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RESUMO

de Souza, AH. Modulagdo redox, fungao e sobrevivéncia de células-f pancreaticas: evidéncia
sobre o papel da enzima NADPH oxidase-2 (NOX2) em um modelo in vitro de glicotoxicidade.
[Tese (Doutorado em Fisiologia Humana)]. S3o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S3o Paulo; 2016.

Embora o estresse oxidativo causado pelo desequilibrio redox, favorecido por elevadas
concentracdes de glicose, seja tipicamente associado com a diminui¢do da massa funcional de
células-B em pacientes com diabetes do tipo 2 (DT2), também tem sido proposto que as
espécies reativas de oxigénio desempenham um importante papel na secre¢do de insulina
estimulada por glicose (GSIS) em células-B pancreaticas. Neste contexto, a enzima NADPH
oxidase-2 (NOX2) tem sido associada tanto com a modulagdo redox e secrec¢ao de insulina,
quanto, com danos a células B em condi¢Oes diabéticas. No entanto, em grande parte dos
estudos ndo se avalia o impacto da inativagdo/deficiéncia da NOX2 sobre os efeitos téxicos da
glicose (glicotoxicidade) em células B. No presente estudo, testamos o papel da NOX2 sobre a
oxidacdo de tidis citosdlicos, concentracdo de perdxido de hidrogénio (H20;), funcdo e
apoptose em células B de camundongos simulando uma condicdo de glicotoxicidade. Para
isso, ilhotas de camundongo C57BL/6J nocautes ou ndo para NOX2 (NOX2-KO e controle-
selvagem [WT], respectivamente) foram isoladas e cultivadas por até 3 semanas em 10 ou 30
mmol/I de glucose (G10 e G30, respectivamente). Apds 1-2 dias de cultura em concentragdes
intermediarias de glicose (G10), a secre¢do de insulina foi maior nas ilhotas NOX2-KO vs. WT
sem apresentar diferencas de NAD(P)H e do influxo intracelular de célcio ([Ca%*];). Além disso,
a deficiéncia de NOX2 ndo apresentou mudancgas sobre o potencial redox da glutationa
citosélica (Easn), que, alids, reduz em resposta ao estimulo agudo com G30. A cultura contendo
G10 mostrou-se uma condicdo 6tima para o cultivo de ilhotas. Nela, a oxidacdo de tidis,
concentracdo de H,0; e a apoptose de células B mantiveram-se baixos tanto nas ilhotas NOX2-
KO, quanto WT. Em G10, os pardametros metabdlicos (NAD(P)H e [Ca?*];) e funcionais (GSIS)
foram igualmente preservados em ambos os tipos de ilhotas, com excecdo de uma reducao
progressiva da diferenca de GSIS entre ilhotas NOX2-KO e WT. Diferentemente de G10, o
cultivo de ilhotas em G30 aumenta a concentracdao de H,0; e a oxidacdo de tidis no
compartimento citosdlico. Posteriormente a isso, com excec3o da resposta maxima do [Ca?*];,
o cultivo prolongado em G30 melhora a sensibilidade do NAD(P)H a glicose, preservando a
reposta maxima de GSIS, mas aumenta a apoptose de células-B. Estas respostas foram quase
idénticas em ambos os tipos de ilhotas. Em conclusdo, a NOX2 regula negativamente a
secrecao de insulina em ilhotas de camundongos, mas ndo é um componente critico para a
sobrevivéncia de células-f em um modelo in vitro de glicotoxicidade.

Palavras-chave: Ilhotas de Langerhans. Insulina. Célula-B. roGFP. Secrecdo de insulina.
Apoptose. NADPH oxidase. NOX2.
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de Souza, AH. Redox modulation, function and survival of pancreatic B-cells: evidence on the
role of NADPH oxidase-2 (NOX2) enzyme in a model of glucotoxicity in vitro. [PhD thesis
(Human Physiology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo;
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Although oxidative stress caused by chronic redox imbalance favoured by high glucose
concentrations is typically associated to the decline of the functional B-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 B-cells. In this context, the
NADPH oxidase-2 (NOX2) enzyme has been associated with redox modulation, regulation of
insulin secretion, and B-cell damage in diabetic conditions. However, most of the studies did
not address the impact of NOX2 inactivation/deficiency on B-cell glucotoxicity. In the present
study, we tested the impact of NOX2 deficiency on islet-cell glucose responsiveness, cytosolic
thiol oxidation, hydrogen peroxide (H,02) concentration, B-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/| 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 ([Ca?*];). Furthermore, the
NOX2 deficiency does not change the cytosolic glutathione-redox potential (Essn), which
decrease upon acute G30 stimulation. The culture at G10 is optimal for islet in vitro studies. In
this condition, cytosolic thiol oxidation, H,O2 concentration and B-cell apoptosis remained low
in NOX2-KO and WT islets. At G10, the glucose-induced rises in NAD(P)H, [Ca?*]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
H20. concentration and cytosolic thiol oxidation. Subsequent to that, except for maximal
[Ca?*]i response, long-term culture in high glucose increases the glucose sensitivity of the
NADPH, preserving the maximal GSIS but increase the B-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 B-cell survival in a model of
glucotoxicity in vitro.

