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RESUMO 

de Souza, AH. Modulação redox, função e sobrevivência de células-β pancreáticas: evidência 

sobre o papel da enzima NADPH oxidase-2 (NOX2) em um modelo in vitro de glicotoxicidade. 

[Tese (Doutorado em Fisiologia Humana)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, 

Universidade de São Paulo; 2016. 

Embora o estresse oxidativo causado pelo desequilíbrio redox, favorecido por elevadas 

concentrações de glicose, seja tipicamente associado com a diminuição da massa funcional de 

células-β em pacientes com diabetes do tipo 2 (DT2), também tem sido proposto que as 

espécies reativas de oxigénio desempenham um importante papel na secreção de insulina 

estimulada por glicose (GSIS) em células-β pancreáticas. Neste contexto, a enzima NADPH 

oxidase-2 (NOX2) tem sido associada tanto com a modulação redox e secreção de insulina, 

quanto, com danos a células β em condições diabéticas. No entanto, em grande parte dos 

estudos não se avalia o impacto da inativação/deficiência da NOX2 sobre os efeitos tóxicos da 

glicose (glicotoxicidade) em células β. No presente estudo, testamos o papel da NOX2 sobre a 

oxidação de tióis citosólicos, concentração de peróxido de hidrogénio (H2O2), função e 

apoptose em células β de camundongos simulando uma condição de glicotoxicidade. Para 

isso, ilhotas de camundongo C57BL/6J nocautes ou não para NOX2 (NOX2-KO e controle-

selvagem [WT], respectivamente) foram isoladas e cultivadas por até 3 semanas em 10 ou 30 

mmol/l de glucose (G10 e G30, respectivamente). Após 1-2 dias de cultura em concentrações 

intermediárias de glicose (G10), a secreção de insulina foi maior nas ilhotas NOX2-KO vs. WT 

sem apresentar diferenças de NAD(P)H e do influxo intracelular de cálcio ([Ca2+]i). Além disso, 

a deficiência de NOX2 não apresentou mudanças sobre o potencial redox da glutationa 

citosólica (EGSH), que, aliás, reduz em resposta ao estimulo agudo com G30. A cultura contendo 

G10 mostrou-se uma condição ótima para o cultivo de ilhotas. Nela, a oxidação de tióis, 

concentração de H2O2 e a apoptose de células β mantiveram-se baixos tanto nas ilhotas NOX2-

KO, quanto WT. Em G10, os parâmetros metabólicos (NAD(P)H e [Ca2+]i) e funcionais (GSIS) 

foram igualmente preservados em ambos os tipos de ilhotas, com exceção de uma redução 

progressiva da diferença de GSIS entre ilhotas NOX2-KO e WT. Diferentemente de G10, o 

cultivo de ilhotas em G30 aumenta a concentração de H2O2 e a oxidação de tióis no 

compartimento citosólico. Posteriormente a isso, com exceção da resposta máxima do [Ca2+]i, 

o cultivo prolongado em G30 melhora a sensibilidade do NAD(P)H à glicose, preservando a 

reposta máxima de GSIS, mas aumenta a apoptose de células-β. Estas respostas foram quase 

idênticas em ambos os tipos de ilhotas. Em conclusão, a NOX2 regula negativamente a 

secreção de insulina em ilhotas de camundongos, mas não é um componente crítico para a 

sobrevivência de células-β em um modelo in vitro de glicotoxicidade.  

 

Palavras-chave: Ilhotas de Langerhans. Insulina. Célula-β. roGFP. Secreção de insulina. 

Apoptose. NADPH oxidase. NOX2.



ABSCTRACT 

de Souza, AH. Redox modulation, function and survival of pancreatic β-cells: evidence on the 

role of NADPH oxidase-2 (NOX2) enzyme in a model of glucotoxicity in vitro. [PhD thesis 

(Human Physiology)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 

2016. 

Although oxidative stress caused by chronic redox imbalance favoured by high glucose 

concentrations is typically associated to the decline of the functional β-cell mass in type 2 

diabetes (T2D), it has also been proposed that reactive oxygen species play an important role 

in the glucose-stimulated insulin secretion (GSIS) by pancreatic β-cells. In this context, the 

NADPH oxidase-2 (NOX2) enzyme has been associated with redox modulation, regulation of 

insulin secretion, and β-cell damage in diabetic conditions. However, most of the studies did 

not address the impact of NOX2 inactivation/deficiency on β-cell glucotoxicity. In the present 

study, we tested the impact of NOX2 deficiency on islet-cell glucose responsiveness, cytosolic 

thiol oxidation, hydrogen peroxide (H2O2) concentration, β-cell function and apoptosis in 

mouse islets under glucotoxicity condition. For this purpose, NOX2 knockout (NOX2 KO) and 

wild type (WT) C57BL/6J mice islets were isolated and cultured up to 3 weeks at 10 or 30 

mmol/l glucose concentrations (G10 and G30, respectively). After 1-2 days of culture at 

intermediate glucose concentration (G10), the GSIS was higher in NOX2-KO vs. WT islets 

despite similar rises in NAD(P)H and intracellular calcium influx ([Ca2+]i). Furthermore, the 

