu a expressao das subunidades da NAD(P)H oxidase e aumentou a expressdo da enzima
antioxidante superoxido dismutase (SOD1 e 2). Embora ainda desconhecido, seja qual for o
mecanismo que diminuiu o conteldo de espécies reativas de oxigénio (EROs) das ilhotas
pancredticas dos animais submetidos a ingestéo diaria de 6leo de peixe, este dado € relevante,

pois pressupde melhor regulacdo do estado redox durante o processo secretorio de insulina.

Palavras-chave: llhota Pancreatica. Acido Graxo Omega-3. Secrecdo de Insulina. Anion

superéxido. NADPH oxidase.



ABSTRACT

LUCENA, C. F. Fish oil dietary supplementation reduces NAD(P)H oxidase expression
and increases SOD1 and SOD2 expression in rat pancreatic islets. 2012. 59 p. Masters
thesis (Human Physiology) — Instituto de Ciéncias Biomedicas, Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2012,

Insulin secretion is stimulated by plasma glucose concentration, but circulating fatty acids
(FA) may influence the secretory process induced by glucose (GSIS). The oxidation of FA
seem to be important for the stimulation of insulin secretion by increasing the production of
ATP, although some studies have shown the existence of ATP-dependent and independent
pathways for GSIS. The ®-3 polyunsaturated FA affect several physiological processes, such
the concentration of plasma lipids, immune and cardiovascular function, peripheral insulin
action, neuronal development and visual efficiency. -3 FA affect the composition and
function of the plasma membrane, signaling and regulation of gene expression in different
tissues and promote potent anti-inflammatory action. Considering the important relationship
of NAD(P)H oxidase with insulin secretion, the study of potential changes induced by the
supplementation with ®-3 FA on the superoxide (O¢) content, and expression of NAD(P)H
oxidase subunits, becomes of great importance for a better understanding of the pancreatic 3
cells physiology. In this study, the group supplemented with »-3 FA showed a significant
reduction in the O,¢ content in the presence of 5.6 and 16.7mM glucose. Moreover, ®-3 FA
supplementation reduced the expression of NAD(P)H oxidase subunits, and increased the
expression of the antioxidant enzyme superoxide dismutase (SOD 1 and 2). Although still
unknown, the mechanism that decreased the content of reactive oxygen species (ROS) of the
pancreatic islets of animals subjected to daily intake of fish oil is relevant, because it

represents an improved regulation of the redox state during GSIS.

Keywords: Pancreatic islet. Fatty Acid Omega-3. Insulin secretion. Superoxide anion.
NADPH oxidase.
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1 INTRODUCAO

1.2 Pancreas e secrecdo de insulina

O péncreas ¢ uma glandula mista, com uma porcdo exocrina, formada pelos acinos e
responsavel pela produgdo de enzimas digestivas e, uma porgdo enddcrina, formada pelas
ilhotas de Langerhans e responsavel pela producdo de horménios (AIRES, 2008). As ilhotas
de Langerhans sdo estruturas ovoides, que compdem cerca de 2% da massa pancreatica. Os

seres humanos tém de 1 a 2 milhGes de ilhotas, formadas por quatro tipos celulares: células a,

produtoras de glucagon, células B produtoras de insulina, células & produtoras de

somatostatina e células PP, responsaveis pela producdo de polipeptidio pancreéatico
(GANONG, 2006).

As células B-pancreéticas sintetizam, armazenam e liberam insulina conforme a

demanda, mantendo a homeostase glicémica (DEENEY; PRENTKI; CORKEY, 2000).

A insulina é um polipeptidio com duas cadeias de aminoacidos ligados por pontes
dissulfeto, sintetizada no reticulo endoplasmatico rugoso e transportada até o complexo de
Golgi, onde é empacotada em granulos (GANONG, 2006). Sua secrecdo €, principalmente,
regulada por substratos energeéticos, sendo a glicose o mais importante secretagogo (BERNE;
LEVY, 2009).

O transporte da glicose plasmatica através da membrana das células B é feito pelo

transportador GLUT 2, que permite o rapido influxo de glicose para o meio intracelular
(MUECKLER, 1994). No interior da célula, a glicose € fosforilada a glicose-6-fosfato pela

hexoquinase IV (glicoquinase) e pela hexoquinase I. A glicoquinase, além de regular outras
fungbes da célula B, tem papel preponderante na fosforilagdo da glicose, atuando como

enzima limitante no fluxo de substratos através desta via (BERNE; LEVY, 2009; HABER et
al., 2002).

A metabolizacdo da glicose-6-fosfato aumenta a produgdo de ATP e o aumento da
relacio ATP/ADP leva ao fechamento de canais para K sensiveis ao ATP (Katp),
aumentando a concentracéo intracelular de K*. O acimulo de K* promove a despolarizagéo
da membrana, com abertura dos canais para Ca>* sensiveis a voltagem (CCSV), aumentando
o fluxo deste fon para o meio intracelular. O aumento do Ca®* é um dos principais

responsaveis pela ativacdo da exocitose dos granulos de insulina (ASHCROFT; RORSMAN,
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1990; ISHIHARA; WOLLHEIM, 2000; PRENTKI; CORKEY, 1996). A metabolizacdo da
glicose e o aumento do Ca®* intracelular ativam diferentes isoformas da fosfolipase C (PLC),
promovendo a hidrolise de fosfolipides de membrana, gerando 1,4,5 inositol trifosfato (IP3)
e diacilglicerol (DAG). O IP3 estimula o efluxo de Ca*" do reticulo endoplasmético,
aumentando sua concentragdo no citosol. O DAG age como um potente ativador da proteina
quinase C (PKC), responsavel pela fosforilagdo de proteinas envolvidas no processo de
exocitose, além de promover a liberacdo do Ca®* do reticulo endoplasmatico, aumentando a
responsividade dos CCSV e, consequentemente, a concentracdo de calcio intracelular,
importante para o processo secretorio. A adenilciclase (AC) leva a ativagdo de proteina
quinase A (PKA) através da formacdo de AMPc, que participa do mecanismo de exocitose
(BERNE; LEVY, 2009; PINTON et al., 2004).

Segundo Wan et al. (2004) as proteinas quinases controlam a secrecdo de insulina,
modulam a excitabilidade da célula, influxo de Ca2+ e expressdo génica, além de agir
diretamente na maquinaria secretoria, aumentando o nimero de vesiculas disponiveis para
liberacdo. A PKA e PKC potencializam as vias de sinalizacdo geradas pelo metabolismo dos

secretagogos, induzindo uma resposta insulinica bifasica completa (NESHER et al., 2002).

Os efeitos dos nutrientes sobre as células B podem ser diferentes, de acordo com a

exposicao aguda ou crénica. Concentracdes elevadas de glicose e &cidos graxos estimulam a
secrecdo de insulina agudamente, enquanto que a exposicdo cronica, como ocorre em certas
patologias, pode levar a efeitos deletérios como glicotoxicidade e lipotoxicidade (DEENEY:
PRENTKI; CORKEY, 2000).

1.2 Acdo dos acidos graxos na secrecdo de insulina

Os acidos graxos (AG) constituem-se de elementos como carbono, hidrogénio e oxigénio,
que sdo arranjados como um esqueleto carboénico linear de variavel comprimento, com um
grupo carboxil e um grupo metil terminal (CALDER; YAGOOB, 2009; CHOW, 2007).
Podem ser classificados pelo nimero de carbonos na cadeia, pela auséncia de duplas ligacdes
(saturados) ou pela presenga de duplas ligacGes (insaturados). As principais fontes de AG
saturados sdo as carnes e 0s produtos lacteos, mas também sdo abundantes em 6leos de cbco e
palma. Os AG insaturados podem ser divididos ainda, segundo a configuracdo da dupla
ligagdo, onde os &tomos de hidrogénio ligados aos carbonos que compartilham a dupla ligacdo

podem estar no mesmo lado da cadeia hidrocarbonica (ligacdo CIS) ou em lados opostos
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(ligacdo TRANS). Os AG insaturados, incluem os monoinsaturados e polinsaturados,
conforme demonstrado na tabela 1. O AG monoinsaturado mais comum é o acido oléico,
com insaturacdo no carbono 9 a partir do grupo metil terminal (6mega-9), encontrado nos
Oleos de oliva, canola e girassol. Dos AG polinsaturados, o linoléico, com a primeira
insaturagdo no carbono 6 (bmega-6) € o mais conhecido, sendo encontrado principalmente em
plantas e sementes, como a semente de girassol. O acido araquidénico, derivado do &cido
linoléico, esta presente em carnes e alguns peixes. O terceiro grupo de AG insaturados, com a
primeira insaturacdo no carbono 3 (6mega-3), é representado pelo a-linolénico (ALA),
eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaendico (DHA) (CHOW, 2007; NETTLETON, 1995).