Keywords: Islets of Langerhans. Insulin. B-cell. roGFP. Insulin secretion. Apoptosis. NADPH
oxidase. NOX2.
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1 INTRODUCAO

Em 1869 o cientista alemao Paul Langerhans (1847-1888) descreveu pela primeira
vez que o pancreas era constituido por estruturas com caracteristicas internas distintas. Na
época, segundo ele, essas estruturas pareciam ilhas espalhadas por toda a glandula e
apresentavam diferengas na coloragdo e na inervagdo em comparagao com outras regides do
proprio tecido (1). Anos mais tarde essas “ilhas” foram denominadas ilhotas de Langerhans
(ou islets of Langerhans em inglés) e correspondiam a aproximadamente 1-2% da massa total

do pancreas.

Com o avang¢o da Endocrinologia descobriu-se que as ilhotas pancredticas sao
constituidas de diversos tipos celulares e que secretam uma variedade de hormoénios
utilizados no controle do metabolismo energético corporal. Nesse contexto, as células -
pancreaticas desempenham papel crucial. Elas sdo responsaveis por produzir e liberar
insulina, principalmente apds as refeicdes, para impedir que os niveis de glicose se elevam
acima da faixa de normalidade (entre 10 e 15 mmol/I de glicose). A persisténcia 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 B, podem levar ao desenvolvimento do
diabetes mellitus, uma doenga metabdlica caracterizada por elevados niveis de glicose no

sangue.

A secrecdo de insulina pelas células B depende de um conjunto complexo de fatores
nutricionais, neurais e hormonais. Dentre eles, a glicose é reconhecida como o fator mais
importante para a funcao e sobrevivéncia destas células. O processo secretdrio por outros
nutrientes, como acidos graxos, por exemplo, acontece somente na presenca de niveis

estimulatdrios de glicose (2).

O inicio da secrecdo de insulina pela glicose (GSIS — glucose-stimulated insulin
secretion) ocorre pelo transporte do nutriente para o interior da célula B, por uma proteina
integral de membrana denominada Glut2 (glucose transporter 2). O Glut2 possui elevado Kn,
(entre 15 e 20 mmol/l) permitindo que a entrada de glicose seja proporcional ao aumento da
glicemia (3). Apds entrar na célula, a glicose é fosforilada a glicose-6-fosfato (G-6-P)
predominantemente pela enzima hexoquinase IV (glicoquinase) de baixa afinidade (Km entre

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

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

O processo secretério continua quando o piruvato, produto final da glicdlise, é
transportado a mitocondria, onde é convertido a acetil-CoA pela enzima piruvato
desidrogenase (PDH). Subsequentemente, a acetil-CoA entra no ciclo dos 4cidos
tricarboxilicos (TCA - tricarboxylic acid cycle), levando ao aumento dos agentes redutores:
nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) e flavina adenina dinucleotideo (FADH). Esses
agentes sdo os doadores de elétrons que serdo transferidos para a cadeia transportadoras de
elétrons mitocondrial. Nela, uma série de reacdes redox (reducdo e oxidagao, ou oxirreducao)
faz com que os elétrons provenientes da metabolizacdo de glicose contribuam na sintese de

adenosina trifosfato (ATP), finalizando a respiragao celular (Figura 1).
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Figura 1 — Funcionamento da cadeia transportadora de elétron mitocondrial. Fonte de Handy e Loscalzo (2012).

