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RESUMO

A desnutrigdo protéica promove reducdo da secrecdo de insulina devido
inimeras alteragdes moleculares nas células B pancreaticas. Recentemente foi
demonstrado que o estado redox pode modular a secre¢do de insulina em condigdes
fisioldgicas. No entanto, a correlacdo entre as alteracdes no estado redox e na secrecao
de insulina em ratos submetidos a desnutrigdo protéica ndo ¢ conhecida. Assim, nosso
objetivo foi avaliar o impacto do estresse oxidativo na secre¢do de insulina em ilhotas
de ratos desnutridos. Ratos machos Wistar foram tratados com dieta normoprotéica
(NP-17%) ou hipoprotéica (LP-6%) por 60 dias. Apds isolamento das ilhotas, foi
medida atividade e o conteudo protéico das enzimas antioxidantes SOD, GPx ¢ a CAT.
Para a secrecdo estatica de insulina, as ilhotas foram pré-incubadas em 5.6 mM de
glicose (GLI) com ou sem H,0O,, na auséncia ou presenca de n-acetil cisteina (NAC) e
posteriormente incubadas em diferentes concentracdes de GLI. Observamos aumento da
atividade da SOD  (21.18+£2.1-30.5.+42 pmoles/min/mg  proteina  NP-LP
respectivamente), reducdo na CAT (9+1.2-5.22+0.73 pmoles/min/mg proteina NP-LP
respectivamente) e nenhuma alteragdo na GPx em ilhotas de ratos desnutrido comparada
com ilhotas de ratos controle. Apesar de observarmos tendéncia de aumento no
contetido protéico das enzimas antioxidantes em LP, ndo houve diferenca significativa
de nenhuma das enzimas. A secre¢ao de insulina de ratos LP que ficaram expostas a
33mM de glicose na incubagdo, retornou a niveis basais (GLI 2.8 mM) quando pré-
incubado com 100 uM de H,0O,, enquanto para as ilhotas de ratos controle foi necessario
a adicdo de 300 pM de H,O;, na pré-incubagdo para retornar aos niveis basais. Na
presenca de 10 mM de NAC + 150 uM de H»O,, durante a pré-incubagdo, e posterior
incubagdo em 33 mM de glicose, observou-se reducdo significante da secrecdo de NP e
aumento em LP. Estes resultados sugerem que as ilhotas pancreaticas de ratos
desnutridos pré tratadas com H,O, e posteriormente expostas a altas concentragdes de
glicose, sdo mais sensiveis ao H,O; possivelmente devido a capacidade reduzida de

detoxificagdo de espécies reativas de oxigénio (EROS).

Palavras- chave: Superdxido dismutase, Glutationa peroxidase, Catalase, peroxido de
hidrogénio, balanco 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 H,O, 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 pmoles/min/mg protein for NP-LP respectively) and decreased
(9£1.2-5.22+0.73 pmoles/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 H,O, 100 pM, whereas NP islets returned to
baseline levels when pre-incubated with H,O, 300 pM. When islets were pre-incubated
with NAC 10 mM + H,0; 150 uM 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 H,O, and
thereafter challenged with high glucose concentrations are more sensitive to HyO»,

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 pancreaticas tém sua atividade secretora de insulina fortemente
vinculada ao metabolismo de glicose e outros substratos energéticos, que resultam num
aumento da concentragdo intracelular de ATP (Malaisse et al., 1990). A produgdo de
ATP inicia-se na via glicolitica e a fosforilagdo oxidativa complementa o processo,
acionando a maturagao e transporte dos granulos de insulina até a membrana (Fujimoto
etal., 2007).

Durante o curso do metabolismo mitocondrial, cerca de 2 a 5% do oxigénio
consumido e reduzido de forma univalente, ddo origem ao radical anion superoxido (O,
) (Halliwell & Gutteridge, 1999). Em condi¢des patologicas, como o diabetes mellitus
tipo 1, as células B ndo conseguem degradar o montante de espécies reativas de
oxigénio (EROs) geradas, levando a apoptose dessas células (Tiedge et al., 1997). No
diabetes mellitus tipo 2, a glicosilagdo ndo-enzimatica de proteinas plasmaticas e seu
reconhecimento por macréfagos alimenta um processo cronico de estresse oxidativo,
que pode levar ao mal funcionamento das células B e perda da capacidade de secregdo
de insulina estimulada por glicose (GSIS) (Graham et al., 1993).

A restricdo protéica causa prejuizo na secrecdo de insulina causando danos na
célula B como diminuicdo da massa e aumento na produgdo de EROs devido a baixa
capacidade antioxidante (Mann et al., 1975 ; Parra et al., 1975; Latorraca et al., 1998 ;
Filiputti et al., 2008).

Apesar do imenso numero de trabalhos relacionando o estresse oxidativo com
mal-funcionamento das células B, existem rarissimos estudos executados em ilhotas de
Langerhans avaliando o quanto das modificagdes na secre¢@o de insulina na desnutricao
¢ devido ao estresse oxidativo. Portanto, esse trabalho teve como objetivo avaliar como
o estresse oxidativo influencia a secre¢do de insulina de animais submetidos a restri¢ao

protéica.

1.1 Desnutricdo

Em fungdo de um grande nimero de pessoas na Europa terem sido afetadas pela
fome no pos-guerra, a desnutricdo tornou-se alvo de estudos epidemiologicos. Apos
estudos realizados por Willians et al. (1933) a desnutrigdo passou a ser conhecida como
marasmo (desnutricdo caldrico-protéica causada principalmente por privagdo de

carboidratos) e kwashiokor (desnutricdo protéica causada por alimentacdo deficiente em
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proteinas) (Williams, 1933). As duas definicdes podem ainda se somar no marasmo-
kwashiokor, causado por alimentacdo deficiente em calorias e pobre em proteinas
(Golden, 2002).

O interesse na desnutri¢do como modelo experimental deve-se ao fato de ela estar
ligada a alteragdo de toda a fisiologia do organismo para adapta-lo a caréncia de
nutrientes como, por exemplo, redugdo da secrecdo dos horménios GH, IGF-1 e 2,
aumento na secrecdo de cortisol, hiper-captagao de Fe* pelos tecidos, etc (Albrecht,
1995). Ainda, em populacdes pobres do Brasil e outros paises, o marasmo ¢ uma
realidade. A diferenga de custos e disposi¢cdo de alimentos pobres ou ricos em proteinas
também tende a criar populacdes inteiras exibindo caracteristicas do kwashiokor, como
alta deposicdo de gordura no figado, perda significativa de massa muscular e retardo de
crescimento (Fuchs, 2005).

Atualmente, ¢ sabido que o kwashiokor, provocado pela caréncia de aminoacidos
na dieta, predispde o organismo a uma alta atividade de transaminases, a fim de
restringir a fuga de nitrogénio, assim como modificacdo de atividade de proteinas como
a mTOR, que liga o metabolismo de aminoacidos a expressdo génica. O kwashiokor
também ¢ acompanhado de uma reagdo inflamatoria sistémica, a despeito da
hipercortisolemia. Algumas hipoteses foram propostas para explicar esse fendmeno.
Uma delas é que a desnutricdo induz uma maior susceptibilidade a agentes infecciosos
ou endotoxinas como a aflatoxina B1, relativamente comum nos cereais consumidos por
algumas populacdes estudadas e portadoras de lesdes hepaticas (Hendrickse, 1988).
Outra teoria ¢ a de que os desnutridos teriam menor capacidade antioxidante, devido a
caréncia de aminoacidos sulfonados, que s@o limitantes a formacao de glutationa (GSH)
e todas as enzimas tidlicas relacionadas. Curiosamente, o kwashiokor causa anomalias
no transporte de eletrélitos nos rins e no intestino (Darmon, 1993), diminuindo a
concentragio plasmatica de Se*", um ion essencial a atividade da enzima varredora (tiol-
dependente) glutationa peroxidase (GPx). Outra teoria, ainda, enfoca as defici€éncias no
ciclo de gama-glutamyl, através do qual a glutationa (GSH) ¢ sintetizada e fornece
grupamentos gama-glutamyl para a detoxificagdo de compostos xenobidticos
eletrofilicos, através da enzima glutationa-S-transferase (Wu et al., 2004). As trés
teorias tém, em sua base, que o organismo desnutrido tem problemas ao conviver com
compostos xenobidticos, microorganismos ou o estresse oxidativo inerente da
respiragdo celular.
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1.2 Secregéo de insulina