Tabela 1 — Familia de Acidos Graxos Insaturados. Acidos Graxos Insaturados, estrutura quimica e
fonte alimentar.

Familia Acido Graxo Estrutura Fonte
®-3 Linolénico (18:3w3) Oleos vegetais, nozes
Eicosapentaendico (20:5m3) Peixe
Docosahexaenoico (22:603) Peixe
®-6 Linoleico (18:2w6) Oleos vegetais
Araquiddnico (20:406) Tecido animal
©-9 Oleico (18:109) Oleos vegetais

Fonte: Adaptado de Nettleton (1995).

A secrecdo de insulina é estimulada pela glicose circulante, porém os AG podem
influenciar o processo secretorio induzido pela glicose, modulando a atividade de diversas
enzimas que participam do processo. A oxidacdo de AG parece ser importante para a
estimulagdo da secrecdo de insulina por aumentar a producdo de ATP, porém existem
hipdteses para existéncia de vias dependentes e independentes de ATP no processo secretorio
induzido pela glicose (MALAISSE et al., 1985).

A funcédo dos AG na célula B é demonstrada pela concentracdo elevada dos mesmos,

em ratos em jejum. Em animais alimentados e com glicemia elevada, o metabolismo da

glicose nas células B resulta em aumento na producdo de citrato, que age como precursor de
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malonil CoA. O aumento do malonil CoA inibe a carnitina palmitoil transferase I (CPT-I),
reduzindo assim a beta-oxidacdo e aumentando a concentracdo de acil CoA, que participa da

modulacdo da secrecdo de insulina. Com a inibicdo da beta-oxidacdo, bem como a

esterificacdo dos AG e sintese de lipidios complexos pela célula B, aumenta-se a concentracéo

de diacilglicerdis (DAG). Sabe-se que 0 aumento do DAG esta envolvido na extrusdo dos
granulos de insulina (KRONENBERG et al., 2010; STEIN et.al., 1997). E interessante notar

que, em células B expostas a baixa concentracdo de glicose, a oxidagdo de AG esta aumentada,

reduzindo desta forma o contetdo intracelular de AG (HABER et al., 2002; STEIN et al.,
1997).

Os AG saturados aparentemente reduzem a resposta secretéria das ilhotas a glicose,
enguanto que os monoinsaturados e polinsaturados aumentam esta resposta (STEIN et al.,
1997). E importante ressaltar que o potencial insulinossecretorio dos AG varia com 0
comprimento da cadeia, com o grau de insaturacdo e o tempo de exposicdo das ilhotas aos
mesmos. (MARTINS et al., 2004).

As interferéncias no processo de secrecdo de insulina acima descritas, provavelmente
estdo relacionadas ao fato de o tipo de gordura da dieta afetar principalmente a composicao de
AG da membrana plasmatica, e consequentemente sua funcdo, alterando a translocacdo de
transportadores de glicose, a fluidez da membrana, a permeabilidade a ions, a afinidade do
receptor de insulina, a expressdo génica e a atividade enzimatica (RISERUS, 2008). Além
disso, 0s AG poliinsaturados ®-3 interferem em diversos processos fisioldgicos, como
regulacdo da concentracdo de lipidios plasmaticos, funcdo imune e cardiovascular, acdo
periférica da insulina, desenvolvimento neuronal e fungdo visual. A ingestdo de ®-3 tem
efeitos sobre a composicao e funcdo da membrana plasmatica, sinalizacdo e expressdo génica
em diferentes tecidos (JUMP, 2002).

Lipidios funcionam como importantes reservas energéticas, mas também como
moduladores da sinalizacdo intracelular e metabolismo. Especialmente AG polinsaturados ®-
3 ¢ ®-6 tém sido implicados na modulacdo de vérias vias bioquimicas, envolvendo resposta

imune, inflamacdo e cancer (CHOW, 2007).



19

1.2.1 Funcdes dos acidos graxos w-3

Aos AG -3 tém sido atribuidos beneficios em varios processos patolégicos, como
melhora do perfil lipidico (HARRIS et al., 1997), prevencao de doenca coronariana e infarto
(SKERRETT; HENNEKENS, 2003), melhora da resposta imune (HWANG, 2000),
prevencdo de cancer de mama e préstata (ROSE, 1997) e cancer de c6lon (DECKERE, 1999).

O termo ®»-3 € uma descricdo estrutural para uma familia de AG polinsaturados, onde
a primeira dupla ligacdo esta no carbono 3 mais préxima do grupo metil terminal da cadeia.
Eles também séo descritos de acordo com o nimero de carbonos na cadeia e 0 nimero de
duplas ligagdes. O ®-3 mais simples é o a-linolénico (ALA). O ALA pode ser sintetizado a
partir do a-linoleico (LA) por desaturacdo. Porém, animais, incluindo humanos, ndo possuem
a enzima necessaria para sintese de ALA a partir de LA, desta forma o ALA torna-se um AG
essencial na alimentacdo humana, sendo o m-3 mais presente na dieta ocidental, encontrado
principalmente em sementes e seus 6leos (CALDER, 2012; CALDER; YAGOOB, 2009).

Os outros AG ®»-3 sdo eicosapentaendico (EPA) e o docosahexaenoico (DHA), de
origem marinha e que sdo sintetizados no fitoplancton e consumidos por peixes, moluscos e
crustaceos, sendo estes animais fontes de ®-3 (NETTLETON, 1995).

Embora o ALA tenha estrutura -3, sua funcdo metabdlica difere substancialmente do
EPA e DHA. Em humanos, o ALA pode ser convertido em EPA e DHA, porém a eficiéncia
desta conversdo é baixa, cerca de 7% do ALA consumido € incorporado e convertido em EPA
e DHA no figado. O passo limitante desta conversdo seria a pequena incorporacdo do ALA
aos fosfolipides de membrana (CALDER, 2012; GOYENS et al., 2005).

A biodisponibilidade de ALA para conversdo em EPA e DHA é determinada também
pela eficiéncia da absorcdo no trato digestério, captacdo para B-oxidacdo, incorporagdo e
armazenamento (BURGDE; CALDER, 2005).

A menor presenca de doenca cardiaca ou infarto do miocardio entre esquimés na
Groenlandia, voltou a atengdo aos AG -3 (HOLUB, 1988; KROMANN; GREEN, 1980),
mostrando que, quando comparado a populacdo dinamarquesa, embora a ingestdo de gordura
seja ligeiramente maior pelos esquimds, a composi¢do de AG é significantemente diferente,
com pequena quantidade de gordura saturada e predominio de monoinsaturada e polinsaturada.

Bang, Dyeberg e Sinclair (1980) analisaram o consumo alimentar de esquimds e

verificaram esta diferenca, conforme demonstrado na tabela 2.



Tabela 2 — Gordura dietética em alimentos ingeridos por esquimos e dinamarqueses.

Tipo Esquimds Dinamarqueses
Saturada (%) 22,8 52,7
Monoinsaturada(%) 57,3 34,6
Polinsaturada(%) 19,2 12,7
Razéo P/S 0,84 0,24
®-6 (g/dia) 54 10,0
-3 (g/dia) 13,7 2,8

Fonte: Adaptado de Bang, Dyeberg e Sinclair (1980).
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Além disso foi observada também a menor ocorréncia de outras doencas, conforme

tabela 3.