A sintese de ATP aumenta a relagdo ATP e adenosina difosfato (ATP/ADP) no citosol,
sinalizando o fechamento dos canais para potdssio sensiveis a ATP (Karp) na célula B. Na
sequéncia, ocorre a despolarizacdo da membrana plasmatica e a ativacdo dos canais para
célcio (Ca?*) dependentes de voltagem (VDCC — voltage-depend calcium channels) (6, 7). Em
seguida, hd o aumento no influxo de Ca%*[Ca?*];, que ativa a exocitose dos granulos de insulina
(8,9) (Figura 2). Este ultimo processo - despolarizacdo da membrana, abertura de canais VDCC,
aumento no [Ca®*]i e exocitose, é reconhecido como mecanismo de gatilho da secrecdo de
insulina (the triggering pathway). Modelos experimentais e condi¢cdes nao-fisioldgicas sdo

frequentemente utilizados como recursos para modular este mecanismo de gatilho. Por
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exemplo, altos niveis extracelulares de potassio (30 mmol/I [K30]) e farmacos que modulam a

atividade dos Kare (diazéxido ou sulfoniluréias), modulam a exocitose de insulina.
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Figura 2 — Mecanismo de secregdo de insulina estimulada pela glicose. Imagem adaptada de Torres et al
(2009).

Dentre os varios metabdlitos produzidos na respiracdo celular, ha um grupo de
intermediarios reativos, que tendem a reagir com outros elementos quimicos (moléculas)
para adquirir configuracdao mais estavel, que podem escapar do seu sitio de produgdo. Além
de energia (ATP) e moléculas de agua (H;0), a cadeia transportadora de elétrons produz
também radicais livres, como o anion superéxido (02~) (Figura 2) (10). Por definicdo, radicais
livres sdo considerados espécies quimicas (moléculas, ions) que apresentam elétrons livres
(desemparelhados). Essas moléculas possuem diversos niveis de reatividade. Como principais
exemplos, podemos citar o radical O," (pouco reativo) e o radical hidroxila (HO-) (muito
reativo). Este ultimo, formado a partir da oxidacdo de metais de transicdo pelo perdxido de
hidrogénio (H20,), denominada reagao de Fenton, por ser altamente reativo, e € o mais danoso
dos radicais livres (11). No entanto, nem todas espécies reativas sdo radicalares, ou seja,

possuem elétrons livres em sua ultima camada.

O H20,, produto da dismutagao do 02", € um agente oxidante ndo radicalar e possui
baixa reatividade. Neste sentido, o termo espécies reativas de oxigénio (ERO ou ROS - reactive

oxygen species) é usado para classificar o conjunto dos produtos intermediarios derivados do
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oxigénio (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 interacdo espaco-temporal (12). Isto &, tende a reagir
rapidamente préximo de onde foi formado. O H.0;, 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 ndo 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
geracao de radicais livres e oxidantes. Em 1973, foi descoberto que fagdcitos continham uma
enzima que consumia praticamente todo o oxigénio para formar o anion O, (13). Em 1999,
esta enzima foi identificada em células nao-fagociticas (14, 15). Quatro anos mais tarde (2003),
nosso grupo identificou-a também em ilhotas de ratos (16). Posteriormente, foi identificada
em células B 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 reticulo endoplasmatico (20).

A enzima em especial, citada no paragrafo anterior, é na verdade um complexo
enzimatico denominado NADPH oxidase (NOX). A enzima NOX é especializada em produzir o
radical O,", pela transferéncia de um elétron do NADPH citosélico para a molécula de oxigénio
(21). O O;" formado pode ser convertido a H.0;, uma espécie reativa mais estavel, pela
enzima superoxido dismutase (SOD). Posteriormente, foram descobertas outras subunidades

homodlogas da NOX, ou seja, uma familia de NADPH oxidases (21).

Dentre as NADPH oxidases, a NADPH oxidase-2 (NOX2) é uma das principais e mais
bem caracterizadas. A NOX fagocitica é uma enzima-multicomponente distribuida entre a
membrana (sitio catalitico) e o citoplasma. Os componentes de membrana incluem as
subunidades gp91P"o* e p22°PhX (phox corresponde a phagocyte oxidase), geralmente
conhecidos como NOX2. As subunidades p40Phox, p47Phox, n67P"°x e GTPases Rac (Racl ou Rac2,
dependendo do tipo celular e da espécie) sdo citosodlicas, ao qual translocam-se para a
membrana apds ativacao da enzima (22). Alias, sua ativacdo é altamente regulada. Ela ocorre

quando ha fosforilacdo da p47P"° em diversos residuos de serina (21, 23). A interac3o dos
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componentes citosdlicos com os de membrana é mediada pela p22°P'", possibilitando a

ativacdo da NOX2 pela p67°h°* (Figura 3) (24).

inativa

Figura 3 — Ativacdo da NOX2 em fagdcitos. Adaptado de Karen Bedard e Karl-Heinz Krause (2007).

