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RESUMO  

 

A desnutrição protéica promove redução da secreção de insulina devido 

inúmeras alterações moleculares nas células B pancreáticas. Recentemente foi 

demonstrado que o estado redox pode modular a secreção de insulina em condições 

fisiológicas. No entanto, a correlação entre as alterações no estado redox e na secreção 

de insulina em ratos submetidos à desnutrição protéica não é conhecida. Assim, nosso 

objetivo foi avaliar o impacto do estresse oxidativo na secreção de insulina em ilhotas 

de ratos desnutridos. Ratos machos Wistar foram tratados com dieta normoprotéica 

(NP-17%) ou hipoprotéica (LP-6%) por 60 dias. Após isolamento das ilhotas, foi 

medida atividade e o conteúdo protéico das enzimas antioxidantes SOD, GPx e a CAT. 

Para a secreção estática de insulina, as ilhotas foram pré-incubadas em 5.6 mM de 

glicose (GLI) com ou sem H2O2, na ausência ou presença de n-acetil cisteína (NAC) e 

posteriormente incubadas em diferentes concentrações de GLI. Observamos aumento da 

atividade da SOD (21.18±2.1-30.5.±2 µmoles/min/mg proteína NP-LP 

respectivamente), redução na CAT (9±1.2-5.22±0.73 µmoles/min/mg proteína NP-LP 

respectivamente) e nenhuma alteração na GPx em ilhotas de ratos desnutrido comparada 

com ilhotas de ratos controle. Apesar de observarmos tendência de aumento no 

conteúdo protéico das enzimas antioxidantes em LP, não houve diferença significativa 

de nenhuma das enzimas. A secreção de insulina de ratos LP que ficaram expostas a 

33mM de glicose na incubação, retornou a níveis basais (GLI 2.8 mM) quando pré-

incubado com 100 µM de H2O2, enquanto para as ilhotas de ratos controle foi necessário 

a adição de 300 μM de H2O2 na pré-incubação para retornar aos níveis basais. Na 

presença de 10 mM de NAC + 150 µM de H2O2, durante a pré-incubação, e posterior 

incubação em 33 mM de glicose, observou-se redução significante da secreção de NP e 

aumento em LP. Estes resultados sugerem que as ilhotas pancreáticas de ratos 

desnutridos pré tratadas com H2O2 e posteriormente expostas a altas concentrações de 

glicose, são mais sensíveis ao H2O2 possivelmente devido à capacidade reduzida de 

detoxificação de espécies reativas de oxigênio (EROS).  

 

Palavras- chave: Superóxido dismutase, Glutationa peroxidase, Catalase, peróxido de 
hidrogênio, balanço redox. 
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ABSTRACT 

 

Protein malnutrition induces pacreatic B-cells molecular alterations, reducing 

insulin secretion. It has been recently demonstrated that redox status may control insulin 

secretion under physiological conditions. However, protein malnutrition effects in redox 

modulation of insulin secretion is unknown. Thus, our aim was to evaluate oxidative 

stress impact upon insulin secretion in isolated islets from protein undernourished rats. 

Male Wistar rats were treated with normoproteic diet (NP-17%) or with a low protein 

diet (LP-6%) for sixty days. After islets isolation, it was measured antioxidant enzymes 

SOD, GPX and CAT activities and protein content. For insulin secretion measurement, 

islets were pre-incubated with glucose 5.6 (GLI) mM with or without H2O2 at the 

presence and absence of N-acetyl-cisteyne (NAC) and after that islets were incubated 

with diferent GLI concentration. SOD and CAT activities were significant increased 

(21.18±2.1-30.5.±2 µmoles/min/mg protein for NP-LP respectively) and decreased 

(9±1.2-5.22±0.73 µmoles/min/mg protein for NP-LP respectively) respectively, whereas 

GPX did not show any alteration. Despite a tendency  of increase in the LP protein 

content of antioxidant enzymes, no significant differences were observed. When 

incubated with glucose 33mM, LP insulin secretion returned to baseline values (GLI 2.8 

mM) when it was pre-incubated with H2O2 100 µM, whereas NP islets returned to 

baseline levels when pre-incubated with H2O2 300 μM. When islets were pre-incubated 

with NAC 10 mM + H2O2 150 µM  and further incubated with glucose 33 mM, insulin 

secretion was reduced in NP, whereas in LP it was increased. Taken together, these data 

suggest that pancreatic islets from undernourished rats when pre-treated with H2O2 and 

thereafter challenged with high glucose concentrations are more sensitive to H2O2, 

probably due to their lower capacity to detoxify reactive oxygen species (ROS). 

 
Key words: Superoxide Dismutase, Glutathione peroxidase, Catalase, hydrogen 
peroxide, redox status.        
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As células B pancreáticas têm sua atividade secretora de insulina fortemente 

vinculada ao metabolismo de glicose e outros substratos energéticos, que resultam num 

aumento da concentração intracelular de ATP (Malaisse et al., 1990). A produção de 

ATP inicia-se na via glicolítica e a fosforilação oxidativa complementa o processo, 

acionando a maturação e transporte dos grânulos de insulina até a membrana (Fujimoto 

et al., 2007).  

Durante o curso do metabolismo mitocondrial, cerca de 2 a 5% do oxigênio 

consumido e reduzido de forma univalente, dão origem ao radical ânion superóxido (O2
-

) (Halliwell & Gutteridge, 1999). Em condições patológicas, como o diabetes mellitus 

tipo 1, as células B não conseguem degradar o montante de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) geradas, levando a apoptose dessas células (Tiedge et al., 1997). No 

diabetes mellitus tipo 2, a glicosilação não-enzimática de proteínas plasmáticas e seu 

reconhecimento por macrófagos alimenta um processo crônico de estresse oxidativo, 

que pode levar ao mal funcionamento das células B e perda da capacidade de secreção 

de insulina estimulada por glicose (GSIS) (Graham et al., 1993). 

A restrição protéica causa prejuízo na secreção de insulina causando danos na 

célula B como diminuição da massa e aumento na produção de EROs devido à baixa 

capacidade antioxidante (Mann et al., 1975 ; Parra et al., 1975; Latorraca et al., 1998 ; 

Filiputti et al., 2008).  

Apesar do imenso número de trabalhos relacionando o estresse oxidativo com 

mal-funcionamento das células B, existem raríssimos estudos executados em ilhotas de 

Langerhans avaliando o quanto das modificações na secreção de insulina na desnutrição 

é devido ao estresse oxidativo. Portanto, esse trabalho teve como objetivo avaliar como 

o estresse oxidativo influencia a secreção de insulina de animais submetidos à restrição 

protéica.  

 

1.1 Desnutrição  

Em função de um grande número de pessoas na Europa terem sido afetadas pela 

fome no pós-guerra, a desnutrição tornou-se alvo de estudos epidemiológicos. Após 

estudos realizados por Willians et al. (1933) a desnutrição passou a ser conhecida como 

marasmo (desnutrição calórico-protéica causada principalmente por privação de 

carboidratos) e kwashiokor (desnutrição protéica causada por alimentação deficiente em 
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proteínas) (Williams, 1933). As duas definições podem ainda se somar no marasmo-

kwashiokor, causado por alimentação deficiente em calorias e pobre em proteínas 

(Golden, 2002). 

O interesse na desnutrição como modelo experimental deve-se ao fato de ela estar 

ligada à alteração de toda a fisiologia do organismo para adaptá-lo à carência de 

nutrientes como, por exemplo, redução da secreção dos hormônios GH, IGF-1 e 2, 

aumento na secreção de cortisol, hiper-captação de Fe2+ pelos tecidos, etc (Albrecht, 

1995). Ainda, em populações pobres do Brasil e outros países, o marasmo é uma 

realidade. A diferença de custos e disposição de alimentos pobres ou ricos em proteínas 

também tende a criar populações inteiras exibindo características do kwashiokor, como 

alta deposição de gordura no fígado, perda significativa de massa muscular e retardo de 

crescimento (Fuchs, 2005).  

Atualmente, é sabido que o kwashiokor, provocado pela carência de aminoácidos 

na dieta, predispõe o organismo a uma alta atividade de transaminases, a fim de 

restringir a fuga de nitrogênio, assim como modificação de atividade de proteínas como 

a mTOR, que liga o metabolismo de aminoácidos à expressão gênica. O kwashiokor 

também é acompanhado de uma reação inflamatória sistêmica, a despeito da 

hipercortisolemia. Algumas hipóteses foram propostas para explicar esse fenômeno. 

Uma delas é que a desnutrição induz uma maior susceptibilidade a agentes infecciosos 

ou endotoxinas como a aflatoxina B1, relativamente comum nos cereais consumidos por 

algumas populações estudadas e portadoras de lesões hepáticas (Hendrickse, 1988). 

Outra teoria é a de que os desnutridos teriam menor capacidade antioxidante, devido à 

carência de aminoácidos sulfonados, que são limitantes à formação de glutationa (GSH) 

e todas as enzimas tiólicas relacionadas. Curiosamente, o kwashiokor causa anomalias 

no transporte de eletrólitos nos rins e no intestino (Darmon, 1993), diminuindo a 

concentração plasmática de Se2+, um íon essencial à atividade da enzima varredora (tiol-

dependente) glutationa peroxidase (GPx). Outra teoria, ainda, enfoca as deficiências no 

ciclo de gama-glutamyl, através do qual a glutationa (GSH) é sintetizada e fornece 

grupamentos gama-glutamyl para a detoxificação de compostos xenobióticos 

eletrofílicos, através da enzima glutationa-S-transferase (Wu et al., 2004). As três 

teorias têm, em sua base, que o organismo desnutrido tem problemas ao conviver com 

compostos xenobióticos, microorganismos ou o estresse oxidativo inerente da 

respiração celular.  
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1.2 Secreção de insulina  

Em resposta a elevados níveis de nutrientes no sangue, as células B liberam 

insulina para manter a homeostase glicêmica. A disfunção nessa resposta secretória é 

considerada um dos fatores que causam a Diabetes Mellitus tipo 2. (Weyer et al., 1999; 

Eizirik et al., 2008). Dentro de cada célula B, a insulina é armazenada em grânulos. 

Quando os níveis de glicose extracelular se elevam, a glicose entra na célula B através 

de uma proteína transportadora de glicose chamada GLUT2. A glicose é rapidamente 

metabolizada aumentando a razão ATP/ADP (Kennedy et al., 1999; Malaisse & Sener, 

1987) causando o fechamento dos canais de potássio sensíveis ao ATP (KATP) e 

consequente despolarização da célula B (Cook & Hales, 1984; Meglasson & 

Matschinsky, 1986). A despolarização da membrana induz abertura de canais de cálcio 

(Ca2+) sensíveis a voltagem, aumentando a concentração de cálcio intracelular 

(Rorsman et al., 2000; Safayhi et al., 1997; Satin & Cook, 1985). O aumento de Ca2+ 

intracelular ([Ca2+]i) ativa a maquinaria de exocitose dos grânulos de insulina, 

promovendo a fusão desses grânulos à membrana plasmática e resultando na secreção 

de insulina. Um efeito secundário da elevação da [Ca2+]i é a ativação da adenil ciclase e 

fosfolipase C que agindo sobre substrato específico, a adenil ciclase gera AMP cíclico 

(AMPc), enquanto que a fosfolipase C gera diacilglicerol (DAG) e inositol 1, 4, 5 

trifosfato (IP3). O IP3 promove a liberação do cálcio armazenado no retículo 

endoplasmático, a proteína quinase A (PKA) e proteína quinase C (PKC) promovem a 

fosforilação de proteínas que amplificam o sinal para o processo secretório de insulina 

(Flatt, 1996; Maechler et al., 2006; Henquin et al., 2006).  