Tabela 3 — Ocorréncia de Doencgas Padrdo em Esquimés e Dinamarqueses.

Doenga Esquimds Dinamarqueses
Infarto agudo do miocéardio 3 40
Psoriase 2 40
Asma 1 25
Diabetes 1 9
Tireotoxicose 0 7
Esclerose Multipla 0 2
Cancer 46 53
Ulcera Peptica 19 29

Fonte: Adaptado de Kromann e Green (1980).
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O aumento na ingestdo de peixes ou suplementos com 6leo de peixe, resultam em
maiores concentracdes de EPA e DHA no plasma, células e tecidos, os quais estdo associados
a beneficios a salude, como menor risco para doencas cardiovasculares e inflamatorias
(BURDGE; CALDER, 2005).

O consumo de AG ®»-3 altera os lipidios plasmaticos, fatores de coagulagdo sanguinea,
além da composicdo e funcdo da membrana plasmatica. A presenca destes AG nas
membranas celulares influencia o metabolismo de eicosanoides com resultados em diversos
sistemas (CALDER, 2003; NETTLETON, 1995).

Os eicosanoides estdo implicados no controle de muitos processos fisioldgicos,
incluindo-se modulagdo da reacdo inflamatdria. S&o compostos derivados da oxigenacdo do
acido araquiddnico (AA) e surgem da atividade de duas enzimas: ciclooxigenase (COX),
responsavel pela producéo de prostandides, como prostaglandinas (PG) e tromboxanos (TX) e
lipooxigenase (LOX), responsavel pela producédo de leucotrienos (LT) (RANG et al., 2004).

Os tecidos podem conter uma ou as duas enzimas e a disponibilidade de AG afeta a
producdo dos eicosanoides, sendo que o principal estimulo é a disponibilidade de AA e a
atividade a fosfolipase A, (PLA;), que libera o AA da membrana plasmatica (JUMP, 2002).

O ALA é menos efetivo que o 6leo de peixe para alterar lipidios plasméticos e de
membrana, e também na reducdo da sintese de prostaglandina E (PGE). O »-3 tem sido
mostrado como potente inibidor da COX, mediando o metabolismo do AA. Nas dietas ricas
em ©-3, parece haver uma reducdo da COX;, devido a fungdo inibitéria do ®-3 sobre a
sintese de PGE; a partir de AA (DOMMELS et al., 2003).

Dietas ricas em LA aumentam a disponibilidade de AA e consequentemente alteram o
metabolismo de eicosanoides (NETTLETON, 1995).

Os produtos da COX e LOX saem da célula e agem localmente em concentracfes
nanomolares através de processos autdcrinos e paracrinos em receptores associados a proteina
G nas células. A ativacdo destes receptores altera os niveis intracelulares de AMPc e célcio,
servindo como segundos mensageiros que ativam mecanismos com efeitos em varios funcdes
celulares. Os produtos da COX sdo moduladores tromboregulatoérios, inflamatérios e de
resposta quimiotatica, enquanto os produtos da LOX estdo envolvidos em permeabilidade
vascular, vasoconstri¢do e broncoconstricdo (JUMP, 2002).

A suplementacdo com 06leo de peixe resulta em substituicdo de AA por EPA nos
fosfolipides de membrana, levando a diminui¢do da producéo de mediadores derivados de AA,
exercendo desta forma um efeito anti-inflamatoério potente (CALDER, 2003). O ®-3 desloca o

AA do pool de AG dos tecidos, reduzindo sua disponibilidade, afetando desta forma a
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producdo de PG, TX e LT. O EPA e o DHA competem com o AA pela COX, ocupando 0s
sitios disponiveis, além disso sua incorporacdo a membrana pode alterar propriedades fisico-
quimicas, atividade de receptores e sinalizacdo celular (NETTLETON, 1995).

O EPA E O DHA agem diretamente, substituindo o AA como substrato para sintese de
eicosanoides e reduzindo o metabolismo do AA, e indiretamente, alterando a expressao
génica (CALDER, 2003).

O EPA e DHA séo predominantemente encontrados em alimentos de origem marinha,
sendo que a quantidade dos mesmos nas diferentes espécies varia de acordo com a
alimentacdo do animal, tamanho, idade, localizacdo geografica e estacdo do ano
(NETTLETON, 1995), conforme demonstrado na tabela 4.

Tabela 4 — Contetido de Acidos Graxos ©-3 em diferentes alimentos. Valores expressos em g /100 g.

Alimento ALA (18:3) EPA (20:5) DHA (22:6) EPA+ DHA
Linhaca 53,3 0 0 0
Canola 11,1 0 0 0

Noz 10,4 0 0 0
Germen de Trigo 6,9 0 0 0
Soja 6,8 0 0 0
Manteiga 1,2 0 0 0
Banha de Porco 1,0 0 0 0
Salméo 0,1 0,6 1,2 1,8
Anchova 0 0,5 0,9 1,4
Sardinha 0,5 0,4 0,6 11

Fonte: Adaptado de Nettleton (1995).
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1.3 Espécies reativas de oxigénio e ilhotas pancreaticas

Toda molecula que tem um elétron desemparelnado em sua Orbita externa, é
caracterizado como radical livre. Cerca de 2-5% do oxigénio que consumimos, transformam-
se em radicais livres, ou espécies reativas de oxigénio (EROs), tornando-se uma molécula
instavel, como o superoxido (O;°). Na necessidade de parear-se, esta molécula, pode interagir
com outra igual, tornando-se neutra, ou ainda interagir com lipidios da membrana plasmética,
alterando suas propriedades (GEHRMANN; ELSNER; LENZEN, 2010; OLSZEWER, 1995).

A producdo excessiva ou continuada de EROs pode alterar a integridade e funcéo
fisiologica de macromoléculas como DNA, proteinas e lipidios, contribuindo para a
patogénese de doencas neurodegenerativas, envelhecimento, processos inflamatorios, reacdes
imunoldgicas, cancer e diabetes. O dano provocado por EROs é determinado pela geracdo das
mesmas, mas também pelo status antioxidante da célula, sendo que os tecidos apresentam
diferengas na suscetibilidade aos danos citotdxicos. As ilhotas pancreéaticas, apresentam
expressao génica e atividade reduzida de algumas enzimas antioxidantes, comparadas a outros
tecidos, o que torna-as mais sensiveis a lesdo por EROs (ACHARYA; GHASKABDI, 2010;
BINDOKAS et al., 2003; BRAND et al., 2004; KANETO et al., 1999; LENZEN;
DRINKGERN; TRIEDGE, 1996; Pl et al., 2007; SCHONFELD; WOJTCZACK, 2008).

A exposicdo da célula B a grandes quantidades de EROs, esta associada a disfuncédo da

mesma e apoptose, como encontrado no diabetes tipo | e diabetes tipo Il. Porém em pequenas

guantidades, as EROs agem como mensageiros intracelulares em diversos tecidos, inclusive

na célula B, atuando como sinalizadores da secre¢do de insulina (ACHARYA; GHASKABDI,
2010; BINDOKAS et al., 2003; Pl et al., 2007).

A mitocondria é a maior fonte de EROs, a partir do metabolismo dos nutrientes e
geracdo de ATP, sendo que a disfuncdo mitocondrial é a principal responsavel pelo aumento
na geracdo de EROs associado ao diabetes (BRAND et al., 2004; GEHRMANN; ELSNER,;
LENZEN, 2010). Porém, outras fontes celulares produzem EROS, dentre elas o sistema
NAD(P)H oxidase (SCHONFELD; WOJTCZACK, 2008; SYED et al., 2011).
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1.4 Enzima NAD(P)H oxidase

A NAD(P)H oxidase é um complexo enzimatico envolvido na acéo anti-patogénica de
neutrofilos e outros fagocitos. Esta acdo é mediada pela producdo de EROs. A habilidade em
produzir EROs ¢é vital para defesa contra infeccbes (JONES; HANCOCK; MORICE, 2000).
Este complexo é encontrado em diversas células e possui como substrato as coenzimas
NADH (nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida) ou NADPH (nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato) (BABIOR, 1999).