Mas, por que existe uma enzima especializada em produzir espécies reativas? Bom,
depende! Em fagdcitos (mondcitos e neutrdfilos), sabe-se que a NOX contribui no combate
aos micro-organismos invasores. Na presenca destes, uma cascata de eventos, denominada
fagocitose, é ativada nestas células especializadas. Na fagocitose, o invasor é inserido em
compartimentos especificos intracelulares e depois destruido. A ativacdo da NOX2 e a
producdo de espécies reativas sdo fundamentais para essa destruicao (25, 26). Foi constatado
gue humanos e roedores com deficiéncia de NOX apresentam susceptibilidade a infec¢bes por
bactérias e fungos (27, 28). Por outro lado, o papel da NOX em células ndo-fagociticas pode
depender de diversos fatores, como, o tipo do tecido/drgdo/célula que ela é expressa, de qual
NOX e também, dos mecanismos de ativa¢do da enzima (30). Nesta perspectiva, os produtos
gerados pela NOX podem agir deis de sinalizadores intracelulares (29), a perturbadores da

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

Em relacdo a célula B-pancreatica, 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 secre¢do de insulina (16, 32). Em seguida,

foi proposto que a resposta metabdlica induzida pela glicose seria dependente da atividade
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da NOX (ou phagocyte-like NOX); ou seja, inibindo-se a NOX, prejudica-se o metabolismo e,
consequentemente, a secre¢do induzida pela glicose (6, 33). Na contramado desses achados,
um estudo mostrou que a auséncia da NOX2 n3o prejudicava o metabolismo, tampouco a
resposta secretdria de células B. Ao contrdrio, a delecdo genética de NOX2 melhorou a
secrecdo de insulina pela glicose (18). Nesse sentido, a acdo inespecifica de inibidores
farmacoldgicos foi associada com o comprometimento ndao somente da atividade da NOX, mas

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

Apesar da incerteza sobre o papel da NOX sobre a secrec¢ao 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 B seriam lipidios (35, 36), citocinas pré-inflamatérias (37, 38) e glicose (18, 39, 40) —
todos relacionados com a incidéncia de disturbios metabdlicos, como obesidade, sindrome
metabdlica e intolerancia a glicose. A permanéncia ou o ndo tratamento destes disturbios
pode levar ao desenvolvimento do diabetes do tipo 2 (T2D — type 2 diabetes), doenca
associada a inabilidade da célula B em suprir a demanda aumentada — niveis 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 “geracdo de ERO” e
expressao proteica dos componentes da NOX2, sugerindo que a atividade da enzima estaria
aumentada no diabetes (17). Em outro, a dele¢do genética da NOX2 protegeu camundongos
de se tornarem diabéticos apds administracdo da droga STZ (Streptozotocin), que induz a
destruicdo de células § (37). Além destes, outros estudos mostram correlacdo entre atividade
da NOX, dano oxidativo e doengas metabdlicas (41, 42), tornando promissor o
desenvolvimento de novas formas farmacoldgicas de inibicao da enzima com fins terapéuticos

(30, 31, 40).

Mas, se as células possuem diversas fontes de radicais livres e oxidantes, como,
entdo, elas lidam com essas espécies reativas? Esta resposta esta diretamente relacionada ao
processo evolutivo. A mesma evolucdo que levou os organismos aerdbios a obterem maior
qguantidade de energia possivel de um nutriente ao preco da geracdo de ERO e de possuirem

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 B-pancreaticas apresentam relativamente baixa atividade de duas enzimas: i)
catalase (CAT) e ii) glutationa peroxidase (GPx) (ambas, definidas pela expressdo génica e
proteica em comparacdo a outros tecidos) (43-45). Essas enzimas, associadas com outros
mecanismos que discutiremos a seguir, sao responsdveis por eliminar moléculas oxidantes do

sistema bioldgico. Por isso, também sdo chamadas de enzimas ou sistemas antioxidantes (11).