A importância do ATP na secreção de insulina estimulada por glicose (GSIS) já 

é muito bem esclarecida, porém outros fatores metabólicos, tais como o NADPH, 

malonil-CoA, DAG e glutamato parecem ser importantes para esse mecanismo 

(MacDonald et al., 2005; Maechler et al., 2006).  

Em adição, o estudo realizado por Leloup e colaboradores (2009), revelou que as 

espécies reativas de oxigênio são fundamentais para o processo de GSIS, embora não se 

saiba ao certo como elas participam desse processo. 

Estudos realizados em nosso laboratório mostram que o animal com restrição 

protéica (LP) possui, entre outras alterações, menor resposta das ilhotas de Langerhans à 

maioria dos secretagogos de insulina quando comparados a animais controle (Latorraca 
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et al., 1998). Sabe-se que o animal submetido à restrição calórica possui menor 

desacoplamento mitocondrial, carbonilação de proteínas e peroxidação lipídica do que 

um animal controle, de forma que os efeitos da carência de GSH possa ser equilibrada 

por uma menor geração de EROs (Sohal et al., 1994). Em seres humanos e animais, a 

suplementação com antioxidantes contendo grupamentos -SH como, por exemplo, o n-

acetil-cisteina (NAC) pode resultar em maior eficiência no balanço redox, aumentando 

os níveis de glutationa nos tecidos, podendo ser convertido para cisteína 

intracelularmente ou agindo como um regulador redox da célula (Fuchs, 2005; Li et al., 

2002). 

Uma parte dos carbonos introduzidos no metabolismo pela glicose pode ser 

destinada à formação de gama-glutamyl-cisteína, um precursor importante da glutationa 

(Brennan et al., 2003). Isso faz pensar em um alto requerimento de glutationa total, e 

que a razão GSH/GSSG (normalmente >10) esteja alta no interior da célula B ou que a 

glutationa esteja de alguma forma relacionada à síntese de insulina, sem que se saiba, 

atualmente, de uma conexão precisa entre o sistema varredor e a secreção de insulina. 

Parte da GSH sérica está, por exemplo, relacionada ao transporte de aminoácidos 

através da membrana plasmática (Sen, 1997). Em animais desnutridos, não só a GSH 

sérica está diminuída, mas também há queda na razão NADPH/NADP+ em células do 

fígado (Albrecht & Pélissier, 1995). 

 

1.3 Radicais livres  

Radicais livres são definidos como toda molécula, altamente reativa, que 

apresentam um ou mais elétrons desemparelhados na última camada eletrônica. Esta 

configuração faz dos radicais livres moléculas altamente instáveis, de meia-vida curta e 

quimicamente muito reativas (Halliwell & Gutteridge, 1992). 

Os radicais livres são formados durante processos fisiológicos de oxidação, 

podendo ser produzidos no citoplasma, nas mitocôndrias ou nas membranas celulares 

(Halliwell & Gutteridge, 1999).  

Em condições fisiológicas, os radicais livres participam da sinalização celular, 

dos processos de fagocitose e também estão envolvidos na síntese de algumas proteínas 

(Halliwell & Gutteridge, 1999). Por outro lado, condições de estresse, no qual ocorre 
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um desbalanço redox, aumentando os níveis de espécies reativas de oxigênio, podem 

provocar reações em cadeia causando danos a um grande número de moléculas. 

Na natureza existem duas importantes substâncias geradoras de radicais livres: o 

oxigênio no estado fundamental (O2) e o óxido nítrico (NO•) (Rover Júnior et al., 2001). 

Durante o metabolismo, tais substâncias podem gerar componentes altamente reativos 

denominados espécies reativas de oxigênio (EROs) e espécies reativas de nitrogênio 

(ERN). 

A utilização da energia proveniente de nutrientes pelo processo de fosforilação 

oxidativa, deve-se a presença de oxigênio. Embora o oxigênio seja um elemento vital 

para a sobrevivência dos organismos aeróbicos, uma pequena fração do seu consumo 

mitocondrial dá origem às espécies reativas de oxigênio (Vannucchi et al., 1998). 

 Na cadeia respiratória, ocorre a redução tetravalente do oxigênio molecular, 

através da aquisição de 4 elétrons com consequente produção de 2 moléculas de água. 

Neste processo são gerados intermediários e cerca de 2-5% do O2 pode dar origem à 

formação de EROs como descrito abaixo:  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 1: Redução tetravalente do oxigênio molecular (O2) na 

mitocôndria até a formação de água (H2O). Várias espécies reativas de 

O2 são formadas no processo (Adaptado de Cohen MV, 1989). 
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Outras formas reativas do oxigênio de importância biológica podem ser formadas 

por reduções parciais do oxigênio, dando origem às espécies reativas: radical ânion 

superóxido (O2
•-), peróxido de hidrogênio (H2O2) e radical hidroxila (HO•) (Halliwell & 

Gutteridge, 1990; Silveira, 2004). 

As EROs são de grande interesse na área biológica. A evolução do conhecimento 

sobre os radicais livres de oxigênio no meio biológico foi gradativa. A formação de 

EROs foi inicialmente descrita por McCord & Fridovich (1968), quando demonstraram 

a formação do O2
•-, pela ação de enzimas e, posteriormente, a identificação de vias 

metabólicas geradoras de tais espécies (Turrens & Boveris, 1980), a detecção de efeitos 

celulares e teciduais deletérios quando os radicais livres alcançavam concentrações 

elevadas no meio fisiológico (Freeman & Crapo, 1982), e a associação do envolvimento 

de radicais livres ou deles derivados em vias de sinalização celular (Pi et al., 2007). 

 Após a primeira redução da molécula de oxigênio é formado o O2
•-, sendo a 

EROs mais comum nas células (Boveris, 1998). O O2
•- é formado, sobretudo, através da 

cadeia transportadora de elétrons ou pela ação de neutrófilos, monócitos, macrófagos e 

eosinófilos durante a atividade bactericida (Diaz et al., 1998). A enzima NADPH 

oxidase, presente em células fagocitárias, produz radical superóxido durante a 

fagocitose (Oga, 2003), conforme segue na reação abaixo:  

 

         
     Reação 1: Formação de radical superóxido pela NADPH oxidase. 

 

A ação oxidante do radical superóxido é considerada irrelevante. Seu potencial 

tóxico está relacionado à sua capacidade de gerar outras espécies de maior reatividade, 

como o radical hidroxila e o peroxinitrito (Misra & Fridovich, 1972; Barreiros et al., 

2006). 

O H2O2 não é considerado um radical livre, pois não apresenta elétrons 

desemparelhados na última camada eletrônica. No entanto, o H2O2 participa da reação 

que produz o radical hidroxila (HO•) (Esquema 1).  

Além disso, o peróxido de hidrogênio é capaz de permear membranas celulares e 

pode reagir com membranas eritrocitárias e com proteínas ligadas ao ferro (Fe2+). Esta 

propriedade possibilita a ocorrência de reações com alvos biológicos em 

compartimentos distantes do seu local de formação (Scott et al., 1991). Assim, o H2O2 é 
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altamente tóxico para as células e esta toxicidade pode ser aumentada de dez para mil 

vezes quando em presença de ferro, como ocorre, por exemplo, na hemocromatose 

transfusional (Eaton, 1991). 

O HO• é o mais reativo dentre as espécies reativas de oxigênio no meio 

biológico e, em teoria, pode oxidar qualquer molécula biológica. Assim, é provável que 

o radical reaja nas proximidades dos sítios onde foi gerado (Halliwell & Gutteridge, 

1990). Dessa forma, se o radical hidroxila for produzido próximo ao DNA, poderão 

ocorrer modificações de bases purínicas e pirimidínicas, levando à inativação ou 

mutação do DNA. O radical hidroxila pode também inativar várias proteínas (enzimas e 

transportadores de membrana celular), ao oxidar seus grupos sulfidrilas (-SH) ou pontes 

dissulfeto (-SS). Também pode iniciar a oxidação dos ácidos graxos polinsaturados das 

membranas celulares (lipoperoxidação) (Halliwell & Gutteridge, 1986). 

Os radicais HO• podem ser gerados tanto na cadeia de transporte de elétrons 

como também podem ser gerados através das reações de Fenton e a de Haber-Weiss, 

descritas a seguir: 

 

 
 

Reação 2: Formação de radical hidroxila segundo reação de Fenton (Equação 1).                                           
Formação de radical hidroxila segundo reação de Haber- Weiss (Equação 2). 

 

O ferro é o principal catalisador nas reações de oxidação de biomoléculas. No 

entanto, tanto o ferro como o cobre participam de processos oxidativos e podem 

catalisar a reação de Haber- Weiss (Vannucchi et al., 1998 ; Barreiros et al., 2006 ; De 

Souza, 2008). 

As espécies reativas de oxigênio podem se combinar com outros átomos, 

formando ainda outras espécies reativas, como as espécies reativas de nitrogênio (ERN). 

Dentre as principais ERN, podemos citar o óxido nítrico (NO•) e o peroxinitrito 

(OONO-). O NO• que é uma espécie reativa centrada no átomo de nitrogênio, apresenta 

meia vida de 1 a 10 segundos e desempenha importantes funções no organismo humano 

como vasorrelaxamento dependente do endotélio, citotoxicidade mediada por 

macrófagos, regulação da pressão sangüínea basal, potencialização da transmissão 
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sináptica a longo prazo, microcirculação medular e glomerular e processos patológicos 

(Adams, 1996). O NO• pode reagir com as EROs, principalmente com o O2
-•, gerando 

peroxinitrito e outros produtos, que são muito tóxicos por causar nitração de proteínas e 

induzir a peroxidação lipídica (Carreras et al., 1994; Giasson et al.,2002).   

 

1.4 Estresse oxidativo  

Em condições fisiológicas, a geração de EROs é proporcional a capacidade 

antioxidante da célula. O desbalanço redox gerado pelo acúmulo dessas espécies 

reativas ou pela deficiência na capacidade antioxidante da célula leva ao chamado 

estresse oxidativo (Cerqueira et al., 2007; Travacio & Lesuy, 1996). 

O estresse oxidativo pode resultar de situações que aumentam a produção de 

radicais livres, diminuam os níveis de enzimas antioxidantes ou pela instalação de 

ambos, simultaneamente (Bondy & Le Bel 1993; Cadenas & Davies, 2000). 

O estresse oxidativo causa danos celulares como prejuízos à estrutura das 

biomoléculas de DNA, RNA, carboidratos, lipídios e proteínas, além de outros 

componentes celulares. O RNA citoplasmático e o DNA mitocondrial são os dois alvos 

mais sensíveis ao ataque oxidativo (Miranda, 2000).  