A enzima é formada por duas subunidades presentes na membrana plasmatica:
gp91P"™* e p22 P"* que formam o citocromo b558 e contituem o centro redox da enzima.
Além delas, existem subunidades presentes no citosol: p67°"™, p40°"™ p47""™ e Rac. A
ativacdo do complexo inicia-se com a fosforilagdo da subunidade citosélica p47°" | desta
forma, as subunidades citosolicas translocam-se para a membrana, gerando grandes
quantidades de O;°. As subunidades da NAD(P)H oxidase atuam como cadeias de transporte
de elétrons, tendo o oxigénio molecular (O,) como aceptor final de elétrons. Através da
reducdo da molécula de oxigénio, a enzima catalisa a producédo de O," e utiliza como doador
de elétrons a molécula de NADPH. O O," é convertido em peréxido de hidrogénio (H,0,)
pela superoxido dismutase (SOD) (BABIOR, 1999; JONES; HANCOCK; MORICE, 2000).

O complexo NAD(P)H oxidase é reconhecido como importante fonte de O,° em
fagdcitos. Outros tecidos e células também apresentam o complexo enzimatico ativo, como
células endoteliais, células vasculares musculares lisas, células da tiredide, fibroblastos,
linfocitos e osteoclastos (BABIOR, 1999). Oliveira et al. (2003), observaram que ilhotas
pancredticas expressam os componentes da NAD(P)H oxidase.

A atividade e expressdao da NAD(P)H oxidase em ilhotas é modulada pela glicose e
por alguns AG, sendo que a producdo de H,O, é um importante sinalizador da secrecdo de
insulina (MORGAN et al., 2009, SANTOS et al., 2011). A glicose estimula a producdo de
EROs em ilhotas através da ativacdo do complexo enzimético, mediada pela PKC
(OLIVEIRA et al., 2003). Os AG aumentam a expressdo das subunidades da NAD(P)H
oxidase, aumentando a producdo de O,°, em neutréfilos, fibroblastos e linfécitos
(SCHONFELD; WOJTCZACK, 2008).

Morgan et al. (2009) observaram que o palmitato ativa a NAD(P)H oxidase,
aumentando a producdo de O,° e, consequentemente de H,O,. Em baixas concentracdes o

H,O, funciona como sinalizador intracelular. Da mesma forma, o oleato aumentou a
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expressao de p47°" gp91°"* e PKC, com aumento no contetido de O,", sugerindo também,
uma possivel acdo regulatdria sobre a NAD(P)H oxidase (SANTOS et al., 2011).

Miyasaka et al. (2001), observaram aumento na produgdo de H,0, por macréfagos de
ratos suplementados com ¢6leo de peixe. O mesmo foi visto por Folador et al. (2006),

indicando um possivel efeito modulador do &cido graxo sobre a atividade da NAD(P)H
oxidase.
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2 JUSTIFICATIVA

O impacto de alguns AG sobre a secrecdo de insulina e a atividade da NAD(P)H
oxidase em ilhotas pancreaticas tem sido estudado e ja €, pelo menos em parte, conhecido.
Porém, os efeitos da suplementagdo com oOleo de peixe, em animais normais, sdo ainda
desconhecidos.

A NAD(P)H oxidase tem papel importante no processo secretdrio de insulina e sua
atividade esta relacionada a producédo de O,° e consequentemente de H,O,. A suplementacao
de Gleo de peixe ja mostrou aumentar a producdo de H,O, em macréfagos, possivelmente via
NAD(P)H oxidase, mas em ilhotas pancreéticas de animais normais, este efeito ainda néo é
conhecido.

Considerando a importante relacdo da NAD(P)H oxidase com a secre¢do de insulina, o
estudo das possiveis alteracdes induzidas pela suplementacdo com AG ®-3 sobre a producéo

de O e sobre a expressdao da NAD(P)H oxidase, passa a ser de grande importancia para a

melhor compreensao da fisiopatologia das células B-pancreaticas.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Verificar possiveis alteracfes da secrecdo de insulina e da expressdo da enzima NAD(P)H
oxidase em ilhotas pancredticas isoladas de ratos normais submetidos a suplementagdo

alimentar com 0leo de peixe.
3.2 Objetivos Especificos:

* Acompanhar ganho de peso e distribuicdo de depositos de tecido adiposo;

* dosar glicemia basal e insulinemia basal,

* aplicar teste de tolerancia a glicose (TTG) e teste de tolerancia a insulina (TTI);

* verificar a secre¢do de insulina por ilhotas isoladas na presenga de concentracGes
crescentes de glicose (2,8, 5,6, 8,3, 11,1 e 16,7mM);

* verificar a producio de **CO, a partir da glicose [U-*C] para avaliar o metabolismo da
glicose;

* verificar o conteldo de O," na presenca de 5,6 e 16,7 mM de glicose;

* avaliar a expressdo génica e expressdo proteica das subunidades gp91P"™ | p22°"* e
p47""* da NAD(P)H oxidase, bem como das enzimas antioxidantes catalase (CAT),

glutationa peroxidase (GPx), superoxido dismutase 1 e 2 (SOD 1 e SOD 2).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, com 21 dias de vida. Os animais foram
fornecidos pelo Biotério do Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Ciéncias
Biomeédicas da Universidade de Sdo Paulo (ICB/USP). Os animais foram mantidos em
ambiente com temperatura constante em torno de 23 = 2 °C e sob ciclo de iluminagao
(claro/escuro) de 12/12 horas. Foram divididos em grupo controle e grupo suplementado.

O grupo suplementado recebeu 6leo de peixe comercial da marca Herbarium, cuja
composi¢do encontra-se na tabela 5. A suplementacdo (1 g/kg de peso corporeo) foi iniciada
partir de 21 dias de vida ap6s o desmame e seguiu durante 60 dias. Os animais foram pesados
a cada dois dias, para correcdo da dose a ser administrada. A administracdo foi via oral,
através de pipeta microvolumétrica. Passado o periodo de suplementacdo, os animais foram

eutanasiados para a obtencédo das ilhotas e realizagdo dos experimentos.
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Tabela 5 — Composicao de acidos graxos do 6leo de peixe administrado aos animais. Dados expressos

como porcentagem do total de &cidos graxos.

Acido Graxo Oleo de Peixe
Laurico (12:0) 0,5
Miristico (14:0) 11,66
Palmitico (16:0) 14,44
Estearico (18:0) 3,23
Oléico (18:1) 8,85
Linoléico (18:2) 0,20
y-linolénico (18:3) 1,76
Araquidonico (20:4) 12,33
Eicosapentaendico (20:5) 26,48
Docosahexaendico (20:6) 20,55

Fonte: Adaptado de Folador et al. (2009).

4.2 Composicéo corporal

Foi analisado o ganho de peso dos animais durante o tratamento. Para isso 0S mesmos

foram pesados semanalmente, em balanca digital.

A distribuicdo do tecido adiposo foi avaliada. Apos eutanasia, foram retirados os

depdsitos de tecido adiposo peri-epididimal e retroperitoneal, pesados e normalizados para

cada 100g de peso corporal.
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4.3 Glicemia e insulinemia basal

A glicemia basal foi obtida apds restricdo alimentar de 4 horas. Os animais foram
anestesiados com solucdo anestésica de zoletil® (Virbac, Sdo Paulo, Brasil), que cuja
composicéo é tiletamina e zolazepam, na dose de 0,2 ml/300 g peso e fentanest® (Cristélia,
Sao Paulo, Brasil), cuja composicdo é citrato de fentanila, na dose de 0,1 ml/300 g peso
administrado por via intramuscular. A amostra de sangue foi coletada da cauda do animal, e a
glicemia determinada por fita teste e glicosimetro Accu Chek Active.