O tripeptidio glutationa é o sistema principal utilizado na metabolizacdo de altas
concentragdes de H,0; (46). O mecanismo desse processo acontece quando o grupo tiol
glutationa (GSH — reduced glutathione) é oxidado para glutationa dissulfeto (GSSG —
glutathione disulfide) e entdo reduzido de volta a GSH pela enzima glutationa redutase (GR),
utilizando NADPH como cofator (Figura 4) (46). Grupamentos tidis sdo alvos redox biolégicos
com papel importante na agdo quimica de diversas enzimas, fatores de transcri¢do e proteinas
regulatorias (47). Além deles e do sistema descrito acima, peroxirredoxinas (Prxs),
tiorredoxinas redutases (TRs) e outros grupos tidis, como isoformas de glutarredoxinas (Grxs)
e tiorredoxinas (Trxs), também auxiliam na degradacdo do H,0; e na manutencdo da
homeostase redox em células B (48-50).

o;
SOD
CAT

NADP* HD———+AO+Hp
NADPH GSSG

Figura 4 — Esquema da degradagao enzimatica de ERO. Adaptado de Kalyanaraman (2013).

Com a baixa expressao de enzimas que eliminam o H,0;, associada a presenca da
SOD, enzima que dismuta O~ em H,0; (43, 44), tem-se o conceito de que a célula B é
susceptivel aos agentes oxidantes (51). Mesmo com a identificacdo de um sistema
antioxidante sofisticado, o fato de que a célula B responde bem a sobrecarga metabdlica

contribui para aceitacdo do conceito de suscetibilidade a acdo de espécies reativas (52, 53).



20

Em outras palavras, a quantidade de glicose extracelular equilibra-se rapidamente com o meio
interno, onde é necessariamente metabolizada. Em decorréncia disso, assume-se que, com
altos niveis de glicose, ha também aumento na formacdo de radicais livres, oxidantes e,
consequentemente, desregulagdao da homeostase redox. Contudo, estudos mais recentes

indicam que pode ndo ser bem assim.

Primeiramente, nas ultimas décadas, comegaram a surgir evidéncias contrdrias a
ideia de que radicais livres e oxidantes causariam apenas danos para as células. Ha casos em
que, quando produzidas em processos fisioldgicos, algumas espécies reativas podem atuar
como sinalizadores em eventos intracelulares (5, 54). Isto é, pequenos aumentos transitérios
de espécies redox seriam ocasionados fisiologicamente em resposta a varios fatores, como,
por exemplo, metabdlico, neural e inflamatdrio, sem causarem desarranjo redox ou dano
celular (55). A espécie reativa mais cotada como sinalizadora intracelular é o H,0,. Além de
ser uma molécula pequena e difusivel, ela possui alguns requisitos de um bom sinalizador:
tanto a sua sintese, quanto a eliminacao, sdo reguldveis; e possui alvos redox especificos (12).
Nessa linha de raciocinio, foi proposto que as ERO contribuiriam no processo de secre¢ao de

insulina induzido pela glicose (54). Vejamos como.

Além do mecanismo de secre¢do descrito anteriormente — fechamento dos Karp,
despolarizacdo da membrana, aumento de [Ca?*]i e exocitose dos granulos de insulina (Figura
1), hd uma via metabdlica alternativa que opera de forma complementar ao processo
secretdrio de gatilho induzido pelo Ca?'. Foi descoberto que fatores de acoplamento
produzidos pelo metabolismo de nutrientes, hormoénios e neurotransmissores podem
amplificar a exocitose induzida pelo Ca%* (56, 57). Isto é, sinais alternativos produzidos pelo
metabolismo aumentam a exocitose de insulina, mesmo em condi¢cGes experimentais com os
niveis intracelulares de calcio inalterados ou maximamente elevados. Esse fenbmeno é
chamado de via de amplificacdo da secrecdo de insulina (Metabolic amplifying pathway)

(Figura 1).

Embora os mecanismos envolvidos na amplificacdo ainda permanegcam
desconhecidos, existem candidatos metabdlicos que podem contribuir no sinal de exocitose
(56-58). Alguns exemplos, sdo: cofatores metabdlicos, como, o NADPH e, também, alteracbes
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 H20; por sua propriedade fisico-quimica, descrita anteriormente.

Porém, alguns estudos debatem o papel de ERO sobre a secre¢do de insulina. Vejamos.