Os danos oxidativos gerados pelos EROs nas bases do DNA podem ocorrer 

devido à oxidação direta dos ácidos nucléicos ou, muitas vezes, podem levar à formação 

de quebras em uma das cadeias do DNA (quebras simples - SSB "single strand break") 

ou quebras em posições aproximadamente simétricas nas duas cadeias do DNA 

(quebras duplas - DSB "double strand break"). Além disso, quebras simples podem 

gerar quebras duplas durante a replicação celular. Dessa forma ocorrem mutações 

celulares e alteração da síntese protéica (Berra et al., 2006). 

A peroxidação de lipídios pode ser definida como uma cascata de eventos 

bioquímicos resultantes da ação dos radicais livres sobre os lípides insaturados das 

membranas celulares gerando, principalmente, radical alquila (L•), alcoxila (LO•) e 

peroxila (LOO•), levando à destruição de sua estrutura, falência dos mecanismos de 

troca de metabólitos e, numa condição extrema, à morte celular (Benzie, 1996). As 

alterações causadas nas membranas pela peroxidação lipídica interferem na 

permeabilidade da membrana, alterando o fluxo iônico e o fluxo de outras substâncias, o 

que resulta na perda da seletividade para entrada e/ou saída de nutrientes e substâncias 
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tóxicas à célula, oxidação da LDL e comprometimento dos componentes da matriz 

extra-celular (proteoglicanos, colágeno e elastina) (Halliwell & Gutteridge, 1999). 

Os aminoácidos que compõem as proteínas são susceptíveis a reações com 

EROs. A oxidação de um ou mais aminoácidos pode romper as estruturas secundárias e 

terciárias das proteínas, aumentando sua hidrofobicidade por exposição dos 

aminoácidos do seu interior. O radical hidroxila é particularmente proteotóxico, pois 

pode reagir com o carbono α de qualquer aminoácido, alterando a função biológica das 

proteínas (Ryter, 1990; Zoppi, 2004). A oxidação de proteínas por radicais livres pode 

também determinar sua degradação a peptídeos e eventualmente a seus respectivos 

aminoácidos (Halliwel & Gutteridge, 1999; Zoppi, 2004). 

 

1.5 Estresse oxidativo na ilhota  

Newsholme e colaboradores (2007) revisaram a produção de espécies reativas nas 

células B, que ocorrem principalmente no citosol pela enzima NADPH oxidase e pelo 

vazamento de elétrons na cadeia respiratória mitocondrial.  

A enzima NADPH oxidase encontra-se na membrana plasmática das células B e é 

ativada via proteína quinase C. A NADPH oxidase reduz diretamente a molécula de 

oxigênio formando ânion superóxido (Oliveira et al., 2003). 

Na cadeia respiratória, pode ocorrer escape de elétrons os quais são capturados por 

moléculas de oxigênio circulantes. Quando o oxigênio é reduzido univalentemente, 

transforma-se em O2•-, que é um radical livre. Quando o O2•- é reduzido por mais um 

elétron ocorre formação de H2O2. A captação de um elétron adicional rompe a molécula 

de H2O2, produzindo HO-(pouco reativo) e HO• (que constitui uma das espécies mais 

reativas que se conhece). 

 O aumento de glicose na célula B ativa o complexo NADPH oxidase, 

aumentando a produção de O2•- no citosol da célula e o fluxo de elétrons na cadeia 

respiratória, possibilitando um maior escape de elétrons e consequentemente, aumento 

da formação de O2•- e H2O2 na mitocôndria. O aumento da formação desses EROs pode 

causar desbalanço redox na célula levando a uma condição de estresse oxidativo 

(Newsholme et al., 2007). 

O estresse oxidativo está associado ao estado diabético (Yu, 1994). No diabetes 

tipo 1, a participação das EROs na disfunção das células B inicia-se por reações 
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autoimunes e por ação de citocinas inflamatórias (Rabinovitch, 1998). Animais 

diabéticos tipo 1, induzido por aloxana, são exemplos de como os radicais livres estão 

envolvidos com o diabetes experimental. Depois da captação pelas células B através do 

transportador de glicose GLUT2, a aloxana induz a geração de EROs por reação redox 

cíclica com formação de ácido dialúrico. Isto leva a uma necrose seletiva nas células B 

(Lenzen, 2008). A suplementação com antioxidantes, como SOD e vitamina E, 

removem eficientemente os oxidantes protegendo contra a ação diabetogênica da 

aloxana (Fischer & Hamburger, 1980; Slonim et al. 1983). 

No diabetes tipo 2, a hiperglicemia induz a geração do O2•- pela mitocôndria em 

células endoteliais e inicia um ciclo vicioso de reações oxidativas decorrentes do 

diabetes (Nishikawa et al., 2000). Bindokas et al. (2003), medindo diretamente a 

concentração de superóxido em ilhotas pancreáticas isoladas de ratos Zucker obesos e 

diabéticos (ZDF), modelo experimental de diabetes tipo 2, revelou que a geração de 

EROs está acoplada ao metabolismo mitocondrial e perturbação na função mitocondrial. 

O excesso de EROs prejudica a síntese de insulina (Droge, 2002; Evans et al., 2003; 

Robertson, 2003) e ativa vias apoptóticas (Evans et al., 2002; Mandrup-Poulsen, 2001), 

levando ao desenvolvimento do diabetes. 

Tendo em vista dados da literatura acerca da ação das EROs nas células B, estas 

parecem estar sempre em um tênue limiar entre a sinalização da secreção da insulina e o 

dano intracelular que induz o desenvolvimento do diabetes (Leloup et al., 2009). Nesse 

sentido, o papel dos antioxidantes intracelulares é de fundamental importância para o 

controle da ação de tais espécies.  

 

1.6 Sistema de defesa antioxidante 

Apesar de o organismo produzir normalmente espécies reativas, estas são 

inativadas por mecanismos de defesas eficientes, a fim de combater a ação deletéria das 

EROs. 

Os sistemas de defesa antioxidantes podem ser divididos em dois tipos: 

enzimáticos e não enzimáticos (Nordberg & Arner, 2001). 

O sistema de defesa antioxidante enzimático é constituído principalmente por 4 

enzimas: Superóxido dismutase (SOD), Glutationa Peroxidase (GPx)/Glutationa 

Redutase (GR) e a Catalase. 
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A SOD é a primeira enzima antioxidante a agir contra o O2•-. As principais 

formas da SOD são as dependentes de cobre-zinco (Cu-Zn SOD), que atuam no citosol, 

e as dependentes de manganês (Mn-SOD), que atuam na mitocôndria (Yu, 1994; 

Halliwel & Gutteridge, 1999). Essa enzima age transformando o O2•- em H2O2 e 

oxigênio (O2) (Reação 3). 

 

  

 
Reação 3: Reação de dismutação do O2•- em H2O2. 

 

A atividade enzimática de GPx é um dos meios de controle do organismo dos 

níveis de peróxido de hidrogênio e hidroperóxidos lipídicos, oriundos do ataque de 

espécies radicalares (Meister & Anderson, 1983; Cohen & Hochstein, 1963). 

Outra enzima que age conjuntamente com a GPx é a enzima glutationa redutase 

(GR) (Meister & Anderson, 1983). Esta enzima não age diretamente na remoção de 

espécies radicalares, porém é responsável pela regeneração da glutationa à sua forma 

reduzida (GSH) na presença de nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH), 

tendo como objetivo impedir a paralisação do ciclo metabólico da glutationa (Esquema 

2) (Meister & Anderson, 1983; De Souza, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SOD  2 O2•- +   2H+ H2O2 + O2 
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Esquema 2: Interconversão de glutationa nas suas formas reduzida (GSH) e 

oxidada (GSSG) pela ação das enzimas glutationa peroxidase (GSH-Px), 

glutationa oxidase (GO) e glutationa redutase (GR) (Meister, & Anderson, 

1983). 

 

A catalase controla os níveis de H2O2 através de sua degradação, formando H2O 

e O2 (Yu, 1994) (Reação 4). 

 

 
Reação 4: Degradação do H2O2 

 

Por outro lado, o sistema de defesa antioxidante não enzimático é composto por 

moléculas de baixo peso molecular com capacidade de proteger determinados alvos 

biológicos contra a oxidação. Tais moléculas podem ter origem endógena ou podem ser 

obtidas através da dieta (Sies, 1993). Dentre estas moléculas estão as vitaminas A, E e C 

e também a glutationa (GSH), que atua como potente antioxidante (Zoppi, 2004). 

Para serem consideradas antioxidantes, as substâncias têm que apresentar pelo 

menos uma das três propriedades: supressão da formação de radicais livres (por 

quelação de metais ou por inibição de enzimas geradoras de radicais livres), eliminação 

ou desativação de radicais livres com formação de um produto estável, ou participação 

em processos de reparo de danos oxidativos (Bourne & Rice-Evans, 1999; Ribeiro et 

al., 2005; De Souza, 2008).  

Estas moléculas antioxidantes atuam na detoxificação das EROs, doando 

elétrons de suas moléculas para as moléculas dos radicais livres formados sem, no 

entanto, se transformarem em radicais reativos (Halliwell & Gutteridge, 1999). As 

vitaminas atuam de forma conjunta e em diferentes compartimentos intracelulares. Com 

características lipossolúveis, as vitaminas A e E se localizam inseridas nas membranas 

celulares, enquanto a vitamina C, por ser hidrossolúvel, atua no citosol e ainda participa 

na reoxidação das vitaminas lipossolúveis (Packer, 1997; Ji, 1999; Zoppi, 2004). 

Dentre os antioxidantes endógenos, a GSH, um tripeptídio γ-L-glutamil-L-

cisteinil-glicina, exerce importante papel no sistema de defesa antioxidante (Meister & 

2H2O2 2H2O + O2 
CAT 
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Anderson, 1983). Presente na maioria das células, a GSH tem sua capacidade redutora 

determinada pelo grupamento sulfidrila da cisteína. Após exposição da GSH ao agente 

oxidante, ocorre sua oxidação a GSSG. A recuperação da GSH é feita pela enzima GR, 

uma etapa essencial para manter íntegro o sistema de proteção celular (Gilbert & Mc 

Lean, 1990; De Souza, 2008).   

 

1.7 Os sistemas antioxidantes na ilhota 

O NADPH, gerado na via das pentoses, geralmente está associado à redução de 

tióis (Filosa et al., 2003). Porém, nas ilhotas de Langerhans, o fluxo da via das pentoses 

é menor comparado a outros tecidos. Desta forma, a célula B gera NADPH, 

principalmente, através das lançadeiras dependentes de piruvato, como a piruvato-

citrato, isocitrato-α-cetoglutarato e piruvato-malato e também através de aminoácidos 

como glutamina, glutamato e, principalmente, leucina (MacDonald et al., 2005).  

Existem, portanto, enzimas que utilizam NADH ou NAD(P)H cujo equilíbrio 

cinético permite a conversão de uma forma em outra. Quando não consumidos no 

citosol, NADPH e NADH são transportados pelo envoltório mitocondrial por um 

sistema de lançadeiras, mantendo em equilíbrio as concentrações citoplasmáticas e 

mitocondriais. Além de facilitar o transporte de substâncias redutoras dentro da célula, 

sabe-se que tais lançadeiras são fundamentais ao metabolismo de glicose pela célula B 

(Dukes et al., 1994).  