NOX2 deficiency does not change the cytosolic glutathione-redox potential (EGSH), which 

decrease upon acute G30 stimulation. The culture at G10 is optimal for islet in vitro studies. In 

this condition, cytosolic thiol oxidation, H2O2 concentration and β-cell apoptosis remained low 

in NOX2-KO and WT islets. At G10, the glucose-induced rises in NAD(P)H, [Ca2+]i and GSIS were 

similarly preserved in both islet types, except for a progressive reduction of the difference in 

GSIS between NOX2-KO and WT islets. In contrast to G10, the culture at G30 increases the 

H2O2 concentration and cytosolic thiol oxidation.  Subsequent to that, except for maximal 

[Ca2+]i response, long-term culture in high glucose increases the glucose sensitivity of the 

NADPH, preserving the maximal GSIS but increase the β-cell apoptosis. These responses were 

almost identical in both types of islets. In conclusion, NOX2 is a negative regulator of GSIS in 

C57BL/6J mouse islets, but is not a critical component for β-cell survival in a model of 

glucotoxicity in vitro. 

 

Keywords: Islets of Langerhans. Insulin. β-cell. roGFP. Insulin secretion. Apoptosis. NADPH 

oxidase. NOX2. 
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1 INTRODUÇÃO 

Em 1869 o cientista alemão Paul Langerhans (1847-1888) descreveu pela primeira 

vez que o pâncreas era constituído por estruturas com características internas distintas. Na 

época, segundo ele, essas estruturas pareciam ilhas espalhadas por toda a glândula e 

apresentavam diferenças na coloração e na inervação em comparação com outras regiões do 

próprio tecido (1). Anos mais tarde essas “ilhas” foram denominadas ilhotas de Langerhans 

(ou islets of Langerhans em inglês) e correspondiam à aproximadamente 1-2% da massa total 

do pâncreas.  

Com o avanço da Endocrinologia descobriu-se que as ilhotas pancreáticas são 

constituídas de diversos tipos celulares e que secretam uma variedade de hormônios 

utilizados no controle do metabolismo energético corporal. Nesse contexto, as células β-

pancreáticas desempenham papel crucial. Elas são responsáveis por produzir e liberar 

insulina, principalmente após as refeições, para impedir que os níveis de glicose se elevam 

acima da faixa de normalidade (entre 10 e 15 mmol/l de glicose). A persistência elevada ou 

aumentos frequentes acima desta faixa, podem levar ao mau funcionamento e até a morte 

em diversos tipos celulares, inclusive nas que secretam insulina. Consequentemente, falhas 

no funcionamento ou na quantidade de células β, podem levar ao desenvolvimento do 

diabetes mellitus, uma doença metabólica caracterizada por elevados níveis de glicose no 

sangue. 

A secreção de insulina pelas células β depende de um conjunto complexo de fatores 

nutricionais, neurais e hormonais. Dentre eles, a glicose é reconhecida como o fator mais 

importante para a função e sobrevivência destas células. O processo secretório por outros 

nutrientes, como ácidos graxos, por exemplo, acontece somente na presença de níveis 

estimulatórios de glicose (2). 

O início da secreção de insulina pela glicose (GSIS – glucose-stimulated insulin 

secretion) ocorre pelo transporte do nutriente para o interior da célula β, por uma proteína 

integral de membrana denominada Glut2 (glucose transporter 2). O Glut2 possui elevado Km 

(entre 15 e 20 mmol/l) permitindo que a entrada de glicose seja proporcional ao aumento da 

glicemia (3). Após entrar na célula, a glicose é fosforilada à glicose-6-fosfato (G-6-P) 

predominantemente pela enzima hexoquinase IV (glicoquinase) de baixa afinidade (Km entre 

6 a 11mmol/l). O destino metabólico preferencial da G-6-P na célula β é a glicólise. Contudo, 
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estudos apontam que a via das pentoses-fosfato é importante para o fornecimento do cofator 

dinucleotídeo de nicotinamida-adenina fosfato na forma reduzida (NADPH) (4, 5). 

O processo secretório continua quando o piruvato, produto final da glicólise, é 

transportado à mitocôndria, onde é convertido a acetil-CoA pela enzima piruvato 

desidrogenase (PDH). Subsequentemente, a acetil-CoA entra no ciclo dos ácidos 

tricarboxílicos (TCA - tricarboxylic acid cycle), levando ao aumento dos agentes redutores: 

nicotinamida adenina dinucleotídeo (NADH) e flavina adenina dinucleotídeo (FADH). Esses 

agentes são os doadores de elétrons que serão transferidos para a cadeia transportadoras de 

elétrons mitocondrial. Nela, uma série de reações redox (redução e oxidação, ou oxirredução) 

faz com que os elétrons provenientes da metabolização de glicose contribuam na síntese de 

adenosina trifosfato (ATP), finalizando a respiração celular (Figura 1). 