Em um estudo, observou-se que a glicose, agudamente, induz a oxidacdo do
composto quimico DCFH (Dichlorodihydrofiuorescein), refletindo o possivel aumento de
perdxido de hidrogénio (54). Em outro, foi observado o mesmo efeito agudo da glicose, mas
na producdo do radical O,", obtido pela oxida¢gdo da sonda DHE ou HE (dihidroetideo ou
dihydroethidium) (60). Em ambos, os autores concluiram que o aumento de ERO é um
mecanismo de sinalizagdo para a exocitose, contribuindo para a hipdétese da ativagao da NOX
como parte do processo de secre¢do de insulina em ilhotas de ratos (40). Contudo, os efeitos
da glicose sobre a geracdo de ERO ou na modulacdo do estado redox sdo bastante
controversos. Outros estudos mostram que o aumento na geracdo/contetddo de O;°/H;0;,
ocorre em baixas concentracdes, ou na auséncia do nutriente (55, 59, 61, 62). Parte dessas
controvérsias (modulagdo redox pela glicose e a fung¢do da enzima NOX em células ) pode
estar relacionada aos métodos utilizados para medir a geracao, a localizacdo dessas espécies

reativas ou, como ja vimos, dos meios de inibicdo da NOX.

Apesar dos avancos, a maioria dos estudos com célula B envolvendo alteracdes redox
e a enzima NOX, utilizam os termos “producdo/contetddo de ERO” para descrever os produtos
gerados pela oxidase. Isto ocorre porque os dados da atividade da NOX e as mudancas no
estado redox, sdao obtidos, quase que exclusivamente, pelo uso de sondas fluorescentes
quimicas. Parte destas sondas consiste de moléculas quimicas soluveis que se encontram no
estado reduzido e ndo-fluorescente; e quando penetram nos tecidos/células, essas moléculas
se tornam fluorescentes apds oxidacdo (11). Esse tipo de sonda, reconhecida como
convencional ou cldssica, 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
guando ndo acompanhado por outras técnicas mais precisas ou por controles adequados (63).
Além do que, ha evidéncias recentes de que a oxidacdo de alguns tipos de sensores nao é

especifica, como proposto incialmente. Vejamos dois exemplos.

A oxidacdo da sonda DCFH, proposta como especifica para o H;0,, além de ser
irreversivel, pode ser mediada pela atividade de peroxidases, lipoxigenases (64) e pelo ion

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

oxidagao in situ.

A DHE ou HE, uma outra sonda quimica irreversivel e reportada como especifica para
0 0;7(67), também tem suas limitagdes. Além de ser 10 x mais fotossensivel do que DCFH (68)
e de também ser oxidada por peroxidases (69), seu “padrao-ouro” depende do equipamento
HPLC (High Performance Liquid Chromatography) para separar e identificar o produto que
reagiu com o radical livre (70). Para utilizacdo deste e outros métodos mais precisos, a
identificacdo-quantificacdo da espécie redox requer lise (quebra) celular. Isto é, a separacgao
de todos compartimentos celulares. Mesmo tomando os cuidados devidos, com a quebra
celular podem ocorrer oxidacdes, diferencas na pressao de O, e aumento na formacdo de

espécies reativas (11).

Para tentar ilustrar a complexidade destes processos, vamos imaginar um modelo de
estresse e modulacdo do estado redox: o que aconteceria a uma célula se a privdssemos do
seu principal suprimento energético por um determinado tempo — digamos, por alguns
minutos? Sera que haveria alteragées, no estado redox, provenientes do aumento de ERO? Se
sim: quais espécies? Em qual sitio de geracdo de ERO (mitocOndria, reticulo endoplasmatico,
NOX...)? Qual sistema antioxidante poderia atuar? Caso fosse em apenas um sitio de

producao, seria suficiente para induzir mudancgas no estado redox celular?

Embora significativo progresso tenha ocorrido com o uso de sondas convencionais e
lise celular, essas ferramentas ainda ndao nos permitem avaliar precisamente os processos
redox in vivo — que ocorrem de forma rdpida, dindmica, seletiva e compartimentalizada, ou
seja, que respondam adequadamente as questdes acima. Sendo assim, novas ferramentas
precisavam e foram desenvolvidas. Dentre elas, vamos nos ater a uma em especial, que estd
revolucionando a forma de entender biologia redox por radicais livres e oxidantes (71). Sao as

proteinas fluorescentes redox-sensitivas geneticamente codificadas.