As células B possuem sistemas antioxidantes, como aqueles que utilizam glutationa, 

que protegem contra os efeitos danosos das EROs. Aminoácidos, como a L-cisteína, são 

usados para a síntese de glutationa (Rasilainen et al, 2002). Outro aminoácido sulfonado 

derivado da cisteína, a L-taurina, também pode proteger células B contra o H2O2 e 

derivados, como o ácido hipoclórico (Cherif et al., 1998; Cunninghan et al., 1998).  

Por outro lado, a catalase utiliza um sítio ativo contendo Fe3+, e outras enzimas ou 

mesmo proteínas que associam-se a íons como Cu2+ e adquirem atividade peroxidase 

nas concentrações altas de peróxido encontradas dentro da célula. Algumas dessas 

proteínas sofrem carbonilação e deaminação como resultado de reações com EROs, 

sendo inativadas e assim, preservando enzimas-chave na célula B (Akagawa et al., 

2002). 
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A relação entre a atividade metabólica na célula B e sua menor proteção enzimática 

contra EROs talvez se deve ao fato de estas EROs agirem como reguladores da 

metabolização de glicose. Ao interagirem com proteínas, as EROs causam oxidação de 

resíduos de cisteína e de sítios ativos contendo metais de transição regulando assim, 

enzimas-chaves para a produção de ATP, como a fosfofrutoquinase e a aconitase 

(Tsuura et al., 1998). 

Sabe-se que o acúmulo de certos metabólitos no citosol da célula B dá origem a 

EROs (Takahashi et al., 2004). A interação dessas EROs com substâncias redutoras 

comumente origina o OH• e o O2•- (Neyens & Baeyens, 2003). A célula B expressa 

MnSOD na matriz mitocondrial e CuZnSOD no citosol, que convertem o O2•- em H2O2. 

Na matriz mitocondrial, o H2O2 é degradado ou difunde-se para o citosol. Tanto a 

inibição do efluxo de H2O2 pela produção citoplasmática (Oliveira et al., 1999) como o 

influxo de H2O2 exógeno na célula facilitam a oxidação de tióis das membranas 

mitocondriais, o que provoca a abertura de poros na membrana mitocondrial interna 

(Kowaltowski et al., 2001), a ativação da proteína UCP2 e o desacoplamento da 

produção de ATP pelo ciclo de Krebs (Echtay et al., 2002). Gerando menos ATP, a 

célula passa a ter resposta diminuída a secretagogos como a glicose (Sakai et al., 2003). 

Pelos poros abertos na membrana mitocondrial, ocorre entrada de líquido e vazamento 

para o citoplasma de citocromo C, iniciando a fragmentação do DNA nuclear por 

caspases, levando a célula à morte (Kowaltowski et al., 2001). 

Muitos são os trabalhos que associam a inativação de EROs com proteção da GSIS, 

em ilhotas isoladas ou in vivo (Welsh et al., 1994, Kaneto et al., 1999, Xu et al., 1999). 

O H2O2 atravessa membranas lipídicas e as junções celulares na ilhota de Langerhans 

(Salvador et al., 2001), podendo ser degradado na célula B, em outras células, ou 

mesmo no plasma por proteínas como a catalase (CAT), tioredoxina (TSH), tioredoxina 

peroxidase (TPx) ou o sistema glutationa/glutationa peroxidase (GPx). A célula B 

apresenta MnSOD, TSH, TPx, GSH e GPx na matriz mitocondrial, além de tióis 

reativos na membrana mitocondrial externa, que participam da reação 2RSH + H2O2 ⇒ 

RSSR + 2H2O (Powis & Montfort, 2001). Há alguns anos levantou-se a hipótese de que 

a catalase também pudesse fazer uso de NADPH em baixas concentrações de H2O2, 

uma vez que a molécula da enzima possui um sítio para a ligação deste (Putnam et al., 

2000). Nesse caso, as elevadas concentrações de NAD(P)H encontradas na célula B 

favoreceriam esse tipo de reação, além de propiciar a comunicação entre os diversos 



29 

 

sistemas antioxidantes que podem funcionar em sinergismo (Robertson et al., 2003; 

Nagababu et al., 2003). 
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2.1 OBJETIVO GERAL 

Apesar do imenso número de trabalhos relacionando o estresse oxidativo com 

mal-funcionamento das células B, existem raríssimos estudos em ilhotas de Langerhans 

avaliando o efeito do estresse oxidativo na secreção de insulina de ratos desnutridos. 

Desta forma este trabalho teve por objetivo responder a seguinte pergunta: A 

desnutrição protéica poderia alterar o estado redox na célula B?  

A hipótese adotada foi que a desnutrição altera o balanço redox da célula B 

diminuindo a secreção de insulina. 

 

2.2  Objetivos específicos 

Avaliar: 

- Peso corpóreo dos ratos;  

- Peso dos órgãos;  

- Ingesta alimentar e hídrica;  

- Parâmetros bioquímicos para avaliação do estado nutricional; 

- Tolerância à glicose; 

- Quantificação do conteúdo protéico (SOD, CAT e GPx); 

- Atividade de enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GPx);  

- Secreção de insulina. 
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3.1 Caracterização do modelo experimental 

Animais e dieta: 

Foram utilizados ratos com 21 dias de vida, provenientes do Biotério Central da 

UNICAMP. Os animais foram distribuídos nos seguintes grupos experimentais: 

a) Controle (NP): ratos que receberam dieta (confeccionada no laboratório) 

contendo 17% de proteína por todo o período experimental (30 a 90 dias), de acordo 

com a AIN-93 (Reeves et al., 1993).  

b) Desnutridos (LP): ratos que receberam dieta (confeccionada no laboratório) 

contendo 6% de proteína por todo o período experimental (30 a 90 dias), de acordo com 

a AIN-93 (Reeves et al., 1993). 

Os ratos foram mantidos em gaiolas coletivas (6 animais por gaiola) sob condição 

padronizada de iluminação (ciclo claro/escuro de 12 horas) e temperatura de 22±2 °C. 

Durante todo o período experimental tiveram livre acesso à água e alimentos. 

Peso corpóreo 

O peso corpóreo de ratos controle (NP) e desnutridos (LP) foi avaliado 

semanalmente por um período de 60 dias. 

Consumo alimentar e hídrico 

O consumo alimentar e hídrico dos ratos foi verificado três vezes por 

semana. Os valores encontrados foram divididos pelo número de animais de cada caixa 

e o consumo relativo foi obtido dividindo o consumo pelo peso médio de cada grupo 

referente à semana avaliada.   

3.2 Avaliação do estado nutricional   

Avaliações Bioquímicas  

 Amostras de sangue foram obtidas por via caudal e centrifugadas a 1.800 rpm 

por 15 minutos em 4ºC. O plasma foi separado e utilizado para a dosagem de proteínas 

totais e albumina com o kit  PROtal (Laborlab), adaptado para microensaio e insulina 
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por radimunoensaio (Scott et al., 1981).  A glicemia foi analisada utilizando 

glicosímetro (Accu-Check Advantage II). 

 

3.3 Teste intraperitoneal de tolerância à glicose (ipGTT) 

Os animais foram mantidos em jejum por 12 h e após a verificação da glicemia 

de jejum, uma solução de glicose 50% (2,0 g/KG de peso corpóreo) foi administrada 

dentro da cavidade peritoneal. A glicemia foi verificada com o aparelho Accu-Check 

Advantage II, nos tempos 0 (jejum), 15, 30, 60, 120 e 180 minutos. 

 

3.4 Isolamento de ilhotas 

Os animais foram sacrificados por decapitação. Após uma incisão abdominal e 

oclusão da extremidade do ducto biliar comum, foi inserida uma cânula através de uma 

incisão na parte proximal (hepática) neste ducto. Foi injetado através do duto 

pancreático cerca de 10 mL/animal de solução 0,8 mg/mL para animais controle e 0.7 

mg/mL de colagenase tipo V para animais desnutridos. Retirado o pâncreas, o órgão foi 

mantido por cerca de 20 min a 37 oC para digestão. O material foi lavado repetidamente 

com solução de Hanks (em mM: 137 NaCl, 5.4 KCl, 4.2 NaHCO3, 0.4 KH2PO4, 0.4 

Na2HPO4, 0.8 MgSO4, 1.3 CaCl2) contendo 5.6 mM de glicose e 0.5 g/L de albumina. 

Por decantação, as ilhotas foram separadas e coletadas manualmente sob lupa por uma 

pipeta siliconizada. 

 

3.5 Secreção Estática de Insulina 

As ilhotas coletadas foram transferidas para placas de cultura com 24 

reservatórios contendo 1 mL de solução de Krebs-Hepes (KRBH) (em mM: 115 NaCl, 

10 NaHCO3, 5 KCl, 1 MgCl2, 2.5 CaCl2, 10 Hepes) pH 7.4 suplementada com 0,3% de 

albumina bovina (m/v) e 5,6 mM de glicose com 0, 10, 100, 150, 200, 250 ou 300 μM 

de peróxido de hidrogênio e com ou sem 10 mM de n-acetil-L-cisteína (NAC). Em 

todos os experimentos 5 ilhotas foram colocadas em cada reservatório. A seguir, as 

placas foram mantidas por 30 min a 37 oC em ambiente controlado (gaseificado com 

95% O2 + 5% CO2). A solução foi rapidamente removida e substituída por nova solução 
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de incubação contendo 2.8, 8.3, 11, 22 ou 33 mM de glicose com ou sem peróxido de 

hidrogênio. Após 60 min de incubação, as placas foram resfriadas em banho de gelo e o 

sobrenadante removido, transferido para tubos de ensaio e armazenado a –20 °C para 

posterior dosagem de insulina por radioimunoensaio (Scott et al., 1981; Tanaka et al., 

2002).  