Em resposta a elevados niveis de nutrientes no sangue, as células B liberam
insulina para manter a homeostase glicémica. A disfun¢do nessa resposta secretoria €
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 ¢ armazenada em granulos.
Quando os niveis de glicose extracelular se elevam, a glicose entra na célula B através
de uma proteina transportadora de glicose chamada GLUT2. A glicose ¢ rapidamente
metabolizada aumentando a razdo ATP/ADP (Kennedy et al., 1999; Malaisse & Sener,
1987) causando o fechamento dos canais de potédssio sensiveis ao ATP (Katp) €
consequente despolarizagdo da célula B (Cook & Hales, 1984; Meglasson &
Matschinsky, 1986). A despolarizacdo da membrana induz abertura de canais de céalcio
(Caz+) sensiveis a voltagem, aumentando a concentracdo de calcio intracelular
(Rorsman et al., 2000; Safayhi et al., 1997; Satin & Cook, 1985). O aumento de Ca’*"
intracelular ([Ca’'];) ativa a maquinaria de exocitose dos granulos de insulina,
promovendo a fusdo desses granulos a membrana plasmatica e resultando na secregdo
de insulina. Um efeito secundario da elevagio da [Ca®']; ¢ a ativagio da adenil ciclase e
fosfolipase C que agindo sobre substrato especifico, a adenil ciclase gera AMP ciclico
(AMPc), enquanto que a fosfolipase C gera diacilglicerol (DAG) e inositol 1, 4, 5
trifosfato (IP3). O IP; promove a liberagdo do célcio armazenado no reticulo
endoplasmatico, a proteina quinase A (PKA) e proteina quinase C (PKC) promovem a
fosforilagdo de proteinas que amplificam o sinal para o processo secretorio de insulina
(Flatt, 1996, Maechler et al., 2006; Henquin et al., 2006).

A importancia do ATP na secrecdo de insulina estimulada por glicose (GSIS) ja
¢ muito bem esclarecida, porém outros fatores metabolicos, tais como o NADPH,
malonil-CoA, DAG e glutamato parecem ser importantes para esse mecanismo
(MacDonald et al., 2005; Maechler et al., 2006).

Em adicao, o estudo realizado por Leloup e colaboradores (2009), revelou que as
espécies reativas de oxigénio sdo fundamentais para o processo de GSIS, embora nao se
saiba ao certo como elas participam desse processo.

Estudos realizados em nosso laboratério mostram que o animal com restrigdo
protéica (LP) possui, entre outras alteragcdes, menor resposta das ilhotas de Langerhans a

maioria dos secretagogos de insulina quando comparados a animais controle (Latorraca
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et al., 1998). Sabe-se que o animal submetido a restrigdo caldrica possui menor
desacoplamento mitocondrial, carbonilagdo de proteinas e peroxidacdo lipidica do que
um animal controle, de forma que os efeitos da caréncia de GSH possa ser equilibrada
por uma menor geragao de EROs (Sohal et al., 1994). Em seres humanos ¢ animais, a
suplementagdo com antioxidantes contendo grupamentos -SH como, por exemplo, o n-
acetil-cisteina (NAC) pode resultar em maior eficiéncia no balango redox, aumentando
os niveis de glutationa nos tecidos, podendo ser convertido para cisteina
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 a formag¢do de gama-glutamyl-cisteina, um precursor importante da glutationa
(Brennan et al., 2003). Isso faz pensar em um alto requerimento de glutationa total, e
que a razdo GSH/GSSG (normalmente >10) esteja alta no interior da célula B ou que a
glutationa esteja de alguma forma relacionada a sintese de insulina, sem que se saiba,
atualmente, de uma conexao precisa entre o sistema varredor e a secre¢ao de insulina.
Parte da GSH sérica esta, por exemplo, relacionada ao transporte de aminodcidos
através da membrana plasmatica (Sen, 1997). Em animais desnutridos, ndo s6 a GSH
sérica esta diminuida, mas também ha queda na razio NADPH/NADP" em células do

figado (Albrecht & Pélissier, 1995).

1.3 Radicais livres

Radicais livres sdo definidos como toda molécula, altamente reativa, que
apresentam um ou mais elétrons desemparelhados na ultima camada eletronica. Esta
configuragdo faz dos radicais livres moléculas altamente instaveis, de meia-vida curta e
quimicamente muito reativas (Halliwell & Gutteridge, 1992).

Os radicais livres sdo formados durante processos fisiologicos de oxidacao,
podendo ser produzidos no citoplasma, nas mitocondrias ou nas membranas celulares
(Halliwell & Gutteridge, 1999).

Em condigdes fisiologicas, os radicais livres participam da sinalizagdo celular,
dos processos de fagocitose e também estdo envolvidos na sintese de algumas proteinas

(Halliwell & Gutteridge, 1999). Por outro lado, condi¢des de estresse, no qual ocorre
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um desbalango redox, aumentando os niveis de espécies reativas de oxigénio, podem
provocar reagdes em cadeia causando danos a um grande numero de moléculas.

Na natureza existem duas importantes substancias geradoras de radicais livres: o
oxigénio no estado fundamental (O,) e o 6xido nitrico (NO") (Rover Janior et al., 2001).
Durante o metabolismo, tais substancias podem gerar componentes altamente reativos
denominados espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio
(ERN).

A utilizacao da energia proveniente de nutrientes pelo processo de fosforilagao
oxidativa, deve-se a presenga de oxigénio. Embora o oxigénio seja um elemento vital
para a sobrevivéncia dos organismos aerdbicos, uma pequena fracdo do seu consumo
mitocondrial da origem as espécies reativas de oxigénio (Vannucchi et al., 1998).

Na cadeia respiratoria, ocorre a reducdo tetravalente do oxigénio molecular,
através da aquisi¢ao de 4 elétrons com consequente produgdo de 2 moléculas de agua.
Neste processo sdo gerados intermediarios e cerca de 2-5% do O, pode dar origem a

formacdo de EROs como descrito abaixo:

O 2 (6:0)

(H:t-_:-?l:t:::l:} HO.Z -— DE— {'—ﬁlﬁ')

+
2H e

-

H, O, (H:0:0: H)

HyO (H:5: H)

Esquema 1: Redugdo tetravalente do oxigénio molecular (O;) na
mitocondria até a formagdo de agua (H,O). Varias espécies reativas de

0, sdo formadas no processo (Adaptado de Cohen MV, 1989).
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Outras formas reativas do oxigénio de importancia bioldgica podem ser formadas
por reducdes parciais do oxigénio, dando origem as espécies reativas: radical anion
superoxido (0,"), peroxido de hidrogénio (H,0,) e radical hidroxila (HO") (Halliwell &
Gutteridge, 1990; Silveira, 2004).

As EROs sdo de grande interesse na area bioldgica. A evolugdo do conhecimento
sobre os radicais livres de oxigénio no meio biologico foi gradativa. A formagdo de
EROs foi inicialmente descrita por McCord & Fridovich (1968), quando demonstraram
a formacdo do O,", pela a¢do de enzimas e, posteriormente, a identificagdo de vias
metabolicas geradoras de tais espécies (Turrens & Boveris, 1980), a deteccao de efeitos
celulares e teciduais deletérios quando os radicais livres alcancavam concentragdes
elevadas no meio fisioldgico (Freeman & Crapo, 1982), e a associagdo do envolvimento
de radicais livres ou deles derivados em vias de sinalizagdo celular (Pi et al., 2007).