Para a insulinemia basal, foram mantidas as mesmas condic¢des de restricdo alimentar
e anestesia. Foram coletados cerca de 600 ul de sangue da cauda do animal em tubos
previamente heparinizados. Apos centrifugacdo, obteve-se o plasma, onde foi dosada a
insulina. A dosagem da insulina foi determinada por radioimunoensaio, conforme descrito na

secdo 4.7.

4.4 Teste de tolerancia a glicose (TTG) e teste de tolerancia a insulina (TTI)

Os animais foram submetidos ao teste de tolerancia a glicose apds restricdo alimentar
de 4 horas. Os animais foram anestesiados com solucao anestésica conforme descrito na secdo
4.3. Foi administrado 1 g de glicose 100% a cada quilo de peso corporeo por via endovenosa
através da veia peniana. Amostras de sangue foram coletadas da cauda do animal, nos tempos:
0, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28 e 32 minutos e a glicemia determinada por fita teste e glicosimetro
Accu Chek Active. Os dados foram analisados através do célculo da area sob a curva.

Para o teste de tolerancia a insulina, foram mantidas as mesmas condi¢6es de restri¢do
alimentar e anestesia. A dose de insulina administrada foi 0,75 U/kg peso corpreo por via
endovenosa através da veia peniana. Amostras de sangue foram coletadas da cauda do animal,
nos tempos: 0, 4, 8, 12, 16 e 20 minutos e a glicemia determinada por fita teste e glicosimetro
Accu Chek Active. Os dados foram analisados através do calculo da constante de decaimento

da glicose do teste de tolerancia a insulina (Kt)).
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4.5 Obtencdo de ilhotas pancreaticas

O isolamento das ilhotas foi feito pelo método da colagenase (0,7 mg/ml - Collagenase
Type V — Sigma Chemical Co.) proposto por Lacy e Kostianovsky (1967). Os animais foram
decapitados e submetidos a antissepsia da regido abdominal com alcool 70%. Foi realizada a
laparotomia mediana e a exposi¢do do ducto biliar que foi clampeado na sua extremidade
distal e dissecado préximo ao pediculo hepatico, por onde foi introduzida uma cénula de
polietileno e injetados, por via retrogada, cerca de 20 ml de solucdo de colagenase em Hanks.
A solucao de Hanks contém NaCl 8.00 g/l, KCI 0,40 g/l, CaCl, 0,14 g/l, MgS0O,.7H,0 0,20
g/l, NaH,P0O, 0,48 g/l, KH,PO, 0,06 g/I, NaHCO3 0,35 g/l, H,0 (gsp): 1,00 L.

Apos inflar o pancreas, o mesmo foi retirado e colocado em placa de Petri para
disseccdo de ganglios linfaticos, tecido adiposo e vasos sanguineos, sendo fragmentado em
pedacos e depositado em tubo falcon. A preparacdo foi colocada em banho-maria a 37 °C
durante 25 minutos. A seguir, foi agitado manualmente para separa¢do da por¢do exdcrina e
endocrina. Apos a lavagem com Hanks (0,1% de albumina) foi realizada a coleta das ilhotas

pancreaticas com micropipeta e lupa.

4.6 Secrecdo estatica de insulina

Para a verificacdo da secrecdo de insulina, grupos de 5 ilhotas foram coletados em
tubos contendo 500 ul de Krebs-Henseleit, suplementado com albumina bovina (0,1%) e pré-
incubados por 30 minutos a 37 °C na presenca de 5,6 mM de glicose. Ap6s a retirada do meio
de pré incubacdo, as mesmas foram incubadas em diferentes concentracdes de glicose (2,8,
5,6, 8,3, 11,1 e 16,7 mM) por 60 minutos a 37 °C. O sobrenadante foi removido e estocado a -
20 °C para posterior dosagem de insulina por radioimunoensaio. As ilhotas foram
ressuspendidas em 350 pL de uma solugdo de alcool acido (52 ml etanol, 17 ml &gua, 1 ml
acido cloridrico) e rapidamente sonicadas, provocando o rompimento das células para
dosagem do conteldo intracelular de insulina. Os dados foram expressos através da
normalizacdo da secrecdo pelo contetdo de insulina e foram abordados como percentagem em

relagdo ao controle.
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4.7 Dosagem de insulina

A dosagem da quantidade de insulina secretada foi determinada por radioimunoensaio.
Para tanto, a solucédo reagente inclui uma quantidade conhecida de anticorpo, uma quantidade
conhecida do horménio marcado radioativamente (insulina marcada com iodo — I,
Amershan Biosciences, Inglaterra) e uma quantidade desconhecida de hormoénio ndo —
radioativo (amostra). Como as duas formas de hormonio, competem pelo sitio de ligacdo ao
anticorpo, quanto mais hormonio ndo — radioativo estiver presente, menos o hormonio
radioativo ira se ligar. O complexo insulina — anticorpo marcado formado foi precipitado em
polietilenoglicol (PM 6000) e dosado em contador tipo gama (PerkinElmer, Turku, Finlandia).
Uma curva padrdo foi preparada, na qual a relacdo ligado/livre para o horménio radioativo foi
plotada em funcdo da concentracdo do hormdnio ndo-radioativo. A relacdo ligado/livre do
horménio radioativo € maior quanto menos horménio ndo-radioativo estiver presente. A curva

padrdo foi utilizada para determinar a concentra¢do do hormonio em cada amostra.
4.8 Metabolismo da glicose

Grupos de 80 ilhotas pancreaticas foram incubadas em 1,2 ml de Krebs-Henseleit
contendo 0,1% de albumina em 5,6 mM ou 16,7 mM glicose. Os tubos de incubacgéo
continham, em compartimento separado, papel de filtro embebido em 400 pl de
feniletilamina, diluida 1:1 v/v.em metanol. A solucdo de incubagdo continha glicose marcada
com carbono 14 ([U-**C]), na atividade de 0,2 pCi/ml para a solugdo de 5,6 mM e 0,6 uCi/ml
para a solucdo 16,7 mM glicose. As amostras devidamente vedadas, foram incubadas em
banho-maria a 37 °C sob agitacdo. Apds 60 minutos, foram adicionados 400 pl de acido
cloridrico (HCI) e os tubos foram incubados por mais 90 minutos a 37 °C, sob agitacdo. O
papel de filtro foi entdo transferido para tubo especifico com adicdo de 1,8 ml de liquido de
cintilacdo biodegradavel (Amershan Pharmacia, Upsala Sweden). A contagem da
radioatividade do '*CO, produzido foi realizada em Cintilador Beckman-LS 5000TD
(Beckman Instruments, Fullerton, CA, USA).
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4.9 Conteudo de superoxido

O conteldo de superoxido (O,") foi determinado utilizando o método de fluorescéncia
com dihidroetideo (BINDOKAS et al., 2003). A Hidroetidina (EH) ou Diidroetideo (DHE) ¢
uma sonda redox-sensivel, extensamente usada para detectar a producdo intracelular de anion
superoxido. A reacdo entre o superdxido e o DHE resulta na formagao de um produto oxidado,
0 etideo, este se intercala as bases de DNA, corando o nucleo com uma fluorescéncia
vermelha (ZHAO et al., 2003).

Grupos de 20 ilhotas foram pré-incubadas durante 30 minutos em uma solugdo de
Krebs Henseleit na presenca de 0,1% de albumina e 5,6 mM de glicose. Apos a retirada da
solucdo de pré-incubacéo, as ilhotas foram incubadas novamente na presenca de 5,6 mM ou
16,7 mM glicose por 30 minutos, em banho-maria sob agitacdo, a 37 °C. Em seguida,
adicionou-se a hidroetidina em concentragao final de 50 uM e incubou-se por 20 minutos em
temperatura ambiente. Passado este periodo, a solugdo de incubacdo foi retirada, as ilhotas
foram lavadas em Krebs—Henseleit e transferidas para laminas de cultura (chamber slide
system).