 

3.6 Western blotting 

O conteúdo protéico foi avaliado pela técnica de “Western blotting”. As ilhotas 

foram rompidas e homogeneizadas por sonicação com 3 pulsos de 4 segundos com 30 

segundos de intervalo entre os pulsos (VirSoni 60). Os extratos foram centrifugados a 

15.000 x g, 4 °C por 15 min para remoção do material insolúvel. As amostras foram 

tratadas com tampão Laemmli contendo DTT 10 mM, e fervidas em banho seco por 5 

min. Alíquotas contendo 30 µg de proteína foram aplicadas em SDS-PAGE (10% Tris 

acrilamida) em aparelho minigel (Miniprotean) em paralelo com marcadores de pesos 

moleculares conhecidos. Após corrida, as proteínas foram transferidas para membrana 

de nitrocelulose de 0,2 µm (BioRad). Esta foi incubada por 2 h em solução bloqueadora 

de leite desnatado (5%) para diminuir a ligação inespecífica das proteínas. A seguir as 

membranas foram incubadas com os seguintes anticorpos primários policlonais: anti-

catalase (Sigma), anti-superóxido dismutase 1 (Abcam), anti-glutationa peroxidase 1 

(Abcam) e com o anticorpo monoclonal anti-α-tubulina (Cell Signaling). O anticorpo da 

superóxido dismutase 1, catalase, e da α-tubulina foram diluídos 1:1000 em BSA 3% e 

1:625 para o anticorpo da anti-glutationa peroxidase 1. Após o tempo de incubação, as 

membranas foram lavadas e em seguida incubadas com anticorpo secundário conjugado 

com horseradish peroxidase (Invitrogen), diluído 1:10000 em leite em pó desnatado 5%, 

por 2h. Foi utilizada solução basal (trisma base 10 mM pH: 7,5, 150 mM NaCl e 0.05% 

tween 20) para as lavagens e diluições. Após lavagem, as membranas foram incubadas 

em solução reveladora Super Signal (Pierce) e colocadas junto a filmes radiográficos 

(Kodak) para a determinação auto-radiografia das bandas por quimioluminescência. A 

intensidade das bandas foi avaliada por densitometria pelo programa Scion Image 

(Scion Corporation).  
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3.7 Atividade enzimática 

Catalase (CAT)  

  Os ensaios para dosagem da atividade da catalase foram conduzidos segundo 

Aebi (1984), adicionando-se as amostras de ilhotas a tampão fosfato 50 mM e H2O2 10 

mM. A queda nos valores de absorbância do H2O2 foi seguida por 30 segundos a 240 

nm, segundo a reação:   

                                                            CAT 
H2O2                                            H2O + ½ O2 

 

Para o cálculo da atividade desta enzima na ilhota foi utilizada a equação A= 

E.c.1; onde A é a absorbância da amostra, E= 13.600 M.min-1, c é a concentração de 

ácido tiobis (2-nitrobenzóico) e 1 é o caminho ótico da cubeta. A leitura da absorbância 

em um determinado intervalo de tempo nos permite determinar a sua diferença e nos 

fornece a velocidade da reação enzimática catalisada pela enzima catalase. O valor de 

coeficiente de extinção Molar do H2O2 de 43,6 M-1.cm-1. (Andersen et al., 1997).  

 

Superóxido dismutase (SOD) 

Neste ensaio foi empregado o método descrito por Winterbourn et al. (1975), 

onde as ilhotas foram colocadas em tampão fosfato (0,1 M, pH = 7,4), sonicadas e 

centrifugadas a 12000 rpm a 4ºC. Foram adicionados a 20 µg de proteína da amostra, 

150 μL da solução de hipoxantina (0,1 mM), xantina oxidase (0,07 U) e 

nitrobluetetrazolium (NBT - 0,6 mM) (Winterbourn et al., 1975). As absorbâncias 

foram lidas a 560 nm em leitor de ELISA. Os resultados foram expressos em U/mg de 

proteína. 

Glutationa peroxidase (GPx) 

As ilhotas foram colocadas em tampão fosfato (0,1 M, pH = 7,4), sonicadas e 

centrifugadas a 12000 rpm, a 4°C, por 15 min. A 20 µg de proteína da amostra, foram 

adicionados 150 μL de solução de glutationa reduzida (10 mM), NADPH (4 mM) e GR 
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(1U) e 20 μL de H2O2 (25 mM), de acordo com método de Yoshikawa et al., (1993). A 

absorbância foi determinada a 365 nm, entre 1 e 10 min em leitor de ELISA.  

 

3.8 Análise Estatística 

Os resultados foram expressos em média ± erro padrão e foram aplicados os testes 

“t” student e ANOVA utilizando o teste post hoc de Newman-Keuls. O nível de 

significância adotado foi de p < 0.05. 
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                                                                           4. RESULTADOS 
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4.1 Caracterização do modelo de desnutrição protéica 

4.1.1 Parâmetros antropométricos, ingesta alimentar e hidríca 

A figura 1 mostra o peso corpóreo ao longo do período experimental de ratos 

controle (NP) e desnutrido (LP). Observa-se que o grupo desnutrido apresentou ganho 

de peso aproximadamente 50% menor do que o grupo controle. 

A BA B

 

 

O consumo alimentar relativo (Figura 2A) bem como o consumo hídrico relativo 

(Figura 2B) não apresentaram diferença significativa entre os grupos NP e LP.  

 

 

 

 

 

  

Fig.1 - (A) Peso corpóreo de ratos Wistar machos controle (NP) e desnutrido (LP) entre os 21 e 81 dias 
de vida e (B) área abaixo das curvas de evolução de peso (n = 12). Os valores são a média ± EPM. * 
diferença significativa. P< 0,05. Teste “t” student.
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A BA B

 

 

 

 

Ao final do período experimental, os ratos foram sacrificados e os órgãos 

removidos e pesados. A tabela 1 mostra o valor absoluto do peso corpóreo, coração, 

fígado, baço, rim, gordura retroperitoneal e gordura perigonadal de ratos NP e LP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.2 – Ingesta alimentar (A) e hídrica (B) relativa de ratos Wistar machos controle (NP) e desnutrido 
(LP) acompanhados por 60 dias (n =12). Os valores são a média ± EPM. Para todos os grupos 
experimentais. Teste “t” student.  

Tab.1 - Valor Absoluto do peso corpóreo, coração, fígado, baço, rim, gordura retroperitoneal e gordura 
perigonadal de ratos controle (NP) e desnutridos (LP) tratados durante 60 dias. 

1 Valores representam média ± EPM, n = 10. 
2 * representa diferença estatística, P < 0.05 (Teste “t” student). 
 

Massa Corp 451.7 ± 12.173 262.7 ± 17.473 *

Coração (g) 1.237 ± 0.019 0.854 ± 0.026 *

F í gado (g) 17.193 ± 0.781 7.717 ± 0.462 *

Baço (g) 0.986 ± 0.036 0.648 ± 0.041 *

Rim (g) 2.592 ± 0.056 1.39 ± 0.050 *

Gordura Perigonadal (g) 9.252 ± 0.511 3.34 ± 0.234 *

Gordura Retroperitoneal (g) 9.556 ± 0.494 3.854 ± 0.780 *

NP LP 

Massa Corpórea (g) 451.7 ± 12.173 262.7 ± 17.473 *

Coração (g) 1.237 ± 0.019 0.854 ± 0.026 *

F í gado (g) 17.193 ± 0.781 7.717 ± 0.462 *

Baço (g) 0.986 ± 0.036 0.648 ± 0.041 *

Rim (g) 2.592 ± 0.056 1.39 ± 0.050 *

Gordura Perigonadal (g) 9.252 ± 0.511 3.34 ± 0.234 *

Gordura Retroperitoneal (g) 9.556 ± 0.494 3.854 ± 0.780 *
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Pode-se observar que os animais desnutridos apresentam redução do valor 

absoluto do peso de todos os tecidos estudados em relação aos animais controle (Tabela 

1). Porém, quando observa-se o peso relativo verifica-se que o peso do rim não 

apresentou diferença significativa entre os grupos NP e LP indicando que os órgãos 

estão proporcionais ao tamanho do animal. No entanto, o peso relativo do fígado e das 

gorduras perigonadal e retroperitoneal mostrou-se reduzido. Por outro lado os pesos do 

coração e do baço apresentaram-se aumentados nos ratos desnutridos. (tabela 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.1.2 Parâmetros bioquímicos 

Na tabela 3 pode-se observar que os valores de proteína total, albumina 

plasmática e insulina em jejum se mostraram reduzidas nos ratos desnutridos. 

 

 

 

Tab.2 - Valor Relativo do peso do coração, fígado, baço, rim, gordura peritoneal e gordura gonadal de 
ratos controle (NP) e desnutridos (LP) tratados durante 60 dias. 

1 Valores representam média ± EPM, n = 10. 
2 * representa diferença estatística, P < 0.05 (Teste “t” student). 

Coração 0.275 ± 0.008 0.335 ± 0.018 *

F í gado 3.854 ± 0.248 3.074 ± 0.258 *

Baço 0.219 ± 0.008 0.253 ± 0.017 * 

Rim 0.576 ± 0.127 0.551 ± 0.039 

Gordura Perigonadal 2.045 ± 0.087 1.346 ± 0.139 *

Gordura Retroperitoneal 2.118 ± 0.097 1.239 ± 0.123 *

NP LP 

Coração 0.275 ± 0.008 0.335 ± 0.018 *

F í gado 3.854 ± 0.248 3.074 ± 0.258 *

Baço 0.219 ± 0.008 0.253 ± 0.017 * 

Rim 0.576 ± 0.127 0.551 ± 0.039 

Gordura Perigonadal 2.045 ± 0.087 1.346 ± 0.139 *

Gordura Retroperitoneal 2.118 ± 0.097 1.239 ± 0.123 *
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4.1.3 Teste intraperitoneal de tolerância à glicose (ipGTT) 

 

Para investigar a tolerância à glicose nos ratos NP e LP foi realizado o ipGTT aos 

90 dias. Após a administração de 2g de glicose/Kg de peso na cavidade intraperitoneal 

do animal, a glicemia foi medida ao longo do tempo (0, 15, 30, 60, 120 e 180 minutos). 

A figura 3a mostra as curvas glicêmicas de animais NP e LP. É possível observar uma 

maior queda da glicemia no grupo LP comparada ao grupo NP. O aumento da tolerância 

à glicose apresentada pelo grupo LP pôde ser evidenciado pela menor área abaixo da 

curva (figura 3b).  

 

 

 

 

 

Tab. 3 - Proteínas totais, albumina, glicose e insulina plasmática de ratos controles (NP) e desnutridos 
(LP) tratados durante 60 dias. 

NP LP

Proteína total alimentado (g/dl) 6,69 ± 0,21 5,78 ± 0,22 *

Proteína total jejum (g/dl) 7,77 ± 0,33 6,55 ± 0,34 *

Albumina alimentado (g/dl) 2,89 ± 0,05 2,72 ± 0,09 *

Albumina jejum (g/dl) 2,98 ± 0,10 2,65 ± 0,08 *

Glicose jejum (mg/dl) 69 ± 1.88 65.69 ± 2.00

Insulina jejum (ng/ml) 1,04 ± 0,12 0,71 ± 0,13 * 

NP LP

Proteína total alimentado (g/dl) 6,69 ± 0,21 5,78 ± 0,22 *

Proteína total jejum (g/dl) 7,77 ± 0,33 6,55 ± 0,34 *

Albumina alimentado (g/dl) 2,89 ± 0,05 2,72 ± 0,09 *

Albumina jejum (g/dl) 2,98 ± 0,10 2,65 ± 0,08 *

Glicose jejum (mg/dl) 69 ± 1.88 65.69 ± 2.00

Insulina jejum (ng/ml) 1,04 ± 0,12 0,71 ± 0,13 * 

1 Valores representam média ± EPM. Para Proteína total alimentado n = 9, proteína total jejum n = 5-6, albumina alimentado n 
=9, albumina jejum n = 10, glicose jejum n = 13, insulina jejum n = 8-10.      
2 * representa diferença estatística, P < 0.05 (Teste “t” student). 
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4.1.4 Conteúdo protéico de enzimas antioxidantes (Western Blotting) 

 

Após caracterização do modelo experimental, investigou-se o sistema enzimático 

antioxidante em ilhotas isoladas. Inicialmente quantificou-se a conteúdo protéico e, em 

seguida, foram analisadas as respectivas atividades enzimáticas. 