Apds a primeira redugdo da molécula de oxigénio é formado o O,", sendo a
EROs mais comum nas células (Boveris, 1998). O O, é formado, sobretudo, através da
cadeia transportadora de elétrons ou pela acdo de neutrdfilos, mondcitos, macréfagos e
eosindfilos durante a atividade bactericida (Diaz et al., 1998). A enzima NADPH
oxidase, presente em células fagocitarias, produz radical superoxido durante a

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

20,+ NADPH —> 20, + NADP*++H*

Reacdo 1: Formagao de radical superoxido pela NADPH oxidase.

A agdo oxidante do radical superdxido € considerada irrelevante. Seu potencial
toxico esta relacionado a sua capacidade de gerar outras espécies de maior reatividade,
como o radical hidroxila e o peroxinitrito (Misra & Fridovich, 1972; Barreiros et al.,
2006).

O H,O; nao ¢é considerado um radical livre, pois ndo apresenta elétrons
desemparelhados na ultima camada eletronica. No entanto, o H,O, participa da reagdo
que produz o radical hidroxila (HO*) (Esquema 1).

Além disso, o peroxido de hidrogénio ¢ capaz de permear membranas celulares e
pode reagir com membranas eritrocitarias e com proteinas ligadas ao ferro (Fe*). Esta
propriedade possibilita a ocorréncia de reacdes com alvos biologicos em
compartimentos distantes do seu local de formagédo (Scott et al., 1991). Assim, o0 H,O, é
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altamente toxico para as células e esta toxicidade pode ser aumentada de dez para mil
vezes quando em presenca de ferro, como ocorre, por exemplo, na hemocromatose
transfusional (Eaton, 1991).

O HOe ¢ o mais reativo dentre as espécies reativas de oxigénio no meio
biologico e, em teoria, pode oxidar qualquer molécula biologica. Assim, ¢ provavel que
o radical reaja nas proximidades dos sitios onde foi gerado (Halliwell & Gutteridge,
1990). Dessa forma, se o radical hidroxila for produzido préximo ao DNA, poderdo
ocorrer modificagdes de bases purinicas e pirimidinicas, levando a inativacdo ou
mutagdo do DNA. O radical hidroxila pode também inativar varias proteinas (enzimas e
transportadores de membrana celular), ao oxidar seus grupos sulfidrilas (-SH) ou pontes
dissulfeto (-SS). Também pode iniciar a oxidac¢do dos acidos graxos polinsaturados das
membranas celulares (lipoperoxidacao) (Halliwell & Gutteridge, 1986).

Os radicais HO* podem ser gerados tanto na cadeia de transporte de elétrons
como também podem ser gerados através das reagdes de Fenton e a de Haber-Weiss,

descritas a seguir:

Fe** + H,0, = Fe?* + HO"+ OH- (reagdo de Fenton) (1)

F
0, + H,0, — O, + HO"+OH- (reagho de Haber-Weiss) (2)

Reacéo 2: Formagéo de radical hidroxila segundo rea¢do de Fenton (Equacéo 1).
Formagao de radical hidroxila segundo reagdo de Haber- Weiss (Equagao 2).

O ferro ¢ o principal catalisador nas reacdes de oxidagdo de biomoléculas. No
entanto, tanto o ferro como o cobre participam de processos oxidativos e podem
catalisar a reacdo de Haber- Weiss (Vannucchi et al., 1998 ; Barreiros et al., 2006 ; De
Souza, 2008).

As espécies reativas de oxigénio podem se combinar com outros atomos,
formando ainda outras espécies reativas, como as espécies reativas de nitrogénio (ERN).
Dentre as principais ERN, podemos citar o 6xido nitrico (NO") e o peroxinitrito
(OONO). O NO' que ¢ uma espécie reativa centrada no dtomo de nitrogénio, apresenta
meia vida de 1 a 10 segundos e desempenha importantes fungdes no organismo humano
como vasorrelaxamento dependente do endotélio, citotoxicidade mediada por

macréfagos, regulagdo da pressdo sangiiinea basal, potencializacdo da transmissao
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sinaptica a longo prazo, microcirculacdo medular e glomerular e processos patologicos
(Adams, 1996). O NO’ pode reagir com as EROs, principalmente com o O, gerando
peroxinitrito e outros produtos, que sdo muito toxicos por causar nitragdo de proteinas e

induzir a peroxidagdo lipidica (Carreras et al., 1994; Giasson et al.,2002).

1.4 Estresse oxidativo

Em condigoes fisiologicas, a geracdo de EROs ¢ proporcional a capacidade
antioxidante da célula. O desbalanco redox gerado pelo acimulo dessas espécies
reativas ou pela deficiéncia na capacidade antioxidante da célula leva ao chamado
estresse oxidativo (Cerqueira et al., 2007; Travacio & Lesuy, 1996).

O estresse oxidativo pode resultar de situagdes que aumentam a produgdo de
radicais livres, diminuam os niveis de enzimas antioxidantes ou pela instalagdo de
ambos, simultaneamente (Bondy & Le Bel 1993; Cadenas & Davies, 2000).

O estresse oxidativo causa danos celulares como prejuizos a estrutura das
biomoléculas de DNA, RNA, carboidratos, lipidios e proteinas, além de outros
componentes celulares. O RNA citoplasmatico e o DNA mitocondrial sdo os dois alvos
mais sensiveis ao ataque oxidativo (Miranda, 2000).

Os danos oxidativos gerados pelos EROs nas bases do DNA podem ocorrer
devido a oxidagdo direta dos acidos nucléicos ou, muitas vezes, podem levar a formacao
de quebras em uma das cadeias do DNA (quebras simples - SSB "single strand break")
ou quebras em posi¢des aproximadamente simétricas nas duas cadeias do DNA
(quebras duplas - DSB "double strand break"). Além disso, quebras simples podem
gerar quebras duplas durante a replicagdo celular. Dessa forma ocorrem mutacdes
celulares e alteragdo da sintese protéica (Berraet al., 2006).

A peroxidacdo de lipidios pode ser definida como uma cascata de eventos
bioquimicos resultantes da agdo dos radicais livres sobre os lipides insaturados das
membranas celulares gerando, principalmente, radical alquila (L), alcoxila (LOe) e
peroxila (LOQOe¢), levando a destruicdo de sua estrutura, faléncia dos mecanismos de
troca de metabdlitos e, numa condicdo extrema, a morte celular (Benzie, 1996). As
alteragdes causadas nas membranas pela peroxidagdo lipidica interferem na
permeabilidade da membrana, alterando o fluxo i6nico e o fluxo de outras substancias, o

que resulta na perda da seletividade para entrada e/ou saida de nutrientes e substancias
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toxicas a célula, oxidacdo da LDL e comprometimento dos componentes da matriz
extra-celular (proteoglicanos, colageno e elastina) (Halliwell & Gutteridge, 1999).

Os aminoacidos que compdem as proteinas sdo susceptiveis a reagdes com
EROs. A oxidagdo de um ou mais aminoacidos pode romper as estruturas secundarias ¢
terciarias das proteinas, aumentando sua hidrofobicidade por exposicdo dos
aminoacidos do seu interior. O radical hidroxila ¢ particularmente proteotoxico, pois
pode reagir com o carbono o de qualquer aminoacido, alterando a fungdo bioldgica das
proteinas (Ryter, 1990; Zoppi, 2004). A oxidagdo de proteinas por radicais livres pode
também determinar sua degradacdo a peptideos e eventualmente a seus respectivos

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

1.5 Estresse oxidativo na ilhota

Newsholme e colaboradores (2007) revisaram a produgdo de espécies reativas nas
células B, que ocorrem principalmente no citosol pela enzima NADPH oxidase e pelo
vazamento de elétrons na cadeia respiratoria mitocondrial.