 A síntese de ATP aumenta a relação ATP e adenosina difosfato (ATP/ADP) no citosol, 

sinalizando o fechamento dos canais para potássio sensíveis à ATP (KATP) na célula β. Na 

sequência, ocorre a despolarização da membrana plasmática e a ativação dos canais para 

cálcio (Ca2+) dependentes de voltagem (VDCC – voltage-depend calcium channels) (6, 7). Em 

seguida, há o aumento no influxo de Ca2+ [Ca2+]i, que ativa a exocitose dos grânulos de insulina 

(8, 9) (Figura 2). Este último processo - despolarização da membrana, abertura de canais VDCC, 

aumento no [Ca2+]i e exocitose, é reconhecido como mecanismo de gatilho da secreção de 

insulina (the triggering pathway). Modelos experimentais e condições não-fisiológicas são 

frequentemente utilizados como recursos para modular este mecanismo de gatilho. Por 

Figura 1 – Funcionamento da cadeia transportadora de elétron mitocondrial. Fonte de Handy e Loscalzo (2012). 
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exemplo, altos níveis extracelulares de potássio (30 mmol/l [K30]) e fármacos que modulam a 

atividade dos KATP (diazóxido ou sulfoniluréias), modulam a exocitose de insulina. 

Dentre os vários metabólitos produzidos na respiração celular, há um grupo de 

intermediários reativos, que tendem a reagir com outros elementos químicos (moléculas) 

para adquirir configuração mais estável, que podem escapar do seu sítio de produção. Além 

de energia (ATP) e moléculas de água (H2O), a cadeia transportadora de elétrons produz 

também radicais livres, como o ânion superóxido (O2˙-) (Figura 2) (10). Por definição, radicais 

livres são considerados espécies químicas (moléculas, íons) que apresentam elétrons livres 

(desemparelhados). Essas moléculas possuem diversos níveis de reatividade. Como principais 

exemplos, podemos citar o radical O2˙- (pouco reativo) e o radical hidroxila (HO._) (muito 

reativo). Este último, formado a partir da oxidação de metais de transição pelo peróxido de 

hidrogênio (H2O2), denominada reação de Fenton, por ser altamente reativo, e é o mais danoso 

dos radicais livres (11). No entanto, nem todas espécies reativas são radicalares, ou seja, 

possuem elétrons livres em sua última camada. 

O H2O2, produto da dismutação do O2˙-, é um agente oxidante não radicalar e possui 

baixa reatividade. Neste sentido, o termo espécies reativas de oxigênio (ERO ou ROS – reactive 

oxygen species) é usado para classificar o conjunto dos produtos intermediários derivados do 

Metabolic 
amplifying 
pathway

Figura 2 – Mecanismo de secreção de insulina estimulada pela glicose. Imagem adaptada de Torres et al 
(2009). 
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oxigênio (11). Todavia, como dito anteriormente, nem toda espécie reativa reage 

rapidamente com outras moléculas, como o termo sugere. A alta reatividade do radical 

hidroxila, por exemplo, dificulta a sua interação espaço-temporal (12). Isto é, tende a reagir 

rapidamente próximo de onde foi formado. O H2O2, por sua vez, possui baixa reatividade e 

pode difundir-se através de membranas (ou através de canais) (12). Dessa forma, ele pode 

reagir com outras moléculas, mas não necessariamente no local onde foi produzido. Mais 

adiante veremos o que isso pode repercutir para uma célula. 

Com o passar das décadas também foram sendo descobertas novas fontes de 

geração de radicais livres e oxidantes. Em 1973, foi descoberto que fagócitos continham uma 

enzima que consumia praticamente todo o oxigênio para formar o ânion O2˙- (13). Em 1999, 

esta enzima foi identificada em células não-fagocíticas (14, 15). Quatro anos mais tarde (2003), 

nosso grupo identificou-a também em ilhotas de ratos (16).  Posteriormente, foi identificada 

em células β de roedores e humanos (17-19). Hoje, além da enzima descoberta, sabe-se que 

espécies redox podem ser formadas em outros locais e compartimentos celulares. Como 

exemplos, podemos citar os peroxissomos e o retículo endoplasmático (20). 

A enzima em especial, citada no parágrafo anterior, é na verdade um complexo 

enzimático denominado NADPH oxidase (NOX). A enzima NOX é especializada em produzir o 

radical O2˙-, pela transferência de um elétron do NADPH citosólico para a molécula de oxigênio 

(21).  O O2˙- formado pode ser convertido a H2O2, uma espécie reativa mais estável, pela 

enzima superóxido dismutase (SOD). Posteriormente, foram descobertas outras subunidades 

homólogas da NOX, ou seja, uma família de NADPH oxidases (21). 