Esse tipo de sonda redox foi desenvolvido a partir de modificacdes genéticas em
proteinas fluorescentes ja conhecidas. Foi adicionado um par de residuos de cisteina,
aminodcido 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). Aformacao
dessa ponte altera as propriedades de fluorescéncia da proteina, permitindo, assim, a

determinacdo do estado redox do par ditiol-dissulfeto (72).
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Essa classe de biossensores foi desenvolvida a partir de dois tipos de proteinas
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) tém se destacado mais em estudos de organismos multicelulares. Basicamente, as
sondas roGFP contém dois espectros de excitacdo maxima inversos (Aex 405 e 480 nm) que
permitem a sua mensuragao de forma raciométrica e independente da concentragdo dentro
das células (Figura 5B) (73). Além disso, sensores roGFP sdo resistentes a perturbacdes por

mudangas do pH dentro de uma escala fisiolégica (pH 5,5 — 8,0) (63).
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Figura 5 — Biossensores roGFP2 para Ecs1 e H202. Fonte Dick e Morgan (2015).

Vejamos um exemplo de comparac¢ao entre sondas redox criadas a partir dois tipos
de proteinas citados acima. Um estudo conduzido em células B pancredticas de ratos concluiu
gue pode haver confusdao na interpretacdo dos dados obtidos com a sonda mito-Hyper,
sensivel a H,0, e desenvolvida a partir de rxYFP, por causa do pH intracelular (61). Mudancas
no pH mitocondrial, induzidas pela glicose, apresentaram efeito oxidante sobre a oxidacdo do
biossensor — o que foi completamente oposto ao observado com a sonda mito-roGFP1
(reducdo na oxidacdo do sensor). Esta ultima, por sua vez, ndo apresentou mudancas
significativas na fluorescéncia em resposta a variagoes fisioldgicas do pH (61). Nesse sentido,

foi sugerido que: para melhor compreensdo dos dados obtidos com a sonda Hyper, sejam
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conduzidos experimentos controle com sensores de pH; e que a sonda mito-roGFP1 refletia

mudancgas no estado redox de tidis mitocondriais induzidas pela glicose (61).

Apesar das diferencas, os biossensores expressos dentro das células,
predominantemente (se ndao exclusivamente), se equilibram com o par redox de glutationa
(GSSG/2GSH)(72). Posteriormente, observou-se que este equilibrio é dependente da presenca
de Grxs enddgenas (74). Assim, Grx1 humana foi entdo adicionada ao sensor roGFP2 (Grx1-

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

Subsequentemente a criagdo 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 fusdo genética entre uma peroxidase (Orp1 — oxidant receptor
peroxidase 1) e um roGFP2 criou a sonda roGFP2-Orp1, sensivel a H,O; (75). Para criar este
sensor de H,03, digamos que foi “emprestado” o conceito, encontrado na natureza, de troca
entre tidis de peroxidases, Grxs, Trxs ou proteinas-alvo especificas. Em outras palavras, a ideia-
chave foi mimetizar a transmissdo: H,0; — Orpl — proteina-alvo por H;02 — Orp1 — roGFP2

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

N3o vamos nos esquecer do modelo experimental proposto anteriormente e das

guestdes levantadas: privacao energética e alteragdes no estado redox.

Na verdade, esses experimentos foram recentemente realizados em células B-
pancreaticas de ratos e ilhotas humanas. Foram conduzidos de forma dindmica, medindo
alteragdes redox de tidis 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 Eesh na matriz mitocondrial em poucos minutos (entre
5 e 10 min). A remogao de glicose aumentou rapidamente o Essh mitocondrial de células B
primarias de ratos e, também, em ilhotas de humanos. A subsequente reposi¢do gradual de
glicose rapidamente reverteu o aumento do Egsh induzido pela auséncia de nutrientes. Por
outro lado, ndo foram detectadas alteragdes expressivas do Egsh no compartimento citosdlico
(78), mostrando que a glicose pode induzir alteracdes redox dindmicas, local-especificas e ndo

globais.

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

roGFP em célula B-pancredtica é que i) a exposicdo cronica a baixa glicose (niveis ndo
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estimulantes) induz desarranjo redox na mitocéndria, mas ndo no compartimento citosolico
(77); e ii) a exposicao cronica a alta glicose induz o desequilibrio redox mitocondrial (79). No
caso, desarranjo, ou desequilibrio, redox foi associado ao aumento crénico na oxidacdo de

tidis e de genes relacionados ao estresse, seguidos de disfungao ou morte destas células.