A enzima NADPH oxidase encontra-se na membrana plasmatica das células B e ¢
ativada via proteina quinase C. A NADPH oxidase reduz diretamente a molécula de
oxigénio formando anion superoxido (Oliveira et al., 2003).

Na cadeia respiratoria, pode ocorrer escape de elétrons os quais sdo capturados por
moléculas de oxigénio circulantes. Quando o oxigénio ¢ reduzido univalentemente,
transforma-se em O,*", que ¢ um radical livre. Quando o O,* ¢ reduzido por mais um
elétron ocorre formagao de H,O,. A captagdo de um elétron adicional rompe a molécula
de H,O;, 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 producdo de O, no citosol da célula e o fluxo de elétrons na cadeia
respiratoria, possibilitando um maior escape de elétrons e consequentemente, aumento
da formagao de O,¢” ¢ HO; na mitocondria. O aumento da formagédo desses EROs pode
causar desbalangco redox na célula levando a uma condicdo de estresse oxidativo
(Newsholme et al., 2007).

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

tipo 1, a participacdo das EROs na disfungcdo das células B inicia-se por reacdes

23



autoimunes e por acdo de citocinas inflamatorias (Rabinovitch, 1998). Animais
diabéticos tipo 1, induzido por aloxana, s3o exemplos de como os radicais livres estdo
envolvidos com o diabetes experimental. Depois da captag@o pelas células B através do
transportador de glicose GLUT2, a aloxana induz a geragdo de EROs por reagdo redox
ciclica com formacgao de acido dialurico. Isto leva a uma necrose seletiva nas células B
(Lenzen, 2008). A suplementacdo com antioxidantes, como SOD e vitamina E,
removem eficientemente os oxidantes protegendo contra a agdo diabetogénica da
aloxana (Fischer & Hamburger, 1980; Slonim et al. 1983).

No diabetes tipo 2, a hiperglicemia induz a geracdo do O¢” pela mitocondria em
células endoteliais e inicia um ciclo vicioso de reagdes oxidativas decorrentes do
diabetes (Nishikawa et al., 2000). Bindokas et al. (2003), medindo diretamente a
concentracdo de superdxido em ilhotas pancreaticas isoladas de ratos Zucker obesos e
diabéticos (ZDF), modelo experimental de diabetes tipo 2, revelou que a geracdo de
EROs esta acoplada ao metabolismo mitocondrial € perturbacdo na fungdo mitocondrial.
O excesso de EROs prejudica a sintese de insulina (Droge, 2002; Evans et al., 2003;
Robertson, 2003) e ativa vias apoptéticas (Evans et al., 2002; Mandrup-Poulsen, 2001),
levando ao desenvolvimento do diabetes.

Tendo em vista dados da literatura acerca da a¢do das EROs nas células B, estas
parecem estar sempre em um ténue limiar entre a sinaliza¢do da secrecdo da insulina e o
dano intracelular que induz o desenvolvimento do diabetes (Leloup et al., 2009). Nesse
sentido, o papel dos antioxidantes intracelulares ¢ de fundamental importancia para o

controle da acgdo de tais espécies.

1.6 Sistema de defesa antioxidante

Apesar de o organismo produzir normalmente espécies reativas, estas sdo
inativadas por mecanismos de defesas eficientes, a fim de combater a agdo deletéria das
EROs.

Os sistemas de defesa antioxidantes podem ser divididos em dois tipos:
enzimaticos e ndo enzimaticos (Nordberg & Arner, 2001).

O sistema de defesa antioxidante enzimatico ¢ constituido principalmente por 4
enzimas: Superoxido dismutase (SOD), Glutationa Peroxidase (GPx)/Glutationa

Redutase (GR) e a Catalase.
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A SOD ¢ a primeira enzima antioxidante a agir contra o O,*. As principais
formas da SOD sao as dependentes de cobre-zinco (Cu-Zn SOD), que atuam no citosol,
e as dependentes de manganés (Mn-SOD), que atuam na mitocondria (Yu, 1994;
Halliwel & Gutteridge, 1999). Essa enzima age transformando o O, em H,O, e

oxigénio (O;) (Reacao 3).

20, + 2H+—% H.0, + O;

Reacdo 3: Reagdo de dismutagido do O,* em H,0,.

A atividade enzimatica de GPx ¢ um dos meios de controle do organismo dos
niveis de peroxido de hidrogé€nio e hidroperoxidos lipidicos, oriundos do ataque de
espécies radicalares (Meister & Anderson, 1983; Cohen & Hochstein, 1963).

Outra enzima que age conjuntamente com a GPx ¢ a enzima glutationa redutase
(GR) (Meister & Anderson, 1983). Esta enzima ndo age diretamente na remocdo de
espécies radicalares, porém ¢é responsavel pela regeneracdo da glutationa a sua forma
reduzida (GSH) na presenga de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH),
tendo como objetivo impedir a paralisagdo do ciclo metabdlico da glutationa (Esquema

2) (Meister & Anderson, 1983; De Souza, 2008).
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Esquema 2: Interconversdo de glutationa nas suas formas reduzida (GSH) e
oxidada (GSSG) pela agdo das enzimas glutationa peroxidase (GSH-Px),
glutationa oxidase (GO) e glutationa redutase (GR) (Meister, & Anderson,
1983).

A catalase controla os niveis de H,O, através de sua degradacao, formando H,O

e 02 (Yu, 1994) (Reagao 4).

CAT
2H202 é 2H20 + 02

Reacéo 4: Degradacao do H,0,

Por outro lado, o sistema de defesa antioxidante ndo enzimatico ¢ composto por
moléculas de baixo peso molecular com capacidade de proteger determinados alvos
bioldgicos contra a oxidagdo. Tais moléculas podem ter origem endégena ou podem ser
obtidas através da dieta (Sies, 1993). Dentre estas moléculas estdo as vitaminas A, E e C
e também a glutationa (GSH), que atua como potente antioxidante (Zoppi, 2004).

Para serem consideradas antioxidantes, as substancias t€ém que apresentar pelo
menos uma das trés propriedades: supressdo da formacdo de radicais livres (por
quelagao de metais ou por inibi¢ao de enzimas geradoras de radicais livres), eliminagao
ou desativacdo de radicais livres com formagdo de um produto estavel, ou participacao
em processos de reparo de danos oxidativos (Bourne & Rice-Evans, 1999; Ribeiro et
al., 2005; De Souza, 2008).

Estas moléculas antioxidantes atuam na detoxificacdo 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
caracteristicas lipossoluveis, as vitaminas A e E se localizam inseridas nas membranas
celulares, enquanto a vitamina C, por ser hidrossoltvel, atua no citosol e ainda participa
na reoxidacao das vitaminas lipossoluveis (Packer, 1997; Ji, 1999; Zoppi, 2004).

Dentre os antioxidantes endogenos, a GSH, um tripeptidio y-L-glutamil-L-

cisteinil-glicina, exerce importante papel no sistema de defesa antioxidante (Meister &
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Anderson, 1983). Presente na maioria das células, a GSH tem sua capacidade redutora
determinada pelo grupamento sulfidrila da cisteina. Apds exposicdo da GSH ao agente
oxidante, ocorre sua oxidacdo a GSSG. A recuperacdo da GSH ¢ feita pela enzima GR,
uma etapa essencial para manter integro o sistema de protecdo celular (Gilbert & Mc

Lean, 1990; De Souza, 2008).

1.7 Os sistemas antioxidantes na ilhota

O NADPH, gerado na via das pentoses, geralmente esta associado a reducdo de
tiois (Filosa et al., 2003). Porém, nas ilhotas de Langerhans, o fluxo da via das pentoses
¢ menor comparado a outros tecidos. Desta forma, a célula B gera NADPH,
principalmente, através das lancadeiras dependentes de piruvato, como a piruvato-
citrato, isocitrato-a-cetoglutarato e piruvato-malato e também através de aminoacidos
como glutamina, glutamato e, principalmente, leucina (MacDonald et al., 2005).