Dentre as NADPH oxidases, a NADPH oxidase-2 (NOX2) é uma das principais e mais 

bem caracterizadas. A NOX fagocítica é uma enzima-multicomponente distribuída entre a 

membrana (sítio catalítico) e o citoplasma. Os componentes de membrana incluem as 

subunidades gp91phox e p22phox (phox corresponde a phagocyte oxidase), geralmente 

conhecidos como NOX2. As subunidades p40phox, p47phox, p67phox e GTPases Rac (Rac1 ou Rac2, 

dependendo do tipo celular e da espécie) são citosólicas, ao qual translocam-se para a 

membrana após ativação da enzima (22). Aliás, sua ativação é altamente regulada. Ela ocorre 

quando há fosforilação da p47phox em diversos resíduos de serina (21, 23). A interação dos 
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componentes citosólicos com os de membrana é mediada pela p22phox, possibilitando a 

ativação da NOX2 pela p67phox (Figura 3) (24). 

Mas, por que existe uma enzima especializada em produzir espécies reativas? Bom, 

depende! Em fagócitos (monócitos e neutrófilos), sabe-se que a NOX contribui no combate 

aos micro-organismos invasores. Na presença destes, uma cascata de eventos, denominada 

fagocitose, é ativada nestas células especializadas. Na fagocitose, o invasor é inserido em 

compartimentos específicos intracelulares e depois destruído. A ativação da NOX2 e a 

produção de espécies reativas são fundamentais para essa destruição (25, 26). Foi constatado 

que humanos e roedores com deficiência de NOX apresentam susceptibilidade a infecções por 

bactérias e fungos (27, 28). Por outro lado, o papel da NOX em células não-fagocíticas pode 

depender de diversos fatores, como, o tipo do tecido/órgão/célula que ela é expressa, de qual 

NOX e também, dos mecanismos de ativação da enzima (30). Nesta perspectiva, os produtos 

gerados pela NOX podem agir deis de sinalizadores intracelulares (29), à perturbadores da 

homeostase redox, podendo causar danos às células (30).  

Em relação à célula β-pancreática, o papel da NOX é muito debatido (31). 

Primeiramente, foi reportado que os produtos gerados pela NOX (especificamente 

subunidades da NOX2) poderiam contribuir para a secreção de insulina (16, 32). Em seguida, 

foi proposto que a resposta metabólica induzida pela glicose seria dependente da atividade 

in a tiva a tiv a

Figura 3 – Ativação da NOX2 em fagócitos. Adaptado de Karen Bedard e Karl-Heinz Krause (2007). 
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da NOX (ou phagocyte-like NOX); ou seja, inibindo-se a NOX, prejudica-se o metabolismo e, 

consequentemente, a secreção induzida pela glicose (6, 33). Na contramão desses achados, 

um estudo mostrou que a ausência da NOX2 não prejudicava o metabolismo, tampouco a 

resposta secretória de células β. Ao contrário, a deleção genética de NOX2 melhorou a 

secreção de insulina pela glicose (18). Nesse sentido, a ação inespecífica de inibidores 

farmacológicos foi associada com o comprometimento não somente da atividade da NOX, mas 

também de outras vias importantes para a funcionalidade de células β-pancreáticas (18, 34). 

Apesar da incerteza sobre o papel da NOX sobre a secreção de insulina, tem sido 

proposto que, em longo prazo, o aumento da sua atividade estaria relacionado com a 

citotoxicidade em células secretoras de insulina (31). Os principais moduladores da NOX em 

células β seriam lipídios (35, 36), citocinas pró-inflamatórias (37, 38) e glicose (18, 39, 40) – 

todos relacionados com a incidência de distúrbios metabólicos, como obesidade, síndrome 

metabólica e intolerância à glicose. A permanência ou o não tratamento destes distúrbios 

pode levar ao desenvolvimento do diabetes do tipo 2 (T2D – type 2 diabetes), doença 

associada à inabilidade da célula β em suprir a demanda aumentada – níveis elevados de 

glicose.  

Em 2011, um estudo mostrou que ilhotas isoladas de ratos ZDF, um modelo animal 

de diabetes, e ilhotas humanas de diabéticos apresentavam maior “geração de ERO” e 

expressão proteica dos componentes da NOX2, sugerindo que a atividade da enzima estaria 

aumentada no diabetes (17). Em outro, a deleção genética da NOX2 protegeu camundongos 

de se tornarem diabéticos após administração da droga STZ (Streptozotocin), que induz a 

destruição de células β  (37). Além destes, outros estudos mostram correlação entre atividade 

da NOX, dano oxidativo e doenças metabólicas (41, 42), tornando promissor o 

desenvolvimento de novas formas farmacológicas de inibição da enzima com fins terapêuticos 

(30, 31, 40). 

Mas, se as células possuem diversas fontes de radicais livres e oxidantes, como, 

então, elas lidam com essas espécies reativas? Esta resposta está diretamente relacionada ao 

processo evolutivo. A mesma evolução que levou os organismos aeróbios a obterem maior 

quantidade de energia possível de um nutriente ao preço da geração de ERO e de possuírem 

uma enzima especializada em atacar micro-organismos invasores, fez com que 
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desenvolvessem mecanismos sofisticados que detectasse e eliminasse essas espécies redox 

(Figura 4).  