A produgdo da fluorescéncia foi analisada em microscopio confocal (LSM 510 —
Aaxiovert 100M — Carl Zeiss; Jena — Germany). Para tanto, as ilhotas foram submetidas a
excitacdo com laser de hélio-ne6nio no comprimento de onda 488 nm, sendo a emissédo
capturada no comprimento de 566 nm. A obtencdo das imagens foi realizada com uma
objetiva de 40x, sendo utilizados parametros idénticos entres as amostras de uma mesma
sequéncia experimental. Para a quantificacdo da fluorescéncia foi feita a projecéo das secc¢oes
e utilizado o programa Image J. (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA). Os

dados foram expressos pela area da ilhota pancreatica analisada.

4.10 Expressdo génica por PCR em tempo real

Para a extracdo dos RNAs totais das ilhotas, as mesmas foram homogeneizadas com o
reagente Trizol até a completa solubilizacdo. Em seguida, incubadas durante 5 min a
temperatura ambiente, foi acrescido de 0,2 ml de cloroformio a cada 1 ml de Trizol. O
sobrenadante foi separado por centrifugacéo (12.000 rpm, 15 min, 4 °C), e o0 RNA precipitado
com isopropanol, lavado com etanol 75% e dissolvido em agua deionizada previamente

tratada com DEPC (dietilpirocarbonato). Os RNAs obtidos foram quantificados por
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espectrofotometria e submetidos a eletroforese em gel de agarose, para analise da integridade
do RNA.

Ap0s a extracdo do RNA, cada amostra de 3 ug de RNA foi submetida a reacéo de
transcricdo reversa com primers randdmicos e adicdo de tampdo DNAse 10X e DNAse
(1U/uL). Apds incubacdo de 25 minutos a 25 °C, a DNAse foi inibida com EDTA (25 mM),
em seguida foram adicionados primers randoémicos (146 ng/ uL) e os reagentes tampéo RT
5X, DTT (100 mM) e dNTP mix (10 mM). A transcriptase reversa SuperScript Il foi
adicionada e as amostras foram incubadas. A reacao foi realizada utilizando termociclador
Multicycler PTC-0200 (Mj Researc. Inc, Walhan, MA, USA).

A expressdo génica foi avaliada utilizando o equipamento ROTOR GENE 6000
(Corbett Research, Mortlake, Australia) e o SYBR GREEN (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA)
para quantificacdo fluorométrica. A quantificacdo relativa do valor de cada gene alvo foi
analisada utilizando o método do Ct (cycle threshold) comparativo proposto por Livak e
Schmittgen (2001). O valor do Ct é o numero de ciclos calculado onde o sinal de
fluorescéncia emitido esta significativamente acima dos niveis basais. A expressao do RNA
para cada gene foi normalizada pela expressdo do gene constitutivo HPRT (hipoxantina
fosforibosiltransferase). As sequéncias dos pares de primers para cada gene analisado
encontra-se na tabela 6.
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Tabela 6 — Sequéncias de nucleotideos dos pares de primers utilizados.

Primer Sequéncia

gp917HeX sense: 5°-TGC CCA GTA CCA AAG TTTGCC-3
antisense: 5’-GAC CCA CGA TCC ATT TCC AAG-3’

p22PHox sense: 5°-GAG GTC CGC AAG AAG CCA AG-3’
antisense: 5’-GAA ACT CAA GCA GGA GCC ACT G-3

p47°Hox sense: 5°-CTT CAT TCG CCA CAT CGC -3
antisense: 5’-TTT CTG TAG ACC ACC TTC TCC G - 3’

CAT sense: 5°-CAT TGA GCC CAG CCC G-3’
antisense: 5°-GGC GGT GAG TGT CTG GGT AA-3’

GPx sense: 5’-CCT GGT GGT GCT CGG TTT-3”
antisense: 5°-TCG GAC ATA CTT GAG GGA ATT CA-3’

SOD 1 sense: 5’-CCG GTG CAG GGC GTC-3’
antisense: 5°>-TCC TGT AAT CTG TCC TGA CAC CA-3’

SOD 2 sense: 5°-TAC CAG CAT TTT CTG GCA AAA CC-3’
antisense: 5°’-AGT CAC GCT TGA TAG CCT CCA-3’

HPRT sense: 5’-GCT GAA GAT TTG GAA AAG GTG T-3°

antisense: 5°-ACA GAG GGC CAC AAT GTG AT-3°

Sequéncias para anélise da expressdo génica de gp91°">, p22°"* e p47°"*  catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx), superoxido dismutase 1 (SOD1) e superoxido dismutase 2 (SOD2). Para controle
interno foi utilizado HPRT.

Fonte: Lucena (2012).
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4.11 Expressdo protéica por Westernblotting

Em grupos de 300 ilhotas foram adicionados 80 ul de tampéo de extracdo previamente
fervido (Tris-Base 100 mM, pH 7,5; EDTA 10 Mm; SDS 10%; fluoreto de sodio 100 mM;
ortovanadato de sddio 10 mM e agua destilada). Em seguida, as amostras foram fervidas por 5
minutos e centrifugadas por 20 minutos & 4 °C (12000 rpm). Foi determinado o conteldo
protéico do sobrenadante pelo método de Bradford (1976). ApoGs corrida em gel de
eletroforese (gel de 10% e de 15%) e transferéncia para membrana de nitrocelulose, a
expressao das subunidades da NAD(P)H oxidase, bem como das enzimas antioxidantes foram
avaliadas através de anticorpos especificos (ver tabela 6). Para a revelacdo, foram utilizados
os reagentes de quimioluminescéncia ECL da Millipore, onde as solucdes 1 e 2 foram
adicionadas na mesma proporcao e a membrana foi analisada no aparelho Image Quant, GE
Healthcare (GE Healthcare AS, Oslo, Noruega). A intensidade das bandas foi quantificada por
densitometria Optica pelo software Image J. A quantificacdo da expressdo proteica foi

normalizada pela proteina tubulina.

A tabela 7, apresenta as proteinas analisadas, bem como o0s respectivos anticorpos

utilizados.



Tabela 7 — Anticorpos utilizados para analise da expressdo proteica.
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Anticorpo Primario Anticorpo Secundario Fabricante Concentracéo

gp917HoX rabbit Millipore 1:1000

p22°HOx rabbit Abicans 1:500

p47PHox rabbit Millipore 1:1000

CAT rabbit Santa Cruz 1:500

GPx goat Sigma 1:1000

SOD 1 rabbit Santa Cruz 1:1000

SOD 2 rabbit Millipore 1:1000
Tubulina mouse Invitrogen

Anticorpos para analise de gp91™™* p22°" e p47""*  CAT, GPx, SOD1 e SOD2. Para controle
interno foi utilizada Tubulina.

Fonte: Lucena (2012).

4.12 Anélise estatistica

Para a analise estatistica, os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da

média (EPM). O intervalo minimo de significancia considerado foi de 95% (p<0,05). Foi feita

a analise de variancia (ANOVA) com pds-teste de Bonferroni, ou anélise por Teste t.
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5 RESULTADOS

5.1 Composicéo corporal

O ganho de peso dos animais foi avaliado semanalmente (figura 1). Foi avaliada a
distribuicdo do tecido adiposo (figura 2). Os grupos suplementado e controle apresentaram

mesmo padrdo de ganho de peso e distribuicdo de tecido adiposo apds 60 dias de tratamento.

Figura 1 — Ganho de massa corporal.
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Evolucdo da massa corporal dos animais ao longo do tratamento (Teste t ndo pareado. n=22).
Fonte: Lucena (2012).
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Figura 2 - Depositos de Tecido Adiposo.
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Peso do tecido adiposo retroperitoneal e do peri-epididimal em comparagdo percentual & massa
corporea (Teste t ndo pareado. n=6).
Fonte: Lucena (2012)
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5.2 Homeostase Glicémica

A glicemia basal e a insulinemia basal (figura 3) foram avaliadas apds 4hs de restricao

alimentar. Nao houve diferencas entre os grupos controle e suplementado.