Existem, portanto, enzimas que utilizam NADH ou NAD(P)H cujo equilibrio
cinético permite a conversdo de uma forma em outra. Quando ndo consumidos no
citosol, NADPH e NADH sao transportados pelo envoltério mitocondrial por um
sistema de langadeiras, mantendo em equilibrio as concentragdes citoplasmaticas e
mitocondriais. Além de facilitar o transporte de substancias redutoras dentro da célula,
sabe-se que tais lancadeiras sdo 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. Aminoacidos, como a L-cisteina, sdo
usados para a sintese de glutationa (Rasilainen et al, 2002). Outro aminoacido sulfonado
derivado da cisteina, a L-taurina, também pode proteger células B contra o H,O, e
derivados, como o acido hipoclorico (Cherif et al., 1998; Cunninghan et al., 1998).

Por outro lado, a catalase utiliza um sitio ativo contendo Fe3+, e outras enzimas ou
mesmo proteinas que associam-se a fons como Cu®’ e adquirem atividade peroxidase
nas concentragdes altas de peroxido encontradas dentro da célula. Algumas dessas
proteinas sofrem carbonilacdo e deaminagdo como resultado de reacdes com EROs,
sendo inativadas e assim, preservando enzimas-chave na célula B (Akagawa et al.,

2002).
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A relagdo entre a atividade metabolica na célula B e sua menor protecdo enzimatica
contra EROs talvez se deve ao fato de estas EROs agirem como reguladores da
metabolizacdo de glicose. Ao interagirem com proteinas, as EROs causam oxidacgdo de
residuos de cisteina e de sitios ativos contendo metais de transicdo regulando assim,
enzimas-chaves para a produgdo de ATP, como a fosfofrutoquinase e a aconitase
(Tsuura et al., 1998).

Sabe-se que o acumulo de certos metabdlitos no citosol da célula B d& origem a
EROs (Takahashi et al., 2004). A interagdo dessas EROs com substincias redutoras
comumente origina o OHe e 0 O, (Neyens & Baeyens, 2003). A célula B expressa
MnSOD na matriz mitocondrial e CuZnSOD no citosol, que convertem o O,*” em H,0,.
Na matriz mitocondrial, o H,O, é degradado ou difunde-se para o citosol. Tanto a
inibi¢do do efluxo de H,O, pela produgéo citoplasmatica (Oliveira et al., 1999) como o
influxo de H,O, exdgeno na célula facilitam a oxidagdo de tidis das membranas
mitocondriais, o que provoca a abertura de poros na membrana mitocondrial interna
(Kowaltowski et al., 2001), a ativagdo da proteina UCP2 ¢ o desacoplamento da
produgdo de ATP pelo ciclo de Krebs (Echtay et al., 2002). Gerando menos ATP, a
célula passa a ter resposta diminuida a secretagogos como a glicose (Sakai et al., 2003).
Pelos poros abertos na membrana mitocondrial, ocorre entrada de liquido e vazamento
para o citoplasma de citocromo C, iniciando a fragmentacdo do DNA nuclear por
caspases, levando a célula a morte (Kowaltowski et al., 2001).

Muitos sdo os trabalhos que associam a inativacdo de EROs com prote¢ao da GSIS,
em ilhotas isoladas ou in vivo (Welsh et al., 1994, Kaneto et al., 1999, Xu et al., 1999).

O H,0, atravessa membranas lipidicas e as jungdes celulares na ilhota de Langerhans
(Salvador et al., 2001), podendo ser degradado na célula B, em outras células, ou
mesmo no plasma por proteinas 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 tidis
reativos na membrana mitocondrial externa, que participam da reacdo 2RSH + H,0, =
RSSR + 2H,0 (Powis & Montfort, 2001). H4 alguns anos levantou-se a hipotese de que
a catalase também pudesse fazer uso de NADPH em baixas concentragdes de H,O,,
uma vez que a molécula da enzima possui um sitio para a ligacdo deste (Putnam et al.,
2000). Nesse caso, as elevadas concentracdes de NAD(P)H encontradas na célula B
favoreceriam esse tipo de reagdo, além de propiciar a comunicacao entre os diversos
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sistemas antioxidantes que podem funcionar em sinergismo (Robertson et al., 2003;

Nagababu et al., 2003).

29



2. OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL

Apesar do imenso numero de trabalhos relacionando o estresse oxidativo com
mal-funcionamento das células B, existem rarissimos estudos em ilhotas de Langerhans
avaliando o efeito do estresse oxidativo na secre¢ao de insulina de ratos desnutridos.
Desta forma este trabalho teve por objetivo responder a seguinte pergunta: A
desnutri¢ao protéica poderia alterar o estado redox na célula B?

A hipotese adotada foi que a desnutricdo altera o balango redox da célula B

diminuindo a secrecdo de insulina.

2.2 Obijetivos especificos

Avaliar:

- Peso corpéreo dos ratos;

- Peso dos orgaos;

- Ingesta alimentar e hidrica;

- Pardmetros bioquimicos para avaliacdo do estado nutricional;
- Tolerancia a glicose;

- Quantifica¢@o do contetido protéico (SOD, CAT e GPx);

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

- Secrecdo de insulina.
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 Caracterizacao do modelo experimental
Animais e dieta:

Foram utilizados ratos com 21 dias de vida, provenientes do Biotério Central da
UNICAMP. Os animais foram distribuidos nos seguintes grupos experimentais:

a) Controle (NP): ratos que receberam dieta (confeccionada no laboratério)
contendo 17% de proteina por todo o periodo experimental (30 a 90 dias), de acordo
com a AIN-93 (Reeves et al., 1993).

b) Desnutridos (LP): ratos que receberam dieta (confeccionada no laboratorio)
contendo 6% de proteina por todo o periodo 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 condi¢go
padronizada de iluminagao (ciclo claro/escuro de 12 horas) e temperatura de 22+2 °C.

Durante todo o periodo experimental tiveram livre acesso a agua e alimentos.
Peso corpdreo

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

semanalmente por um periodo de 60 dias.
Consumo alimentar e hidrico

O consumo alimentar e hidrico dos ratos foi verificado trés vezes por
semana. Os valores encontrados foram divididos pelo nimero de animais de cada caixa
e o consumo relativo foi obtido dividindo o consumo pelo peso médio de cada grupo

referente & semana avaliada.
3.2 Avaliacéo do estado nutricional
Avaliagdes Bioquimicas

Amostras de sangue foram obtidas por via caudal e centrifugadas a 1.800 rpm
por 15 minutos em 4°C. O plasma foi separado e utilizado para a dosagem de proteinas
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

glicosimetro (Accu-Check Advantage II).

3.3 Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose (ipGTT)

Os animais foram mantidos em jejum por 12 h e apods a verificagdo da glicemia
de jejum, uma solugdo de glicose 50% (2,0 g/KG de peso corporeo) 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 decapitagdo. Apds uma incisdo abdominal e
oclusdo da extremidade do ducto biliar comum, foi inserida uma canula através de uma
incisdo na parte proximal (hepatica) neste ducto. Foi injetado através do duto
pancreatico cerca de 10 mL/animal de solugdo 0,8 mg/mL para animais controle ¢ 0.7
mg/mL de colagenase tipo V para animais desnutridos. Retirado o pancreas, o 6rgao foi
mantido por cerca de 20 min a 37 °C para digestdo. O material foi lavado repetidamente
com solu¢do de Hanks (em mM: 137 NaCl, 5.4 KCIl, 4.2 NaHCOs;, 0.4 KH,PO4, 0.4
Na,HPOy, 0.8 MgS0s, 1.3 CaCl,) contendo 5.6 mM de glicose e 0.5 g/ de albumina.
Por decantagdo, as ilhotas foram separadas e coletadas manualmente sob lupa por uma

pipeta siliconizada.