Células β-pancreáticas apresentam relativamente baixa atividade de duas enzimas: i) 

catalase (CAT) e ii) glutationa peroxidase (GPx) (ambas, definidas pela expressão gênica e 

proteica em comparação a outros tecidos) (43-45). Essas enzimas, associadas com outros 

mecanismos que discutiremos a seguir, são responsáveis por eliminar moléculas oxidantes do 

sistema biológico. Por isso, também são chamadas de enzimas ou sistemas antioxidantes (11).  

O tripeptídio glutationa é o sistema principal utilizado na metabolização de altas 

concentrações de H2O2 (46). O mecanismo desse processo acontece quando o grupo tiol 

glutationa (GSH – reduced glutathione) é oxidado para glutationa dissulfeto (GSSG – 

glutathione disulfide) e então reduzido de volta a GSH pela enzima glutationa redutase (GR), 

utilizando NADPH como cofator (Figura 4) (46). Grupamentos tióis são alvos redox biológicos 

com papel importante na ação química de diversas enzimas, fatores de transcrição e proteínas 

regulatórias (47). Além deles e do sistema descrito acima, peroxirredoxinas (Prxs), 

tiorredoxinas redutases (TRs) e outros grupos tióis, como isoformas de glutarredoxinas (Grxs) 

e tiorredoxinas (Trxs), também auxiliam na degradação do H2O2 e na manutenção da 

homeostase redox em células β (48-50). 

Com a baixa expressão de enzimas que eliminam o H2O2, associada à presença da 

SOD, enzima que dismuta O2˙- em H2O2 (43, 44), tem-se o conceito de que a célula β é 

susceptível aos agentes oxidantes (51). Mesmo com a identificação de um sistema 

antioxidante sofisticado, o fato de que a célula β responde bem a sobrecarga metabólica 

contribui para aceitação do conceito de suscetibilidade à ação de espécies reativas (52, 53). 

Figura 4 – Esquema da degradação enzimática de ERO. Adaptado de Kalyanaraman (2013). 
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Em outras palavras, a quantidade de glicose extracelular equilibra-se rapidamente com o meio 

interno, onde é necessariamente metabolizada. Em decorrência disso, assume-se que, com 

altos níveis de glicose, há também aumento na formação de radicais livres, oxidantes e, 

consequentemente, desregulação da homeostase redox. Contudo, estudos mais recentes 

indicam que pode não ser bem assim. 

Primeiramente, nas últimas décadas, começaram a surgir evidências contrárias à 

ideia de que radicais livres e oxidantes causariam apenas danos para as células. Há casos em 

que, quando produzidas em processos fisiológicos, algumas espécies reativas podem atuar 

como sinalizadores em eventos intracelulares (5, 54). Isto é, pequenos aumentos transitórios 

de espécies redox seriam ocasionados fisiologicamente em resposta a vários fatores, como, 

por exemplo, metabólico, neural e inflamatório, sem causarem desarranjo redox ou dano 

celular (55). A espécie reativa mais cotada como sinalizadora intracelular é o H2O2. Além de 

ser uma molécula pequena e difusível, ela possui alguns requisitos de um bom sinalizador: 

tanto a sua síntese, quanto a eliminação, são reguláveis; e possui alvos redox específicos (12). 

Nessa linha de raciocínio, foi proposto que as ERO contribuiriam no processo de secreção de 

insulina induzido pela glicose (54). Vejamos como. 

Além do mecanismo de secreção descrito anteriormente – fechamento dos KATP, 

despolarização da membrana, aumento de [Ca2+]i e exocitose dos grânulos de insulina (Figura 

1), há uma via metabólica alternativa que opera de forma complementar ao processo 

secretório de gatilho induzido pelo Ca2+. Foi descoberto que fatores de acoplamento 

produzidos pelo metabolismo de nutrientes, hormônios e neurotransmissores podem 

amplificar a exocitose induzida pelo Ca2+ (56, 57). Isto é, sinais alternativos produzidos pelo 

metabolismo aumentam a exocitose de insulina, mesmo em condições experimentais com os 

níveis intracelulares de cálcio inalterados ou maximamente elevados. Esse fenômeno é 

chamado de via de amplificação da secreção de insulina (Metabolic amplifying pathway) 

(Figura 1). 

Embora os mecanismos envolvidos na amplificação ainda permaneçam 

desconhecidos, existem candidatos metabólicos que podem contribuir no sinal de exocitose 

(56-58). Alguns exemplos, são: cofatores metabólicos, como, o NADPH e, também, alterações 

redox induzidas por radicais livres e oxidantes (54, 59). Nota-se que estamos falando do 

controle redox da exocitose (59). Dentre as espécies redox candidatas, novamente, o 
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candidato principal seria o H2O2 por sua propriedade físico-química, descrita anteriormente. 