Figura 3 - Glicemia e insulinemia basais.

A
Glicemia Basal
150+
- =3 Controle
E Il Suplementado
ﬁ 100+
@
o
o
IS 504
]
Lo
[0
0
Controle Suplementado
B
Insulinemia Basal
30-
—_
£
> 204
£
©
£
> 10-
(2]
£
C T
N4
&,\o
QO

A - Glicemia basal avaliada apds 4hs de restricdo alimentar (Teste t ndo pareado. n=10). B —

Insulinemia basal avaliada ap6s 4hs de restricdo alimentar (Teste t ndo pareado. n=9).
Fonte: Lucena (2012).
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O teste de toleréncia a glicose (TTG) foi realizado quatro dias antes do sacrificio dos

animais. Os grupos controle e suplementado apresentaram respostas similares, ndo havendo

diferenca significativa entre os mesmos (figura 4).

Figura 4 - Teste de tolerancia a glicose
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Curva glicémica durante o TTG e area incremental sob a curva (ANOVA com duas variaveis seguida

de Teste de Bonferroni. n=10).
Fonte: Lucena (2012).

O teste de tolerancia a insulina (TTI) foi realizado quatro dias antes do sacrificio dos animais.
Os grupos controle e suplementado ndo apresentaram diferenca significativa no teste (figura

5).
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Figura 5 - Teste de tolerancia a insulina.
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seguida de Teste de Bonferroni. n=5).
Fonte: Lucena (2012).

5.3 Secrecdo de insulina e metabolismo de glicose por ilhotas isoladas

Foi analisada a secrecdo estatica de insulina por ilhotas isoladas. Em concentracGes

crescentes de glicose ndo houve diferenca na secrecdo de insulina pelos diferentes grupos

experimentais (figura 6).



Figura 6 - Secregdo de Insulina.
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Resposta da secre¢do de insulina em concentragcdes crescentes de glicose (ANOVA com duas
variaveis seguido de Teste de Bonferroni. n=8).

Fonte: Lucena (2012).

Foram realizados ensaios para analisar o metabolismo de glicose em ilhotas

pancreaticas isoladas através da producdo de '*CO,,

diferentes entre os grupos (figura 7).

N&o foram detectadas respostas
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Figura 7 - Metabolismo de glicose.
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Producédo de CO,a partir do metabolismo de glicose em ilhotas pancreéticas isoladas (ANOVA com
duas variaveis seguido de Teste de Bonferroni. n=6).
Fonte: Lucena (2012).

5.4 Conteudo de Superédxido em llhotas Isoladas

Foram realizados ensaios para analisar o conteddo de superdxido em ilhotas
pancreaticas sob diferentes estimulos de glicose. Houve reducdo no contetdo de superdxido

em ambas concentracdes de glicose, no grupo suplementado com 6leo de peixe (figura 8).
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Figura 8 - Contetdo de Superdxido.
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Contetdo de anion superoxido em ilhotas pancreéticas isoladas (ANOVA com duas variaveis seguido
de Teste de Bonferroni. Teste t ndo pareado. n=7-10). *p<0,05, **p<0,01.
Fonte: Lucena (2012).

5.5 Expressao génica

Foi analisada a expressdo génica das subunidades da NAD(P)H oxidase, conforme
demonstrado na figura 9.
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Figura 9 - Expresséo génica das subunidades da NAD(P)H oxidase.

A B
p22
gp9l
D
1.5 -
~ <
< -] T
:) ~—
~ 104 =
= [od
x g
T z
o 054 N
0& [}
o
0.0 0
: Controle Suplementado Controle Suplementado
C
p47
25 -
z 2.0 -
2
15 -
k& .
o
I 101
N~
<
o 054
0.0

Controle Suplementado

A - Expressdo génica de gp91°" em ilhotas pancreéticas isoladas (Teste t ndo pareado.n=6). B -
Expressdo génica de p22°"™ em ilhotas pancreaticas isoladas (Teste t ndo pareado. n=6). C —
Expressdo génica de p47°™ em ilhotas pancreaticas isoladas (Teste t ndo pareado. n=6).

Fonte: Lucena (2012).

Foi analisada também a expressdo génica das enzimas antioxidantes, conforme

demonstrado na figura 10.



Figura 10 - Expressdo génica das enzimas antioxidantes.
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A — Expressdo génica da catalase (CAT) em ilhotas pancreéticas isoladas (Teste t ndo pareado. n=5).
B — Expressao génica da glutationa peroxidase (GPx) em ilhotas pancreaticas isoladas (Teste t ndo

pareado. n=5).

C - Expressdo génica de superoxido dismutase 1 (SOD1) em ilhotas pancreéaticas

isoladas (Teste t ndo pareado. n=4). *p<0,05. D - Expressdo génica de superoxido dismutase 2 (SOD2)

em ilhotas pancreéticas isoladas (Teste t ndo pareado. n=3).

Fonte: Lucena (2012).

5.6 Expresséo proteica

Foi analisada a expressdo génica das subunidades da NAD(P)H oxidase, conforme

demonstrado na figura 11.



Figura 11 - Expresséo proteica das subunidades da NAD(P)H oxidase.
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***p<0,001.
Fonte: Lucena (2012).

Foi analisada também a expressdo proteica das enzimas antioxidantes, conforme

demonstrado na figura 12.



Figura 12 - Expressédo proteica das enzimas antioxidantes.
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6 DISCUSSAO

A prevaléncia da obesidade, resisténcia a insulina e diabetes mellitus tipo 2 vem
aumentando rapidamente em todo mundo, com conseqiiéncias para a salde da comunidade e
demanda por cuidados medicos (VESSBY, 2000). A composicéo da dieta pode ter um papel
significante também para a sensibilidade periférica a insulina. Os AG oléico, linoléico,
palmitato e estearico sdo 0os mais abundantes em nossa alimentacéo e refletem a composicéo
de lipidios plasmaticos e nos tecidos. O aumento da resisténcia a insulina esta freqlientemente
associada a alta ingestdo de gordura saturada e baixa ingestdo de gordura poliinsaturada como
0 6leo de peixe (STORLIEN et al., 1991).

Assim, considerando a possivel importancia do aumento da ingestdo de 6leo de peixe
como preventivo ao desenvolvimento de doencas relacionadas a alteracbes metabolicas
propusemo-nos a estudar em ratos os possiveis beneficios da suplementacdo alimentar
baseada nesse composto. Ambos os grupos (controle e suplementado) receberam dieta padréo
para roedores sendo que ao grupo suplementado foi adicionado 6leo de peixe (1 g/kg
peso/dia). A dose correspondeu a 0,1% do peso corpéreo do animal, contribuindo com valor
energético irrelevante (cerca de 1,8 kcal para um animal de 200 g/peso corpéreo).

O ganho de peso dos animais foi avaliado semanalmente e os depositos de gordura
foram determinados apds o tratamento, para verificar as possiveis alteracbes promovidas pelo
6leo de peixe. Os grupos controle e suplementado ndo apresentaram diferencas no ganho de
peso (figural) bem como na distribuicdo do tecido adiposo (figura 2). Resultados semelhantes
foram observados por Castellano et al. (2010), onde porcos saudaveis alimentados com dietas
isocaldricas e suplementados com gordura animal e diferentes 6leos de peixes, nédo
apresentaram diferencas nos ganhos de peso e depdsito de tecido adiposo. Em nosso modelo e
no modelo de Castellano et al. (2010), a dieta habitual parece ser o fator determinante do
ganho de peso e da distribuicdo de tecido adiposo nos animais.

Foram avaliadas a glicemia basal, insulinemia basal, tolerancia a glicose (TTG) e
tolerancia a insulina (TTI) nos grupos controle e suplementado, a fim de investigar possiveis
alteracdes moduladas pelo Oleo de peixe. Ambos 0s grupos apresentaram glicemia e
insulinemia basal (figura 3), TTG (figura 4) e TTI (figura 5) semelhantes.