A relagdo entre aumento de ERO e toxicidade celular é um fen6meno bem descrito
na literatura. Em determinadas situagdes, os radicais livres e oxidantes podem comprometer
a estrutura e a fungdo de biomoléculas. As espécies reativas derivadas do oxigénio podem
reagir em determinadas regides de lipidios, com proteinas importantes ao metabolismo e com
o DNA (46). Tais reacdes podem evoluir para a disfuncao e até morte celular. Nesse contexto,
o termo estresse oxidativo frequentemente é utilizado para descrever o aumento de ERO
devido a um desequilibrio entre a sua produgao (pré-oxidantes) e a capacidade de eliminacao
(antioxidantes). Isto é, sem uma definicdo em termos quantitativos. Contudo, como ja dito, as
espécies redox sao rapidamente produzidas e eliminadas. Dependeremos do contexto, nem
sempre o aumento de oxidantes estd associado a um estado de estresse oxidativo, mas, sim,

com um mecanismo de sinalizagao.

Frequentemente utilizados, os termos “estado redox celular”, “producao de ERO
celular” e “estresse oxidativo celular” dao a entender que sdo processos globais, generalizados
e que afetam toda a célula/organismo. Parte disso, contudo, dificulta o entendimento dos
fendmenos redox induzidos pela glicose sobre a fisiologia de células B e ilhotas pancreédticas.
Essa falta de conhecimento pode estar dificultando o desenvolvimento de estratégias

terapéuticas que auxiliem na restauracao do equilibrio redox em condicdes fisiopatoldgicas.

Partindo do pressuposto que o estresse oxidativo tem um papel importante no
declinio da massa funcional de célula B 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 clinicos (80-83).
A ineficacia terapéutica pode ou ndo, estar relacionada com o fato de ainda ndo sabermos
com clareza o papel das espécies reativas sobre manutencdo e a fisiopatologia do estado
redox em célula B. Por fim, pressupde-se também que a auséncia ou inibicido da NADPH

oxidase, pode reduzir os efeitos tdxicos da exposicdo prologada a alta glicose em células-B.
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Contudo, esta hipdtese continua sendo uma suposicdo nao foi confirmada por experimentos,

nem por testes clinicos.
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5 CONCLUSAO

No presente trabalho vimos que a glicose induz um efeito duplo sobre a oxidagdo de
tiois/GSH em ilhotas pancreaticas de camundongos. Agudamente, altas concentragdes do
nutriente reduz o Egsy, enquanto que, cronicamente, aumenta a concentracdao de H>0;,

desencadeando o aumento na oxidagdo de tidis no compartimento citosélico.

O cultivo prolongado de ilhotas de camundongos em alta glicose sensibiliza a
resposta metabdlica, aumentando a secrecdo de insulina. Embora ndo apresente disfuncdo de
células B, o cultivo em alta glicose aumenta a taxa de apoptose celular em comparagdo a
condicao controle in vitro, confirmando os efeitos tdxicos da exposi¢ao cronica a altos niveis

de glicose sobre a sobrevivéncia de células B.

Sobre a funcdo da NADPH oxidase em células B e ilhotas pancredticas, além de um
menor conteldo de superdxido em baixa glicose (oxidacdo da sonda DHE em 2,8 mmol/l),
confirmamos que a deficiéncia genética da NOX2 melhora a secre¢do de insulina a partir de
20 mmol/I de glicose. Tal efeito, contudo, ndo é devido a mudancas na resposta metabdlica
(aumento de NAD(P)H e do influxo de cdlcio) ou de alteragdes no Egsy, induzidas pela glicose,

indicando um fino controle da exocitose pela enzima NOX2.

Cronicamente, o efeito positivo da deficiéncia de NOX2 sobre a exocitose é
gradualmente perdido durante a cultura. A auséncia de NOX2, por sua vez, ndo altera a
oxidacdo de tidis no compartimento citosélico e nem previne o aumento de H,0; induzido
pelo cultivo prolongado com alta glicose. Similarmente ao estado redox no citosol, a auséncia
de NOX2 ndo interfere na sobrevivéncia de células B, mesmo em um ambiente de
glicotoxicidade. Portanto, ao contrdrio do que se esperava, concluimos que, pelo menos in

vitro, a NOX2 ndo é um componente critico para a sobrevivéncia de células B de camundongos.
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