Porém, alguns estudos debatem o papel de ERO sobre a secreção de insulina. Vejamos. 

Em um estudo, observou-se que a glicose, agudamente, induz a oxidação do 

composto químico DCFH (Dichlorodihydrofluorescein), refletindo o possível aumento de 

peróxido de hidrogênio (54). Em outro, foi observado o mesmo efeito agudo da glicose, mas 

na produção do radical O2˙-, obtido pela oxidação da sonda DHE ou HE (dihidroetídeo ou 

dihydroethidium) (60). Em ambos, os autores concluíram que o aumento de ERO é um 

mecanismo de sinalização para a exocitose, contribuindo para a hipótese da ativação da NOX 

como parte do processo de secreção de insulina em ilhotas de ratos (40). Contudo, os efeitos 

da glicose sobre a geração de ERO ou na modulação do estado redox são bastante 

controversos. Outros estudos mostram que o aumento na geração/conteúdo de O2˙-/H2O2, 

ocorre em baixas concentrações, ou na ausência do nutriente (55, 59, 61, 62). Parte dessas 

controvérsias (modulação redox pela glicose e a função da enzima NOX em células β) pode 

estar relacionada aos métodos utilizados para medir a geração, a localização dessas espécies 

reativas ou, como já vimos, dos meios de inibição da NOX. 

 Apesar dos avanços, a maioria dos estudos com célula β envolvendo alterações redox 

e a enzima NOX, utilizam os termos “produção/conteúdo de ERO” para descrever os produtos 

gerados pela oxidase. Isto ocorre porque os dados da atividade da NOX e as mudanças no 

estado redox, são obtidos, quase que exclusivamente, pelo uso de sondas fluorescentes 

químicas. Parte destas sondas consiste de moléculas químicas solúveis que se encontram no 

estado reduzido e não-fluorescente; e quando penetram nos tecidos/células, essas moléculas 

se tornam fluorescentes após oxidação (11). Esse tipo de sonda, reconhecida como 

convencional ou clássica, é amplamente usada como “sensor de ERO” e/ou para medir o 

“estado redox celular” (63). O uso destes compostos, por outro lado, é muito questionado 

quando não acompanhado por outras técnicas mais precisas ou por controles adequados (63). 

Além do que, há evidências recentes de que a oxidação de alguns tipos de sensores não é 

específica, como proposto incialmente. Vejamos dois exemplos. 

A oxidação da sonda DCFH, proposta como específica para o H2O2, além de ser 

irreversível, pode ser mediada pela atividade de peroxidases, lipoxigenases (64) e pelo íon 

ferro (65). Esta sonda é sensível à foto-oxidação e pode também difundir-se para fora da célula 
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ou ser removida por transportadores de membrana (66), dificultando a interpretação de sua 

oxidação in situ.  

A DHE ou HE, uma outra sonda química irreversível e reportada como específica para 

o O2˙- (67), também tem suas limitações. Além de ser 10 x mais fotossensível do que DCFH (68) 

e de também ser oxidada por peroxidases (69), seu “padrão-ouro” depende do equipamento 

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) para separar e identificar o produto que 

reagiu com o radical livre (70). Para utilização deste e outros métodos mais precisos, a 

identificação-quantificação da espécie redox requer lise (quebra) celular. Isto é, a separação 

de todos compartimentos celulares. Mesmo tomando os cuidados devidos, com a quebra 

celular podem ocorrer oxidações, diferenças na pressão de O2 e aumento na formação de 

espécies reativas (11).  

Para tentar ilustrar a complexidade destes processos, vamos imaginar um modelo de 

estresse e modulação do estado redox: o que aconteceria a uma célula se a privássemos do 

seu principal suprimento energético por um determinado tempo – digamos, por alguns 

minutos? Será que haveria alterações, no estado redox, provenientes do aumento de ERO? Se 

sim: quais espécies? Em qual sítio de geração de ERO (mitocôndria, retículo endoplasmático, 

NOX...)? Qual sistema antioxidante poderia atuar? Caso fosse em apenas um sítio de 

produção, seria suficiente para induzir mudanças no estado redox celular? 

Embora significativo progresso tenha ocorrido com o uso de sondas convencionais e 

lise celular, essas ferramentas ainda não nos permitem avaliar precisamente os processos 

redox in vivo – que ocorrem de forma rápida, dinâmica, seletiva e compartimentalizada, ou 

seja, que respondam adequadamente as questões acima. Sendo assim, novas ferramentas 

precisavam e foram desenvolvidas. Dentre elas, vamos nos ater a uma em especial, que está 

revolucionando a forma de entender biologia redox por radicais livres e oxidantes (71). São as 

proteínas fluorescentes redox-sensitivas geneticamente codificadas. 