3.5 Secrecéo Estéatica de Insulina

As ilhotas coletadas foram transferidas para placas de cultura com 24
reservatorios contendo 1 mL de solugdo de Krebs-Hepes (KRBH) (em mM: 115 NacCl,
10 NaHCOs;, 5 KCl, 1 MgCl,, 2.5 CaCl,, 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 uM
de peroxido de hidrogénio e com ou sem 10 mM de n-acetil-L-cisteina (NAC). Em
todos os experimentos 5 ilhotas foram colocadas em cada reservatorio. A seguir, as
placas foram mantidas por 30 min a 37 °C em ambiente controlado (gaseificado com

95% O, + 5% CO»). A solugdo foi rapidamente removida e substituida por nova solugéo
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de incubagdo contendo 2.8, 8.3, 11, 22 ou 33 mM de glicose com ou sem perdxido de
hidrogénio. Apds 60 min de incubacdo, 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 conteudo protéico foi avaliado pela técnica de “Western blotting”. As ilhotas
foram rompidas e homogeneizadas por sonicacdo 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 remocdo do material insoluvel. As amostras foram
tratadas com tampao Laemmli contendo DTT 10 mM, e fervidas em banho seco por 5
min. Aliquotas contendo 30 pg de proteina foram aplicadas em SDS-PAGE (10% Tris
acrilamida) em aparelho minigel (Miniprotean) em paralelo com marcadores de pesos
moleculares conhecidos. Apds corrida, as proteinas foram transferidas para membrana
de nitrocelulose de 0,2 pum (BioRad). Esta foi incubada por 2 h em solu¢do bloqueadora
de leite desnatado (5%) para diminuir a ligacdo inespecifica das proteinas. A seguir as
membranas foram incubadas com os seguintes anticorpos primarios policlonais: anti-
catalase (Sigma), anti-superoxido dismutase 1 (Abcam), anti-glutationa peroxidase 1
(Abcam) e com o anticorpo monoclonal anti-a-tubulina (Cell Signaling). O anticorpo da
superdxido dismutase 1, catalase, e da a-tubulina foram diluidos 1:1000 em BSA 3% e
1:625 para o anticorpo da anti-glutationa peroxidase 1. Apds o tempo de incubagdo, as
membranas foram lavadas e em seguida incubadas com anticorpo secundario conjugado
com horseradish peroxidase (Invitrogen), diluido 1:10000 em leite em p6 desnatado 5%,
por 2h. Foi utilizada solugdo basal (trisma base 10 mM pH: 7,5, 150 mM NaCl e 0.05%
tween 20) para as lavagens e dilui¢des. Apos lavagem, as membranas foram incubadas
em solucdo reveladora Super Signal (Pierce) e colocadas junto a filmes radiograficos
(Kodak) para a determinagdo auto-radiografia das bandas por quimioluminescéncia. A
intensidade das bandas foi avaliada por densitometria pelo programa Scion Image

(Scion Corporation).
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3.7 Atividade enzimatica
Catalase (CAT)

Os ensaios para dosagem da atividade da catalase foram conduzidos segundo
Aebi (1984), adicionando-se as amostras de ilhotas a tampao fosfato 50 mM e H,O, 10
mM. A queda nos valores de absorbancia do H,O, foi seguida por 30 segundos a 240

nm, segundo a reagao:

CAT
H202 ——p H20 +%20:2

Para o célculo da atividade desta enzima na ilhota foi utilizada a equagdo A=
E.c.l; onde A ¢ a absorbancia da amostra, E= 13.600 M.min, ¢ ¢ a concentracdo de
acido tiobis (2-nitrobenzodico) e 1 € o caminho 6tico da cubeta. A leitura da absorbancia
em um determinado intervalo de tempo nos permite determinar a sua diferenca e nos
fornece a velocidade da reagdo enzimatica catalisada pela enzima catalase. O valor de

coeficiente de extingio Molar do H,O, de 43,6 M'.cm™. (Andersen et al., 1997).

Superoxido dismutase (SOD)

Neste ensaio foi empregado o método descrito por Winterbourn et al. (1975),
onde as ilhotas foram colocadas em tampao fosfato (0,1 M, pH = 7,4), sonicadas e
centrifugadas a 12000 rpm a 4°C. Foram adicionados a 20 pg de proteina da amostra,
150 pL da solugdo de hipoxantina (0,1 mM), xantina oxidase (0,07 U) e
nitrobluetetrazolium (NBT - 0,6 mM) (Winterbourn et al., 1975). As absorbancias
foram lidas a 560 nm em leitor de ELISA. Os resultados foram expressos em U/mg de

proteina.
Glutationa peroxidase (GPx)

As ilhotas foram colocadas em tampao fosfato (0,1 M, pH = 7,4), sonicadas ¢
centrifugadas a 12000 rpm, a 4°C, por 15 min. A 20 pg de proteina da amostra, foram
adicionados 150 uL de solugdo de glutationa reduzida (10 mM), NADPH (4 mM) e GR
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(1U) e 20 puL de H,O, (25 mM), de acordo com método de Yoshikawa et al., (1993). A

absorbancia foi determinada a 365 nm, entre 1 ¢ 10 min em leitor de ELISA.

3.8 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos em média * erro padrao e foram aplicados os testes
“t” student e ANOVA utilizando o teste post hoc de Newman-Keuls. O nivel de

significancia adotado foi de p < 0.05.
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4. RESULTADOS
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4.1 Caracterizacdo do modelo de desnutricéo protéica
4.1.1 Parametros antropomeétricos, ingesta alimentar e hidrica

A figura 1 mostra o peso corporeo ao longo do periodo 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.

*
350 1
9 300 5 " NP 1200+
o 7
g 250 . 1000+
2 800/
5 1 i O
O " D 6004 *
- =
o 1504 L} . <
g . . - 400+
o 1% — 200
T
50 - 0
0 1 20 30 40 50 60 NP
dias

Fig.1 - (A) Peso corpdreo de ratos Wistar machos controle (NP) e desnutrido (LP) entre os 21 ¢ 81 dias
de vida e (B) area abaixo das curvas de evolugdo de peso (n = 12). Os valores sdo a média £ EPM. *
diferenca significativa. P< 0,05. Teste “t” student.

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

(Figura 2B) ndo apresentaram diferenca significativa entre os grupos NP e LP.
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Fig.2 — Ingesta alimentar (A) e hidrica (B) relativa de ratos Wistar machos controle (NP) e desnutrido
(LP) acompanhados por 60 dias (n =12). Os valores sdo a média = EPM. Para todos os grupos
experimentais. Teste “t” student.

Ao final do periodo experimental, os ratos foram sacrificados e os oOrgdos
removidos e pesados. A tabela 1 mostra o valor absoluto do peso corpdreo, coragio,

figado, bago, rim, gordura retroperitoneal e gordura perigonadal de ratos NP e LP.

Tab.1 - Valor Absoluto do peso corpéreo, coragéo, figado, bago, rim, gordura retroperitoneal e gordura
perigonadal de ratos controle (NP) e desnutridos (LP) tratados durante 60 dias.

NP LP
Massa Corporea (9) 451.7 £ 12173 262.7 + 17.473 *
Coracéo () 1.237 +0.019 0.854 +0.026 *
Figado (g) 17.193 £ 0.781 7.717 +0.462 *
Baco (9) 0.986 +0.036 0.648 +£0.041 *
Rim () 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 *

1 Valores representam média = EPM, n = 10.
2 * representa diferenga estatistica, P < 0.05 (Teste “t” student).
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Pode-se observar que os animais desnutridos apresentam reducdo do valor
absoluto do peso de todos os tecidos estudados em relagdo aos animais controle (Tabela
1). Porém, quando observa-se o peso relativo verifica-se que o peso do rim nido
apresentou diferenca significativa entre os grupos NP e LP indicando que os 6érgdos
estdo proporcionais ao tamanho do animal. No entanto, o peso relativo do figado e das
gorduras perigonadal e retroperitoneal mostrou-se reduzido. Por outro lado os pesos do

coracdo e do baco apresentaram-se aumentados nos ratos desnutridos. (tabela 2).