 Analisando o conteúdo protéico das enzimas antioxidantes superóxido dismutase 1 

(SOD1), catalase (CAT) e glutationa peroxidase 1 (GPx1) (figura 4A, 4B e 4C, 

respectivamente), observamos  que não houve diferença significativa entre os grupos 

NP e LP.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3 - Glicemia durante o teste de tolerância à glicose intraperitoneal (ipGTT) (A) e área abaixo da 
curva glicêmica (B) de ratos controle (NP) e desnutridos (LP), n = 9-10. Resultados expressos como 
média ± EPM. * diferença significativa. P < 0.05 (Teste “t” student). 
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4.1.5 Atividade das enzimas antioxidantes  

 

Diferentemente dos resultados obtidos do conteúdo protéico, observou-se um 

aumento da atividade da SOD1 (figura 5A) e uma diminuição na atividade da CAT 

(figura 5B) no grupo de animais LP em relação aos grupos NP. Já a atividade da GPx1 

não apresentou diferença significativa entre os grupos (figura 5C). 

 

 

 

Fig. 4 – Conteúdo protéico em ilhotas de ratos controle (NP) e desnutridos (LP): da superóxido dismutase 
1 (SOD1) (A); catalase (CAT) (B); glutationa peroxidase 1 (GPx1) (C). Os dados foram normalizados 
pela α-tubulina (α-TUB) (n = 5-9). Valores representam média ± EPM (Teste “t” student). 
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4.1.6 Secreção estática de insulina  

 

Após 8 semanas recebendo dieta normoprotéica (NP - 17%) e dieta hipoprotéica 

(LP – 6%), os animais tiveram as ilhotas isoladas e submetidas à secreção estática de 

insulina. Durante o período de pré-incubação (30 minutos) as ilhotas foram expostas a 

5.6 mM de glicose com ou sem 10 μM de H2O2. Após esse período de pré-incubação, as 

ilhotas ficaram expostas por 1 hora em tampão contendo diferentes concentrações de 

glicose (2.8, 11 e 22 mM), conforme observado na figura 6. Observa-se que o grupo LP 

apresentou menor secreção de insulina em relação ao grupo NP. Além disso, a 

exposição a 10 μM de H2O2 não prejudicou a secreção de insulina quando comparada 

ao mesmo grupo sem o tratamento com H2O2. 

Fig. 5 – Atividade das enzimas antioxidantes em ilhotas de ratos controle (NP) e desnutridos (LP). 
Superóxido dismutase 1 (SOD1) (A); catalase (CAT) (B); glutationa peroxidase 1(GPx1) (C), (n = 4). 
Valores representam média ± EPM. * representa diferença significativa. P < 0.05 (Teste “t” student). 

CC
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A figura 7 mostra a secreção de insulina de ilhotas que foram pré-incubadas por 

30 min com 5.6 mM de glicose, com ou sem 100 µM de H2O2 em seguida incubadas 

com 22 mM de glicose, com ou sem 100 µM de H2O2. Observa-se que as ilhotas 

expostas a 100 μM de H2O2 apresentaram uma redução na secreção de insulina, quando 

comparadas com o grupo NP correspondente (sem H2O2). Porém, não houve diferença 

significativa na secreção de insulina entre as ilhotas expostas a 100 μM de H2O2 durante 

30 ou 90 minutos. 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6 - Secreção de insulina por ilhotas pancreáticas isoladas de ratos controle (NP) e desnutrido (LP). As 
ilhotas foram pré-incubadas em solução de Krebs contendo 5.6 mM de glicose com ou sem 10 µM H2O2 
durante 30 minutos. Após a retirada do meio de pré-incubação, as ilhotas foram expostas durante 1 hora à 
solução de Krebs contendo 2.8, 11 e 22.2 mM de glicose (n = 12- 45). Média ± EPM. * representa 
diferença estatística, para as mesmas condições, em relação ao grupo controle. P < 0.05 (Teste “t” 
student).  



47 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A figura 8 mostra o percentual da secreção de insulina de ilhotas de ratos NP e 

LP (em função do grupo NP). As ilhotas foram pré-incubadas com 5.6 mM de glicose 

com ou sem 150 μM de H2O2 e, em seguida, incubadas por 1 hora em presença de 

diferentes concentrações de glicose (2.8, 8.3, 22 e 33 mM). Observa-se que as ilhotas 

que ficaram expostas a 150 μM de H2O2 e alta glicose (22 e 33 mM) tiveram uma 

redução na secreção de insulina quando comparadas ao mesmo grupo que não foi 

exposto a H2O2.  

 

Fig. 7 - Secreção estática de insulina de ilhotas pancreáticas isoladas de ratos controle (NP) e 
desnutridos (LP). As ilhotas foram pré-incubadas em solução de Krebs contendo 5.6 mM de glicose 
com ou sem 100 µM de H2O2 durante 30 minutos (Pré-inc). Após a retirada do meio de pré-incubação, 
as ilhotas foram expostas à solução de Krebs contendo 22.2 mM de glicose (Inc) com ou sem 100 µM 
de H2O2 por 1 hora (n = 6). Média ± EPM. * representa diferença estatística em relação ao respectivo 
controle. P < 0.05 (ANOVA one-way e student- Newman-Keuls test). 
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A figura 9 mostra a secreção de insulina, percentual da secreção em relação ao 

NP e percentual da secreção máxima (figuras 9A, B e C respectivamente) em ilhotas de 

animais controle e desnutrido que ficaram expostas a 5.6 mM de glicose e diferentes 

concentrações de H2O2 (0, 10, 100, 150, 200, 250 e 300 µM) durante 30 min e 

incubadas com 2.8 ou 22 mM de glicose por 1h. Observa-se que tanto a secreção das 

ilhotas de animais controle quanto de animais desnutridos expostas a alta glicose e 

concentrações acima de 150 µM de H2O2 retornam a valores basais (2.8 mM de glicose) 

(figura 9A). A secreção dos animais LP é menor em relação ao grupo NP em todas as 

condições, exceto, em ilhotas que ficaram expostas a alta glicose (22 mM) e alta 

concentração de H2O2 (300 µM) (figura 9B). A figura 9C mostra que a secreção de 

insulina modulada pelo estado redox, nas ilhotas pancreáticas, foi similar entre os 

grupos NP e LP. 

 

 

Fig. 8 – Percentual da secreção máxima de insulina (NP) por ilhotas pancreáticas isoladas de ratos 
controle (NP - barra branca), NP + 150µM de H2O2 (barra xadrez), desnutrido (LP – barra preta) e LP+ 
150µM de H2O2 (barra listrada). As ilhotas foram pré-incubadas em solução de Krebs contendo 5.6 mM 
de glicose com ou sem 150 µM H2O2 durante 30 minutos. Após a retirada do líquido de pré-incubação, as 
ilhotas foram expostas durante 1 hora à solução de Krebs contendo 2.8, 8.3, 22.2 e 33.3 mM de glicose (n 
= 6-18). Média ± EPM. * representa diferença significativa comparada com o grupo controle para cada 
condição de glicose.  
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Tendo em vista o perfil de queda similar dos grupos em 22 mM de glicose, 

resolvemos então aumentar o grau de toxicidade utilizando 33 mM de glicose. A figura 

10 mostra a secreção de insulina, percentual da secreção em relação ao controle e 

percentual da secreção máxima (figuras 10A, B e C respectivamente) de ilhotas pré-

incubadas em 5.6 mM de glicose e diferentes concentrações de peróxido de hidrogênio 

(0, 10, 100, 150, 200, 250 e 300 µM) durante 30 minutos e incubadas com 33 mM de 

Fig. 9 - Secreção estática de insulina, percentual da secreção em relação ao controle e percentual da 
secreção máxima (figuras 9A, B e C respectivamente) de ilhotas pancreáticas isoladas de ratos controle 
(NP) e desnutridos (LP). As ilhotas foram pré-incubadas em solução de Krebs contendo 5.6 mM de 
glicose com 0, 10, 100, 150, 200, 250 ou 300 µM de H2O2 durante 30 minutos. Após a retirada do 
líquido de pré-incubação, as ilhotas foram expostas à solução de Krebs contendo 22.2 mM de glicose por 
1 hora (n = 7-20). Média ± EPM. * representa diferença estatística em relação ao G2.8 do mesmo grupo 
experimental. # representa diferença estatística entre os grupos. P < 0.05 (ANOVA one-way e student- 
Newman-Keuls test). 
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glicose por 1h. Observou-se que a secreção das ilhotas dos animais desnutridos quando 

expostos a 33 mM de glicose e concentrações acima de 100 µM de H2O2 retorna a 

secreção basal (2.8 mM de glicose) já nos animais NP a secreção de insulina só retorna 

a valores basais quando expostas a 33 mM de glicose e concentrações maiores que 300 

µM de H2O2 (figura 10A). A secreção dos animais LP é menor em relação ao grupo 

controle em todas as condições (figura 10 B). A figura 10 C mostra que as ilhotas dos 

ratos LP possuem menor capacidade de manutenção no balanço redox, reduzindo a 

secreção de insulina quando expostas a 33 mM de glicose e a partir de 100 µM de H2O2. 

 

 

 

 

 

Fig. 10 - Secreção estática de insulina, percentual da secreção em relação ao controle e percentual da 
secreção máxima (figuras 10A, B e C respectivamente) de ilhotas pancreáticas isoladas de ratos controle 
(NP) e desnutridos (LP). As ilhotas foram pré-incubadas em solução de Krebs contendo 5.6 mM de 
glicose com 0, 10, 100, 150, 200, 250 ou 300 µM de H2O2 durante 30 minutos. Após a retirada do líquido 
de pré-incubação, as ilhotas foram expostas à solução de Krebs contendo 33 mM de glicose por 1 hora (n 
= 6 -8). Média ± EPM. * representa diferença estatística em relação ao G2.8 do mesmo grupo 
experimental. # representa diferença estatística entre os grupos. P < 0.05 (ANOVA one-way e student- 
Newman-Keuls test). 
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A partir desses resultados, resolvemos verificar o balanço redox dessas ilhotas 

utilizando então, H2O2 e N-acetil-cisteína (NAC). Para isso, as ilhotas isoladas de ratos 

controle e desnutrido foram pré-incubadas por 30 minutos em solução de Krebs 

contendo 5.6 mM de glicose, na ausência ou presença de 150 µM H2O2, na ausência ou 

presença de 10 mM de NAC, ou na presença de ambos (150 µM H2O2 + 10 mM de 

NAC). Após este período, a solução foi retirada e as ilhotas foram incubadas durante 1 

hora em solução Krebs contendo 2.8 ou 33.3 mM de glicose (Figura 11). Observou-se 

que ilhotas expostas a 33mM de glicose, tanto de animais LP como animais NP, 

apresentaram uma diminuição na secreção de insulina quando expostas ao H2O2, ou 

NAC, ou na presença dos dois tratamentos. A secreção de insulina das ilhotas dos ratos 

controle incubadas com H2O2 + NAC foi menor quando comparado à secreção das 

ilhotas expostas a apenas um dos tratamentos. Por outro lado, a presença de NAC 

restabeleceu parcialmente a secreção de insulina em ilhotas de animais LP expostas a 

150 µM H2O2.  
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Fig.11 – Secreção de insulina de ilhotas pancreáticas isoladas de ratos controle (NP) e desnutrido (LP). As 
ilhotas foram pré-incubadas em solução de Krebs contendo 5.6 mM de glicose com ou sem 150 µM H2O2, 
na ausência ou presença de 10 mM de NAC e na presença de 150 µM H2O2 + 10 mM de NAC durante 30 
minutos. Após a retirada do líquido de pré-incubação, as ilhotas foram expostas durante 1 hora à solução 
de Krebs contendo 2.8 ou 33.3 mM de glicose (n = 6-12). Média ± EPM. Os símbolos diferentes 
representam diferença significativa dentro do mesmo grupo. P < 0.05 (ANOVA one-way e student- 
Newman-Keuls test e Teste “t” student). 
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 Tendo em vista que a modulação da secreção de insulina pelas EROs tem sido 

descrita em condições fisiológicas e, considerando-se a hipótese de que animais 

submetidos à restrição protéica teriam menor capacidade antioxidante, nosso objetivo 

foi avaliar quanto das modificações na secreção de insulina na desnutrição é devido ao 

desbalanço redox. 