Esse tipo de sonda redox foi desenvolvido a partir de modificações genéticas em 

proteínas fluorescentes já conhecidas. Foi adicionado um par de resíduos de cisteína, 

aminoácido que possui um grupo tiol na sua cadeia lateral (SH – sulfidrila ou sulfhydryl) e é 

facilmente oxidado, formando uma ponte dissulfeto (SS – ou disulfide bridge) (11). A formação 

dessa ponte altera as propriedades de fluorescência da proteína, permitindo, assim, a 

determinação do estado redox do par ditiol-dissulfeto (72). 
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Essa classe de biossensores foi desenvolvida a partir de dois tipos de proteínas 

fluorescentes: i) rxYFP – redox-sensitive yellow fluorescent protein e; ii) roGFP – reduction-

oxidation-sensitive green fluorescent protein. Dentre estas, as sondas roGFP (roGFP1 e 

roGFP2) têm se destacado mais em estudos de organismos multicelulares. Basicamente, as 

sondas roGFP contêm dois espectros de excitação máxima inversos (λex 405 e 480 nm) que 

permitem a sua mensuração de forma raciométrica e independente da concentração dentro 

das células (Figura 5B) (73). Além disso, sensores roGFP são resistentes a perturbações por 

mudanças do pH dentro de uma escala fisiológica (pH 5,5 – 8,0) (63). 

Vejamos um exemplo de comparação entre sondas redox criadas a partir dois tipos 

de proteínas citados acima. Um estudo conduzido em células β pancreáticas de ratos concluiu 

que pode haver confusão na interpretação dos dados obtidos com a sonda mito-Hyper, 

sensível a H2O2 e desenvolvida a partir de rxYFP, por causa do pH intracelular (61). Mudanças 

no pH mitocondrial, induzidas pela glicose, apresentaram efeito oxidante sobre a oxidação do 

biossensor – o que foi completamente oposto ao observado com a sonda mito-roGFP1 

(redução na oxidação do sensor). Esta última, por sua vez, não apresentou mudanças 

significativas na fluorescência em resposta a variações fisiológicas do pH (61). Nesse sentido, 

foi sugerido que: para melhor compreensão dos dados obtidos com a sonda Hyper, sejam 

A

B C

Figura 5 – Biossensores roGFP2 para EGSH e H2O2. Fonte Dick e Morgan (2015). 
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conduzidos experimentos controle com sensores de pH; e que a sonda mito-roGFP1 refletia 

mudanças no estado redox de tióis mitocondriais induzidas pela glicose (61).    

 Apesar das diferenças, os biossensores expressos dentro das células, 

predominantemente (se não exclusivamente), se equilibram com o par redox de glutationa 

(GSSG/2GSH)(72). Posteriormente, observou-se que este equilíbrio é dependente da presença 

de Grxs endógenas (74). Assim, Grx1 humana foi então adicionada ao sensor roGFP2 (Grx1-

roGFP2) para medir o potencial redox da glutationa (EGSH) (Figuras 5A e C)(74). 

Subsequentemente à criação do sensor Grx1-roGFP2, reconheceu-se que, quando 

acoplados diretamente a outras enzimas redox, os roGFP poderiam responder a outras 

espécies redox (63). Em 2009, a fusão genética entre uma peroxidase (Orp1 – oxidant receptor 

peroxidase 1) e um roGFP2 criou a sonda roGFP2-Orp1, sensível a H2O2 (75). Para criar este 

sensor de H2O2, digamos que foi “emprestado” o conceito, encontrado na natureza, de troca 

entre tióis de peroxidases, Grxs, Trxs ou proteínas-alvo específicas. Em outras palavras, a ideia-

chave foi mimetizar a transmissão: H2O2 – Orp1 – proteína-alvo por H2O2 – Orp1 – roGFP2 

(Figuras 5A e C)(63, 76). 

Não vamos nos esquecer do modelo experimental proposto anteriormente e das 

questões levantadas: privação energética e alterações no estado redox.  

Na verdade, esses experimentos foram recentemente realizados em células β-

pancreáticas de ratos e ilhotas humanas. Foram conduzidos de forma dinâmica, medindo 

alterações redox de tióis com sensores roGFP, em tempo real e em um determinado 

compartimento de células vivas e intactas (61, 77, 78). Um destes estudos mostrou que glicose 

e outros nutrientes podem modular o EGSH na matriz mitocondrial em poucos minutos (entre 

5 e 10 min). A remoção de glicose aumentou rapidamente o EGSH mitocondrial de células β 

primárias de ratos e, também, em ilhotas de humanos. A subsequente reposição gradual de 

glicose rapidamente reverteu o aumento do EGSH induzido pela ausência de nutrientes. Por 

outro lado, não foram detectadas alterações expressivas do EGSH no compartimento citosólico 

(78), mostrando que a glicose pode induzir alterações redox dinâmicas, local-específicas e não 

globais. 