Tab.2 - Valor Relativo do peso do coragdo, figado, bago, rim, gordura peritoneal ¢ gordura gonadal de
ratos controle (NP) e desnutridos (LP) tratados durante 60 dias.

NP LP
Coragéo 0.275+0.008 0.335+0.018 *
Figado 3.854 +0.248 3.074 +0.258 *
Baco 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 2118 £0.097 1.239 +0.123*

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

4.1.2 Parametros bioquimicos

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

plasmatica e insulina em jejum se mostraram reduzidas nos ratos desnutridos.
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Tab. 3 - Proteinas totais, albumina, glicose e insulina plasmatica de ratos controles (NP) e desnutridos

(LP) tratados durante 60 dias.

NP LP
Proteina total alimentado (g/dl) 6,69 + 0,21 5,78+ 0,22 *
Proteina total jejum (g/dl) 7,77 £0,33 6,55+ 0,34 *
Albumina alimentado (g/dI) 2,89 + 0,05 2,72 +0,09*
Albumina jejum (g/dl) 298 +0,10 265+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 Proteina total alimentado n = 9, proteina total jejum n = 5-6, albumina alimentado n

=9, albumina jejum n = 10, glicose jejum n = 13, insulina jejum n = §-10.
2 * representa diferenca estatistica, P < 0.05 (Teste “t” student).

4.1.3 Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose (ipGTT)

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

90 dias. Apo6s a administra¢do 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 glicémicas de animais NP e LP. E possivel observar uma

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

a glicose apresentada pelo grupo LP pdde ser evidenciado pela menor area abaixo da

curva (figura 3b).
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Fig. 3 - Glicemia durante o teste de tolerdncia a glicose intraperitoneal (ipGTT) (A) e area abaixo da
curva glicémica (B) de ratos controle (NP) e desnutridos (LP), n = 9-10. Resultados expressos como
média + EPM. * diferenga significativa. P < 0.05 (Teste “t” student).

4.1.4 Conteudo protéico de enzimas antioxidantes (Western Blotting)

Ap6s caracterizacdo do modelo experimental, investigou-se o sistema enzimatico
antioxidante em ilhotas isoladas. Inicialmente quantificou-se a contetido protéico e, em
seguida, foram analisadas as respectivas atividades enzimaticas.

Analisando o conteudo protéico das enzimas antioxidantes superdxido dismutase 1
(SODL1), catalase (CAT) e glutationa peroxidase 1 (GPx1) (figura 4A, 4B e 4C,
respectivamente), observamos que ndo houve diferenga significativa entre os grupos

NP e LP.
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Fig. 4 — Conteudo protéico em ilhotas de ratos controle (NP) e desnutridos (LP): da superoxido dismutase
1 (SOD1) (A); catalase (CAT) (B); glutationa peroxidase 1 (GPx1) (C). Os dados foram normalizados
pela a-tubulina (a-TUB) (n = 5-9). Valores representam média = EPM (Teste “t” student).

4.1.5 Atividade das enzimas antioxidantes

Diferentemente dos resultados obtidos do contetido protéico, observou-se um
aumento da atividade da SODI1 (figura 5A) e uma diminui¢do na atividade da CAT
(figura 5B) no grupo de animais LP em relagdo aos grupos NP. Ja a atividade da GPx1

nao apresentou diferenga significativa entre os grupos (figura 5C).
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Fig. 5 — Atividade das enzimas antioxidantes em ilhotas de ratos controle (NP) e desnutridos (LP).
Superdxido dismutase 1 (SOD1) (A); catalase (CAT) (B); glutationa peroxidase 1(GPx1) (C), (n = 4).
Valores representam média £ EPM. * representa diferenca significativa. P < 0.05 (Teste “t” student).

4.1.6 Secrecdo estatica de insulina

Apos 8 semanas recebendo dieta normoprotéica (NP - 17%) e dieta hipoprotéica
(LP — 6%), os animais tiveram as ilhotas isoladas e submetidas a secrecdo estatica de
insulina. Durante o periodo de pré-incubacio (30 minutos) as ilhotas foram expostas a
5.6 mM de glicose com ou sem 10 uM de H,O,. Apoés esse periodo de pré-incubagdo, as
ilhotas ficaram expostas por 1 hora em tampao contendo diferentes concentracdes de
glicose (2.8, 11 e 22 mM), conforme observado na figura 6. Observa-se que o grupo LP
apresentou menor secrecdo de insulina em relagdo ao grupo NP. Além disso, a
exposicdo a 10 uM de H,O; ndo prejudicou a secregdo de insulina quando comparada

ao mesmo grupo sem o tratamento com H,O,.
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Fig. 6 - Secregdo de insulina por ilhotas pancreaticas isoladas de ratos controle (NP) e desnutrido (LP). As
ilhotas foram pré-incubadas em solucdo de Krebs contendo 5.6 mM de glicose com ou sem 10 uM H,0,
durante 30 minutos. Apo6s a retirada do meio de pré-incubagao, as ilhotas foram expostas durante 1 hora a
solucdo de Krebs contendo 2.8, 11 e 22.2 mM de glicose (n = 12- 45). Média + EPM. * representa
diferenga estatistica, para as mesmas condigdes, em relagdo ao grupo controle. P < 0.05 (Teste “t”
student).

A figura 7 mostra a secre¢do de insulina de ilhotas que foram pré-incubadas por
30 min com 5.6 mM de glicose, com ou sem 100 uM de H,O, em seguida incubadas
com 22 mM de glicose, com ou sem 100 uM de H,O,. Observa-se que as ilhotas
expostas a 100 uM de H,O, apresentaram uma reducao na secre¢ao de insulina, quando
comparadas com o grupo NP correspondente (sem H,O,). Porém, nao houve diferenca
significativa na secre¢@o de insulina entre as ilhotas expostas a 100 uM de H,O, durante

30 ou 90 minutos.
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Fig. 7 - Secrecdo estatica de insulina de ilhotas pancreaticas isoladas de ratos controle (NP) e
desnutridos (LP). As ilhotas foram pré-incubadas em solugdo de Krebs contendo 5.6 mM de glicose
com ou sem 100 puM de H,O, durante 30 minutos (Pré-inc). Apds a retirada do meio de pré-incubagao,
as ilhotas foram expostas a solugdo de Krebs contendo 22.2 mM de glicose (Inc) com ou sem 100 uM
de H,O, por 1 hora (n = 6). Média = EPM. * representa diferenca estatistica em relagdo ao respectivo
controle. P <0.05 (ANOVA one-way e student- Newman-Keuls test).

A figura 8 mostra o percentual da secrecdo de insulina de ilhotas de ratos NP e
LP (em fun¢do do grupo NP). As ilhotas foram pré-incubadas com 5.6 mM de glicose
com ou sem 150 uM de H,0; e, em seguida, incubadas por 1 hora em presenga de
diferentes concentragdes de glicose (2.8, 8.3, 22 ¢ 33 mM). Observa-se que as ilhotas
que ficaram expostas a 150 uM de H,O, e alta glicose (22 e 33 mM) tiveram uma
reducdo na secre¢do de insulina quando comparadas ao mesmo grupo que ndo foi

exposto a H,0,.
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Fig. 8 — Percentual da secre¢do maxima de insulina (NP) por ilhotas pancreaticas isoladas de ratos
controle (NP - barra branca), NP + 150uM de H,0, (barra xadrez), desnutrido (LP — barra preta) e LP+
150uM de H,O, (barra listrada). As ilhotas foram pré-incubadas em solugdo de Krebs contendo 5.6 mM
de glicose com ou sem 150 uM H,0, durante 30 minutos. Apoés a retirada do liquido de pré-incubagéo, as
ilhotas foram expostas durante 1 hora a solug@o de Krebs contendo 2.8, 8.3, 22.2 ¢ 33.3 mM de glicose (n
= 6-18). Média + EPM. * representa diferenca significativa comparada com o grupo controle para cada
condicao de glicose.