Castellano et.al. (2010) em trabalho realizado com porcos saudaveis suplementados
com gordura animal e diferentes 6leos de peixes, obtiveram resultados semelhantes. O mesmo

foi observado em estudo com cées normais (IRVINE et al., 2002).
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Em animais com resisténcia a insulina induzida por dieta rica em gordura saturada, a
suplementacdo aguda (24hs) com oleo de peixe ndo melhorou a sensibilidade ao horménio
além de aumentar a glicose plasmatica (HOLNESS et al., 2004). Resultados semelhantes
foram observados por Borkman et al. (1989) ao suplementar individuos portadores de diabetes
mellitus tipo 2 com 6leo de peixe. Ja Storlien et al. (1991), conseguiram reverter a resisténcia
a insulina induzida pela dieta com alto teor de gordura saturada, com a suplementagéo de ®-3
por 30 dias. Esses dados indicam que em animais resistentes, apenas o tratamento a longo
prazo seja eficiente para melhora da sensibilidade a insulina e intolerancia a glicose, através,
provavelmente, da alteragdo da composicdo de AG da membrana plasmaética e perfil
plasmatico de lipidios. Por outro lado, animais com deficiéncia de ®-3, apresentam resisténcia
a insulina e intolerancia a glicose (OGUZHAN et al., 2006).

Tém-se avaliado o impacto dos diferentes acidos graxos e da obesidade sobre o
processo secretdrio de insulina. Animais alimentados com dietas ricas em gordura saturada,
constantemente, desenvolvem resisténcia a insulina, acompanhada de intolerancia a glicose,
hiperglicemia e hiperinsulinemia (DUARTE et al., 2006).

Neste estudo realizamos experimentos de secrecdo estatica de insulina com ilhotas
pancreaticas dos grupos controle e suplementado em concentragdes crescentes de glicose
(figura 6). Nossos resultados ndo mostraram diferenca estatisticamente significante entre os
grupos. Da mesma forma, Castellano et al. (2010) ndo encontraram diferencas significativas
na resposta insulinica em porcos normais suplementados com 6leo de peixe.

Em animais alimentados com dieta rica em gordura saturada, a substituicdo de uma
pequena porcentagem do total de acidos graxos por 6leo de peixe reverteu a hipersecre¢édo de
insulina (HOLLNESS et al., 2004). Na realidade, o 6leo de peixe parece ser mais eficiente na
reversdo da hiperinsulinemia presente em animais obesos ou expostos a dietas ricas em
gordura animal. Em nosso modelo com animais normais, esta diferenga néo foi encontrada.

Avaliamos a oxidacdo da glicose entre os grupos (figura 7) através da producdo de
%C0,. Ambos apresentaram acréscimo da oxidacdo de glicose, frente as concentracdes
maiores da mesma no meio, porém a resposta nao foi diferente entre grupo controle e grupo
suplementado.

A suplementacdo em animais normais parece ndo afetar a oxidacdo de glicose na
ilhota. Porém, ilhotas de animais com deficiéncia de ®-3 (OGUZHAN et al., 2006),
apresentam menor taxa de oxidagdo em diferentes concentracgdes de glicose.

Os estudos com humanos ainda sdo controversos, porém Giacco et al. (2007)

mostraram que a suplementacdo com 0Oleo de peixe nao foi capaz de modular a sensibilidade
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e secrecdo de insulina em individuos normais. Assim, maiores estudos sdo necessarios para
confirmar os efeitos agudos e cronicos do 6leo de peixe sobre a homeostase da glicose em
animais normais e com patologias como obesidade e diabetes.

Com relacdo a producdo de EROs, como descrito anteriormente, a atividade e
NAD(P)H oxidase em ilhotas pancreaticas é modulada pela glicose e por alguns AG . A
presenca do palmitato aumenta a producdo de O," em 5,6mM de glicose (MORGAN et al.,
2009). O oleato aumenta a expressdo da p47°"™, gp91""™ e o contelido de O," em ilhotas
expostas em 16,7mM de glicose (SANTOS et al., 2011).

Em macréfagos, Miyasaka et al. (2001), observaram aumento na producéo de H,0O,
em ratos suplementados com 6leo de peixe. O mesmo foi visto por Folador et al. (2006),
indicando um possivel efeito modulador do AG sobre a atividade da NAD(P)H oxidase.

Porém, nosso estudo obteve efeito inverso, ao suplementar ratos com 6leo de peixe e
analisar o contetdo de O" de ilhotas pancreaticas destes animais (figura 8). Em altas
concentracOes de glicose, 0 grupo controle apresentou reducdo do contetido de O,* nas ilhotas,
0 mesmo foi observado por Rebelato et al. (2011), sugerindo que a glicose por si S0 possa
estar interferindo na producdo de EROs pela ilhota. O grupo suplementado apresentou
reducdo significativa do contetdo de EROs na presenca de 5.6 e 16.7mM de glicose quando
comparado ao controle. Resultados semelhantes foram obtidos por Richard et al. (2008) onde
células endoteliais de aorta foram incubadas com 10uM de EPA ou DHA por 48 horas, €
apresentaram conteudo reduzido de EROs. O mecanismo envolvido nesta reducao esté por ser
esclarecido.

A suplementacdo com 6leo de peixe foi capaz de reduzir a expressdo proteica das
subunidades gp91°"™* e p47°"™ (figura 11) nas ilhotas pancreaticas, sugerindo uma possivel
participacdo da NAD(P)H oxidase, ja que Santos et al. (2011), ao fazer o knockdown da
p47°"* promoveu uma redugdo no contetido de O," nas ilhotas, relacionando a geracdo de
EROs e a expressdo da enzima.

A reducdo do contetdo de O," até certo ponto parece ser benéfico para as ilhotas, pois
ratos diabéticos apresentam maior contetido de EROs quando comparados a animais normais,
e isso pode estar associado a maior ativacdo da NAD(P)H oxidase, j& que 0s mesmos
apresentam maior expressdo das subunidades gp91°"™* e p47°"* (SYED etal., 2011).

Por outro lado, o tratamento também aumentou a expressao proteica da enzima SOD1
e SOD2 (figura 12), indicando um possivel aumento na defesa antioxidante das ilhotas,

promovida pelo 6leo de peixe.
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Wang et al. (2004) analisaram a atividade da SOD em macr6fagos incubados com 6leo
de milho e 6leo de peixe, por 1, 3 ou 24 horas. Observaram que a partir de 1 hora de
incubacdo o Oleo de peixe ja foi capaz de aumentar atividade desta enzima. Erdogan et al.
(2004) observou aumento na atividade da SOD plasmatica em animais tratados com 0,4g/kg
de 6leo de peixe, durante 30 dias. Da mesma forma, células de hepatoma humano, tratadas por
21 horas com DHA, tiveram a atividade da SOD aumentada (DI NUNZIO; VALLI;
BORDONI, 2011).

Seja qual for 0 mecanismo que diminui o contetdo de EROs das ilhotas pancreéaticas
dos animais submetidos a ingestdo didria de Oleo de peixe, este dado é relevante, pois
pressupde melhor regulacéo do estado redox durante o processo secretério de insulina.
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7 CONCLUSOES

Estudos tém mostrado que a suplementacdo com 0leo de peixe melhora a resisténcia
periférica e secrecdo de insulina, associados a obesidade/diabetes. Em nosso modelo com
animais normais, a suplementacéo ndo alterou estes parametros quando comparados ao grupo
controle.

Por outro lado, foram observadas reducdes no contetido de O," das ilhotas dos animais
tratados, bem como reducdo da expressdo de gp91P"™ e p47 P"% e aumento da expressdo da
SOD1 e SOD2, porém o exato mecanismo responsavel ndo esta claro, sugerindo, no entanto,
que tanto a NADPH oxidase como a SOD 1 e SOD 2 participam desse processo. Os dados
indicam modulacdo do estado redox da célula induzida pelo éleo de peixe.
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