Além dos achados citados anteriormente, o que já foi sugerido utilizando sensores 

roGFP em célula β-pancreática é que i) a exposição crônica à baixa glicose (níveis não 
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estimulantes) induz desarranjo redox na mitocôndria, mas não no compartimento citosólico 

(77); e ii) a exposição crônica à alta glicose induz o desequilíbrio redox mitocondrial (79). No 

caso, desarranjo, ou desequilíbrio, redox foi associado ao aumento crônico na oxidação de 

tióis e de genes relacionados ao estresse, seguidos de disfunção ou morte destas células. 

A relação entre aumento de ERO e toxicidade celular é um fenômeno bem descrito 

na literatura. Em determinadas situações, os radicais livres e oxidantes podem comprometer 

a estrutura e a função de biomoléculas. As espécies reativas derivadas do oxigênio podem 

reagir em determinadas regiões de lipídios, com proteínas importantes ao metabolismo e com 

o DNA (46). Tais reações podem evoluir para a disfunção e até morte celular. Nesse contexto, 

o termo estresse oxidativo frequentemente é utilizado para descrever o aumento de ERO 

devido a um desequilíbrio entre a sua produção (pró-oxidantes) e a capacidade de eliminação 

(antioxidantes). Isto é, sem uma definição em termos quantitativos. Contudo, como já dito, as 

espécies redox são rapidamente produzidas e eliminadas. Dependeremos do contexto, nem 

sempre o aumento de oxidantes está associado a um estado de estresse oxidativo, mas, sim, 

com um mecanismo de sinalização. 

Frequentemente utilizados, os termos “estado redox celular”, “produção de ERO 

celular” e “estresse oxidativo celular” dão a entender que são processos globais, generalizados 

e que afetam toda a célula/organismo. Parte disso, contudo, dificulta o entendimento dos 

fenômenos redox induzidos pela glicose sobre a fisiologia de células β e ilhotas pancreáticas. 

Essa falta de conhecimento pode estar dificultando o desenvolvimento de estratégias 

terapêuticas que auxiliem na restauração do equilíbrio redox em condições fisiopatológicas. 

Partindo do pressuposto que o estresse oxidativo tem um papel importante no 

declínio da massa funcional de célula β no diabetes, é de se esperar que antioxidantes sejam 

considerados uma forma promissora de combater o desarranjo redox induzido por radicais 

livres e oxidantes. Contudo, ao tentar prevenir ou restaurar os danos causados pelo estresse 

oxidativo, eles foram considerados ineficazes em algumas pesquisas e testes clínicos (80-83). 

A ineficácia terapêutica pode ou não, estar relacionada com o fato de ainda não sabermos 

com clareza o papel das espécies reativas sobre manutenção e a fisiopatologia do estado 

redox em célula β. Por fim, pressupõe-se também que a ausência ou inibição da NADPH 

oxidase, pode reduzir os efeitos tóxicos da exposição prologada à alta glicose em células-β. 
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Contudo, esta hipótese continua sendo uma suposição não foi confirmada por experimentos, 

nem por testes clínicos. 
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5 CONCLUSÃO 

No presente trabalho vimos que a glicose induz um efeito duplo sobre a oxidação de 

tióis/GSH em ilhotas pancreáticas de camundongos. Agudamente, altas concentrações do 

nutriente reduz o EGSH, enquanto que, cronicamente, aumenta a concentração de H2O2, 

desencadeando o aumento na oxidação de tióis no compartimento citosólico.  

O cultivo prolongado de ilhotas de camundongos em alta glicose sensibiliza a 

resposta metabólica, aumentando a secreção de insulina. Embora não apresente disfunção de 

células β, o cultivo em alta glicose aumenta a taxa de apoptose celular em comparação a 

condição controle in vitro, confirmando os efeitos tóxicos da exposição crônica à altos níveis 

de glicose sobre a sobrevivência de células β. 

Sobre a função da NADPH oxidase em células β e ilhotas pancreáticas, além de um 

menor conteúdo de superóxido em baixa glicose (oxidação da sonda DHE em 2,8 mmol/l), 

confirmamos que a deficiência genética da NOX2 melhora a secreção de insulina a partir de 

20 mmol/l de glicose. Tal efeito, contudo, não é devido a mudanças na resposta metabólica 

(aumento de NAD(P)H e do influxo de cálcio) ou de alterações no EGSH, induzidas pela glicose, 

indicando um fino controle da exocitose pela enzima NOX2. 

Cronicamente, o efeito positivo da deficiência de NOX2 sobre a exocitose é 

gradualmente perdido durante a cultura. A ausência de NOX2, por sua vez, não altera a 

oxidação de tióis no compartimento citosólico e nem previne o aumento de H2O2 induzido 

pelo cultivo prolongado com alta glicose. Similarmente ao estado redox no citosol, a ausência 

de NOX2 não interfere na sobrevivência de células β, mesmo em um ambiente de 

glicotoxicidade. Portanto, ao contrário do que se esperava, concluímos que, pelo menos in 

vitro, a NOX2 não é um componente crítico para a sobrevivência de células β de camundongos. 
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