Em acordo com resultados prévios de nosso laboratório, os parâmetros gerais 

mostram que o protocolo de desnutrição foi eficiente nos animais utilizados neste 

estudo, induzindo as alterações gerais esperadas. Assim, os animais LP tiveram um 

ganho de peso aproximadamente 50% menor do que os grupos NP, característica 

observada na desnutrição infantil e em modelos experimentais de desnutrição (Ferreira 

et al., 2003; Ferreira et al., 2004; Filiputti, 2006; Filiputti et al., 2008). A redução do 

ganho de peso na desnutrição tem sido relacionada a alterações funcionais e 

morfológicas, principalmente no pâncreas exócrino e no epitélio entérico, que 

comprometem a digestão e absorção de nutrientes (Torun et al., 1994). Dessa forma, a 

ingestão inadequada de proteínas retarda o crescimento e pode levar o organismo a 

redução do aproveitamento alimentar (Manzano, 2001; Marcondes, 1976). O baixo peso 

corporal, relacionado à redução na absorção do alimento, em animais submetidos à 

desnutrição protéica é um fenômeno bastante relatado na literatura (Latorraca et al., 

1998; Pennington et al., 2001). A diferença de peso corporal entre os animais LP e NP, 

provavelmente, foi desencadeada pela diferença no teor protéico da dieta, uma vez que 

as dietas tinham o mesmo conteúdo energético e o consumo alimentar e hídrico relativo 

não diferiu entre os grupos.  

A ingesta alimentar absoluta dos animais LP apresentou-se diminuída em relação 

aos animais NP em estudos realizados com ratos machos submetidos à dieta 

hipoprotéica (6%) durante a fase intra-uterina e no período de lactação. (Latorraca et al., 

1998). Em outros estudos, utilizando o mesmo modelo experimental de desnutrição, 

Filiputti (2006) descreve o consumo relativo alimentar aumentado em ratos desnutridos 

por 3 meses. Já em nosso estudo, o consumo alimentar e hídrico não apresentou 

diferença significativa entre os grupos experimentais quando normalizados pelo peso, 

embora tenha ocorrido uma tendência do consumo alimentar dos ratos LP em superar o 

consumo dos ratos NP. O fato de acompanharmos a ingesta alimentar apenas por 60 

dias, pode ser o motivo de não termos observado um aumento significativo na ingesta 

do grupo LP em relação ao grupo NP (Filiputti, 2006). 
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De maneira geral, tanto em humanos quanto em animais, a desnutrição é 

responsável por efeitos adversos na homeostase de diversos órgãos e tecidos como 

fígado, pâncreas, músculo dentre outros (Fagundes et al, 2009). Os níveis circulantes de 

ácidos graxos livres (AGL) são mais elevados em animais LP, o que ajuda a explicar o 

menor peso relativo da gordura perigonadal e retroperitoneal encontrado em nossos 

animais, uma vez que esses AGLs podem ser provenientes da quebra dos triglicerídeos 

nos adipócitos (Filiputti et al., 2008; Ferreira et al., 2003).  

No que diz respeito ao peso dos órgãos e tecidos avaliados, especificamente em 

relação ao baixo peso relativo do fígado, sabe-se que, para a manutenção de sua 

homeostase, o organismo prioriza a perda da massa hepática com quadros de hipoplasia 

e atrofia, em vez de alterar sua função. A desnutrição associa-se à perda de massa 

hepática para garantir a disponibilidade de energia a órgãos importantes, como coração 

e cérebro (Guzmán-Silva et al., 2004; Parra et al., 1995). Especialmente em fases 

iniciais da vida, a desnutrição é capaz de produzir impactos severos, levando inclusive a 

distúrbios cardiovasculares (Loss et al., 2007). Loss e colaboradores (2007) descrevem 

um aumento da pressão arterial e da frequência cardíaca em ratos Fischer machos 

submetidos à restrição protéica. Sabe-se que o aumento da pressão arterial e da 

frequência cardíaca podem levar a uma hipertrofia cardíaca, o que justificaria o aumento 

da massa desse órgão (Penitente et al., 2007). 

O baço é o maior órgão linfático e faz parte do sistema retículo-endotelial, 

participando dos processos de hematopoiese e hemocaterese. Tem importante função 

imunológica de produção de anticorpos e linfócitos, protegendo contra infecções, e a 

esplenectomia determina capacidade reduzida na defesa contra alguns tipos de infecção 

(Cadili et al., 2008). O kwashiokor é acompanhado de uma reação inflamatória 

sistêmica, a despeito da hipercortisolemia, cuja origem é disputada entre várias teorias. 

Uma delas é a maior susceptibilidade dos desnutridos a agentes infecciosos ou 

endotoxinas como a aflatoxina B1, relativamente comum nos cereais consumidos por 

algumas populações estudadas e portadoras de lesões hepáticas (Hendrickse, 1988), fato 

que explicaria o aumento do baço. 

 Embora a redução do peso corpóreo possa ser utilizada como um indicativo 

básico de desnutrição (Lucas, 1998), outros fatores característicos de um quadro de 

desnutrição foram apresentados em nossos resultados, tais como: baixos níveis de 

albumina plasmática, proteínas totais e insulina em jejum de acordo com dados já muito 
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bem estabelecidos pelo nosso grupo de pesquisa (Ferreira et al., 2003; Ferreira et al., 

2004; Filiputti, 2006; Filiputti et al., 2008).  

A maior tolerância à glicose apresentada por ratos desnutridos também foi 

constatada em outros estudos, semelhantes ao nosso, no qual foram utilizados ratos 

submetidos à desnutrição (5% de proteína) comparados a ratos controle (15% de 

proteína) (Okitolonda et al., 1987; Escriva et al., 1991). Diante desses parâmetros é 

possível afirmar que a ração composta de 6% de proteína é eficaz na promoção de um 

quadro de desnutrição experimental que se assemelha ao quadro de desnutrição humana. 

 

5.1 Secreção de insulina, desnutrição protéica e estado redox 
 

A secreção de insulina é controlada por nutrientes e também por aspectos 

hormonal, neural e farmacológico. A glicose é conhecida na literatura como sendo o 

principal estimulador da secreção de insulina (Gembal et al., 1992). A ativação das vias 

glicolítica e oxidativas pela glicose tem sido muito bem documentada resultando na 

geração de ATP, o qual é um importante sinalizador na transdução de sinal da célula B 

(Bindokas, 2003; Pi et al., 2007). Apesar do aumento na razão ATP/ADP ser conhecida 

como o principal sinal mitocondrial, estudos demonstram que a regulação da secreção 

de insulina pode não ser restrita ao aumento na síntese de ATP, e experimentos indicam 

que fatores mitocondriais envolvidos no acoplamento estímulo/secreção induzido por 

glicose são necessários, entretanto esses mecanismos ainda não são conhecidos 

(Maechler et al., 1998). MacDonald et al. (2005) reuniram uma série de evidências que 

demonstram o papel desempenhado por intermediários metabólicos produzidos na 

mitocôndria ou após sua cataplerose e posterior metabolização no citosol, tais como: 

malonil-CoA, NADPH e DAG que também atuam na regulação da secreção de insulina. 

Em adição, outros estudos mostram ainda, que as EROs, principalmente as produzidas 

na mitocôndria, são sinais obrigatórios para que a secreção de insulina ocorra (Leloup et 

al., 2009).  
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5.2 Sistema antioxidante enzimático  

 

As células B possuem um sistema antioxidante enzimático a fim de manter a 

capacidade catalítica e converter O2•- em H2O2 e este em água e O2 (Gurgul et al., 

2004). A expressão e atividade dessas enzimas antioxidantes, em ilhotas pancreáticas de 

animais roedores, apresentam-se bastante reduzidas comparadas a outros tecidos 

(Grankvist et al., 1981; Tiedge et al., 1998). Estudos que mensuraram a atividade destas 

enzimas em ilhotas de ratos Wistar revelaram níveis em ordem decrescente das 

atividades da Mn-SOD, Cu/Zn-SOD, catalase e GPx respectivamente (Tonooka, 2007; 

Theys, 2009). A despeito da atividade das enzimas antioxidantes em ilhotas 

pancreáticas, estímulos agudos de 60 minutos induzidos por 16.7 mM de glicose, 

embora tragam um componente de toxicidade, induzindo a produção de EROs, também 

resultam em pronto aumento na atividade da SOD e da GPx. Em adição, a atividade da 

SOD aumenta proporcionalmente em relação à concentração de glicose e a secreção de 

insulina, o que parece resultar em uma eficiente modulação do estado redox intracelular 

(Oliveira et al., 1999). Em conjunto, estes dados demonstram que o estado redox 

intracelular também regula a secreção de insulina. Assim, as ilhotas pancreáticas 

parecem possuir um controle fino deste balanço, através do aumento na produção de 

H2O2 em paralelo a elevação da atividade da GPx, tendo em vista que o desequilíbrio 

entre a produção de EROs e a capacidade antioxidante pode resultar em efeitos 

deletérios indesejáveis, levando a queda de função e consequente redução na secreção 

de insulina (Newsholme, 2007). 

Embora o controle redox da secreção de insulina em condições fisiológicas já 

possua um considerável corpo de evidências, tal modulação ainda não foi investigada 

em animais submetidos à restrição protéica. Como já descrito anteriormente, a restrição 

protéica leva a redução na secreção de insulina, e um dos motivos dessa redução pode 

ser o desequilíbrio redox.  

Neste sentido, nossos resultados não mostraram diferenças no conteúdo protéico 

de nenhuma das enzimas antioxidante (SOD, CAT e GPx) entre o grupo NP e LP, 

mostrando que o conteúdo protéico dos animais que foram submetidos à restrição 

protéica não foi alterada. Por outro lado, quando comparado o conteúdo protéico das 

enzimas antioxidantes somente no grupo controle, Tonooka et al. (2007) descreve que a 

SOD é maior que a CAT que por sua vez é maior que a GPx, no entanto, nossos 
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resultados não mostraram diferenças entre o conteúdo protéico da CAT e da GPx, 

provavelmente pelo fato de utilizarmos ilhotas frescas para verificar a  expressão 

protéica, enquanto no trabalho de Tonooka et al. (2007), as ilhotas ficaram incubadas 

por 48h em 5.6 mM de glicose.  

A GPx oferece uma proteção mais eficiente do que a CAT na célula B em baixas 

concentrações intracelulares de H2O2, porém a CAT é mais eficiente do que a GPx na 

proteção contra altas concentrações de H2O2 (Tiedge et al., 1998; Eaton, 1991). 

Portanto, em situações onde o H2O2 está presente em altas concentrações nas células, a 

CAT vai ser a principal responsável pela sua detoxificação.  

Por outro lado, nossos dados demonstraram que a desnutrição protéica modificou 

o perfil da atividade das enzimas antioxidantes sem, contudo, alterar o conteúdo 

protéico dessas enzimas. O grupo de animais LP apresentou um aumento da atividade 

da SOD e diminuição da atividade da CAT quando comparados a animais NP. Esses 

resultados sugerem que os animais LP estariam mais susceptíveis a um desbalaço redox 

em relação aos animais NP, principalmente em condições que induzam altas 

concentrações de EROs. O aumento na produção de EROs, aliado a redução na 

atividade da CAT pode induzir diversas alterações metabólicas e funcionais. Dentre 

essas alterações, observa-se menor secreção de insulina em animais desnutridos (Guegul 

et al., 2004). 

Foi demonstrado um aumento da atividade de enzimas antioxidantes em 

eritrócitos, sugerindo que a expressão protéica dessas enzimas possa não ser o único 

aspecto determinante da atividade das mesmas (Zoppi et al., 2003). Dessa maneira, 

nossos resultados vão de acordo com Tauler et al (1999) e sugerem que intervenções na 

atividade de enzimas antioxidantes podem se dar por interações diretas das EROs com a 

estrutura protéica da enzima.  

 

5.3 Secreção de insulina estimulada por glicose 

 

A secreção de insulina de animais LP apresentou-se diminuída quando comparada 

a secreção de insulina de animais NP (Reis et al., 1997). Estudos realizados por nosso 

grupo mostraram que ratos desnutridos apresentam uma redução da expressão de PDX-

1, das proteínas quinases A e C, diminuição do influxo de cálcio, e de mRNA de 
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insulina, entre outros fatores, que participam do processo secretório de insulina, o que 

explica, ao menos em parte, a diminuição da secreção de insulina neste modelo 

experimental (Ferreira et al., 2003). No entanto, os aspectos metabólicos relacionados à 

redução observada na secreção de insulina em animais submetidos à restrição protéica 

ainda não foram devidamente investigados.  

Tendo em vista a redução na atividade da CAT no grupo de ratos LP, decidimos 

investigar o efeito de concentrações crescentes de glicose e H2O2 na secreção da 

insulina. 

 Neste sentido, a exposição a 10 μM de H2O2 não prejudicou a secreção de 

insulina estimulada por diferentes concentrações de glicose em nenhum dos grupos. 

Acreditamos que 10 μM de H2O2 não tenha sido suficiente para induzir um estresse 

oxidativo na célula B em nenhuma condição de glicose. Em estudos previamente 

realizados em células INS-1 e ilhotas de camundongos foi observado que baixas 

concentrações de peróxido de hidrogênio (1- 4 µM) são essenciais para a sinalização 

intracelular, enquanto que altas concentrações de H2O2 são prejudiciais a secreção de 

insulina quando expostas posteriormente a altas concentrações de glicose (Pi et al., 

2007). Leuloup et al. (2009), demonstram ainda que o aumento da secreção de insulina 

quando estimulado por alta concentração de glicose é acompanhada pela formação de 

EROs, e essas espécies são fundamentais para a secreção de insulina.   

No entanto, na presença de alta concentração de glicose (22 ou 33 mM) e alta 

concentração de H2O2 (150 μM), as ilhotas de ambos os grupos, secretaram 

significativamente menos insulina em comparação às ilhotas de animais dos mesmos 

grupos incubadas na ausência de H2O2 com 22 e 33 mM de glicose, revelando a 

presença de um desequilíbrio redox em tais condições nos dois grupos. Além da 

presença de H2O2, alta concentração de glicose, durante um período de 30 minutos, 

provoca danos nas células B devido à toxicidade da glicose e à sua inerente geração de 

EROs (Pi et al., 2007). Tais condições já haviam sido demonstradas, em ilhotas de ratos 

neonatos, por nosso grupo (Stoppiglia et al., 2008). 

Ao analisarmos a secreção de insulina induzida por 22 mM de glicose e 

concentração crescente de H2O2, percebemos que, embora haja uma progressiva redução 

na secreção, tanto no grupo NP quanto no LP, os dois grupos tiveram sua secreção 

reduzida aos níveis basais na mesma condição, isto é, a partir de 150 µM de H2O2. Além 

disso, quando observamos o perfil de decaimento da secreção de insulina, não 
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observamos diferença entre os grupos. Portanto, nesta condição o sistema antioxidante 

parece responder de forma semelhante entre os grupos, e a diferença observada na 

secreção de insulina entre os animais NP e LP, se deve provavelmente a outros fatores 

que não o estado redox.  

Por outro lado, os animais LP mostraram-se mais susceptíveis a exposição ao H2O2 

em 33 mM de glicose, sugerindo uma maior produção de EROs aliada a uma menor 

capacidade antioxidante nesta condição, prejudicando o balanço redox das ilhotas e 

diminuindo a secreção de insulina.  Assim, observamos que ilhotas de animais LP 

quando expostas a 33 mM de glicose, tiveram sua secreção reduzida a níveis basais já 

na presença de 100 µM de H2O2, enquanto as ilhotas do grupo NP somente 

apresentaram o mesmo nível de redução em 300 µM de H2O2. Em adição, o perfil de 

decaimento da secreção de insulina foi diferente entre os grupos, tendo o grupo LP 

apresentado uma queda mais acentuada em relação ao NP. Portanto, estes dados 

revelam que o desbalanço redox afeta a secreção de insulina em animais LP somente em 

condições de altos níveis de oxidantes e alta glicose.  

A maior susceptibilidade dos animais desnutridos é reforçada pelos dados de 

secreção de insulina de ilhotas incubadas com o potente antioxidante N-acetil-cisteína 

(NAC). Verificamos que, enquanto a secreção das ilhotas do grupo NP sofreu redução 

quando expostas a 10 mM de NAC + 150 µM de H2O2, o grupo LP, nesta condição, 

teve sua secreção aumentada em relação as ilhotas expostas a só H2O2. Em acordo com 

nossos dados, estudos realizados em células INS-1 mostram que a exposição à alta 

concentração de glicose aumenta a secreção de insulina e que na presença de 0.4 mM de 

NAC a secreção é reduzida (Bindokas et al., 2003; Tanaka et al., 2002). A redução na 

secreção de insulina na presença de 10 mM de NAC, sugere que a capacidade 

antioxidante nas ilhotas do grupo NP aumenta demasiadamente, varrendo uma 

quantidade muito grande de EROs a ponto de prejudicar a sinalização desempenhada 

por tais espécies na secreção de insulina (Leloup et al., 2009).  Já a melhora na secreção 

de insulina encontrada em ratos desnutridos na presença de 10 mM de NAC + 150 µM 

de H2O2, pode ser explicada pelo fato de estes apresentarem uma capacidade 

antioxidante menos eficaz em condições de elevada quantidade de EROs intracelular e, 

ao adicionar 10 mM de NAC, este age auxiliando na remoção de tais espécies mantendo 

uma quantidade adequada para sinalização da secreção de insulina, mantendo a 

homeostase do sistema redox. 
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Embora ainda seja necessária investigar quais os motivos desta maior 

susceptibilidade ao estresse oxidativo em animais desnutridos, sugerimos que em 33 

mM de glicose mais 150 µM H2O2, a CAT parece ter ação fundamental para 

manutenção do estado redox em ilhotas (esquema 3). Nessas condições a CAT atua de 

forma mais intensa devido a sua baixa afinidade pelo H2O2 (Eaton, 1991). Conforme 

nossos resultados, em ilhotas sem tratamento, a atividade da SOD mostra-se aumentada 

enquanto a atividade da CAT está reduzida em animais desnutridos aumentando a 

concentração de H2O2 dentro das ilhotas. A hipótese de uma ação fundamental da CAT 

na manutenção do estado redox é reforçada pelos nossos dados de percentual máximo 

da secreção de insulina induzida por 22 mM de glicose e 150 µM H2O2, onde não 

observamos diferença no perfil de queda da secreção de insulina entre os grupos. É 

possível, que em 22 mM de glicose mais 150 µM H2O2 a principal enzima responsável 

pela detoxificação seja a GPx, a qual não teve sua capacidade alterada pela desnutrição 

protéica e portanto não tenha sido observada diferença no perfil de queda da secreção de 

insulina entre os grupos. Outra possibilidade é que a CAT apesar de ter a atividade 

diminuída em animais desnutridos, nessa condição consiga remover uma quantidade 

suficiente de H2O2 para que não haja acúmulo dessa molécula a ponto de oferecer um 

estresse oxidativo à célula, mantendo o perfil de queda da secreção de insulina igual ao 

animal controle.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Esquema 3– Esquema representativo da hipótese, demonstrando o desbalanço entre produção 

e remoção de EROs em animais desnutridos expostos a alta glicose. 
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Nossos dados sugerem que os animais desnutridos estão mais susceptíveis ao 

estresse oxidativo, resultando em menor secreção de insulina principalmente em 

condições de alta produção de EROs. Este desbalanço está provavelmente associado à 

menor capacidade do sistema antioxidante enzimático na ilhota pancreática desses 

animais.  

Baseado nos dados obtidos neste trabalho pretendemos investigar futuramente: 

• O estado redox em animais desnutridos por 45 dias e recuperados, por 60 

dias, com dieta hiperlipídica;  

•  O efeito da suplementação com antioxidantes na secreção de insulina em 

ratos desnutridos. 
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mRNA Genbank code Primer sequences Product size Annealing Temperature  (C°) Cycles 

SOD1 NM_017050.1 

 

Fw: 5´-TGAAGAGAGGCATGTTGGAGA - 3´  

 Rv: 5´-TCATCTTGTTTCTCGTGGACC- 3´ 

147 60 40 

GPX1 NM_030826.3 
Fw: 5´-CCCTCAAGTATGTCCGACCC- 3´ 

Rv: 5´-GCAGGAAGGTAAAGAGCGGG- 3´ 
105 60 40 

CAT NM_012520.1 
Fw: 5´-GATGAAGCAGTGGAAGGAGC- 3´ 

Rv: 5´-TGCCATCTCGTCGGTGAA A- 3´ 
154 60 40 

GAPDH NM_017008 
Fw: 5´-GGAGAAACCTGCCAAGTATGATG- 3´ 

Rv: 5´-AACCTGGTCCTCAGTGTAGCCC- 3´ 
97 60 40 
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