A figura 9 mostra a secre¢do de insulina, percentual da secrecdo em relagdo ao
NP e percentual da secre¢do maxima (figuras 9A, B e C respectivamente) em ilhotas de
animais controle e desnutrido que ficaram expostas a 5.6 mM de glicose e diferentes
concentracdoes de H,O, (0, 10, 100, 150, 200, 250 ¢ 300 uM) durante 30 min e
incubadas com 2.8 ou 22 mM de glicose por 1h. Observa-se que tanto a secrecdo das
ilhotas de animais controle quanto de animais desnutridos expostas a alta glicose e
concentragdes acima de 150 pM de H,O; retornam a valores basais (2.8 mM de glicose)
(figura 9A). A secrecdo dos animais LP é menor em relacdo ao grupo NP em todas as
condicdes, exceto, em ilhotas que ficaram expostas a alta glicose (22 mM) e alta
concentracdo de H,O, (300 uM) (figura 9B). A figura 9C mostra que a secrecdo de
insulina modulada pelo estado redox, nas ilhotas pancreaticas, foi similar entre os

grupos NP e LP.
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Fig. 9 - Secregdo estatica de insulina, percentual da secre¢do em relagdo ao controle e percentual da
secrecdo maxima (figuras 9A, B e C respectivamente) de ilhotas pancreaticas isoladas de ratos controle
(NP) e desnutridos (LP). As ilhotas foram pré-incubadas em solucdo de Krebs contendo 5.6 mM de
glicose com 0, 10, 100, 150, 200, 250 ou 300 uM de H,O, durante 30 minutos. Apds a retirada do
liquido de pré-incubagdo, as ilhotas foram expostas a solug@o de Krebs contendo 22.2 mM de glicose por
1 hora (n = 7-20). Média = EPM. * representa diferenca estatistica em relagdo ao G2.8 do mesmo grupo
experimental. # representa diferenca estatistica entre os grupos. P < 0.05 (ANOVA one-way e student-
Newman-Keuls test).

Tendo em vista o perfil de queda similar dos grupos em 22 mM de glicose,
resolvemos entdo aumentar o grau de toxicidade utilizando 33 mM de glicose. A figura
10 mostra a secre¢do de insulina, percentual da secre¢do em relagdo ao controle e
percentual da secre¢do maxima (figuras 10A, B e C respectivamente) de ilhotas pré-
incubadas em 5.6 mM de glicose e diferentes concentragdes de peroxido de hidrogé€nio

(0, 10, 100, 150, 200, 250 e 300 uM) durante 30 minutos e incubadas com 33 mM de
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glicose por 1h. Observou-se que a secre¢do das ilhotas dos animais desnutridos quando
expostos a 33 mM de glicose e concentragdes acima de 100 uM de H,O, retorna a
secrecdo basal (2.8 mM de glicose) ja nos animais NP a secre¢@o de insulina so retorna
a valores basais quando expostas a 33 mM de glicose e concentragdes maiores que 300
uM de H,O, (figura 10A). A secre¢do dos animais LP ¢ menor em relacdo ao grupo
controle em todas as condic¢des (figura 10 B). A figura 10 C mostra que as ilhotas dos
ratos LP possuem menor capacidade de manutengdo no balanco redox, reduzindo a

secrecao de insulina quando expostas a 33 mM de glicose ¢ a partir de 100 uM de H,O».
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Fig. 10 - Secrecgao estatica de insulina, percentual da secre¢do em relagdo ao controle e percentual da
secrecdo maxima (figuras 10A, B e C respectivamente) de ilhotas pancreaticas isoladas de ratos controle
(NP) e desnutridos (LP). As ilhotas foram pré-incubadas em solucdo de Krebs contendo 5.6 mM de
glicose com 0, 10, 100, 150, 200, 250 ou 300 pM de H,0O, durante 30 minutos. Apos a retirada do liquido
de pré-incubagao, as ilhotas foram expostas a solugdo de Krebs contendo 33 mM de glicose por 1 hora (n
= 6 -8). Média = EPM. * representa diferenca estatistica em relagdo ao G2.8 do mesmo grupo
experimental. # representa diferenca estatistica 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 balango redox dessas ilhotas
utilizando entdo, H,O, e N-acetil-cisteina (NAC). Para isso, as ilhotas isoladas de ratos
controle e desnutrido foram pré-incubadas por 30 minutos em solugdo de Krebs
contendo 5.6 mM de glicose, na auséncia ou presenga de 150 uM H,O,, na auséncia ou
presenca de 10 mM de NAC, ou na presenca de ambos (150 uM H,O, + 10 mM de
NAC). Apos este periodo, a solucdo foi retirada e as ilhotas foram incubadas durante 1
hora em solug¢ao 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 diminuicdo na secrecdo de insulina quando expostas ao H,O,, ou
NAC, ou na presenca dos dois tratamentos. A secre¢@o de insulina das ilhotas dos ratos
controle incubadas com H,O0, + NAC foi menor quando comparado a secrecdo das
ilhotas expostas a apenas um dos tratamentos. Por outro lado, a presenca de NAC
restabeleceu parcialmente a secre¢do de insulina em ilhotas de animais LP expostas a

150 ],lM HzOz.

51



*

= 141 T .
E I
= 124
g) 4
— 10_
© _
é 8— # *%k
=
g 1 T
- — 6_
_8 i ﬁ; Hedede #
i 4- i
oﬂ 1 e e
L 24 =
S _
B 0 P P I P P H

SIS G Go e Q G, S

Re e, Re, On, e R, e, N

4o 2o “c o *Q a
< S0 90{,
-

Fig.11 — Secrecdo de insulina de ilhotas pancreaticas isoladas de ratos controle (NP) e desnutrido (LP). As
ilhotas foram pré-incubadas em solugdo de Krebs contendo 5.6 mM de glicose com ou sem 150 uM H,0,,
na auséncia ou presenca de 10 mM de NAC e na presenga de 150 uM H,0, + 10 mM de NAC durante 30
minutos. Apoés a retirada do liquido de pré-incubagao, as ilhotas foram expostas durante 1 hora a solugéo
de Krebs contendo 2.8 ou 33.3 mM de glicose (n = 6-12). Média = EPM. Os simbolos diferentes
representam diferenca significativa dentro do mesmo grupo. P < 0.05 (ANOVA one-way e student-
Newman-Keuls test ¢ Teste “t” student).
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5. DISCUSSAO
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Tendo em vista que a modulac¢do da secre¢do de insulina pelas EROs tem sido
descrita em condigdes fisiologicas e, considerando-se a hipdtese de que animais
submetidos a restricdo protéica teriam menor capacidade antioxidante, nosso objetivo
foi avaliar quanto das modificagdes na secrecdo de insulina na desnutrigdo € devido ao
desbalango redox.

Em acordo com resultados prévios de nosso laboratério, os parametros gerais
mostram que o protocolo de desnutricdo foi eficiente nos animais utilizados neste
estudo, induzindo as alteragcdes gerais esperadas. Assim, os animais LP tiveram um
ganho de peso aproximadamente 50% menor do que os grupos NP, caracteristica
observada na desnutrigdo infantil e em modelos experimentais de desnutri¢do (Ferreira
et al., 2003; Ferreira et al., 2004; Filiputti, 2006; Filiputti et al., 2008). A reducdo do
ganho de peso na desnutricdo tem sido relacionada a alteragcdes funcionais e
morfologicas, principalmente no pancreas exocrino e no epitélio entérico, que
comprometem a digestdao e absor¢do de nutrientes (Torun et al., 1994). Dessa forma, a
ingestdo inadequada de proteinas retarda o crescimento e pode levar o organismo a
reducdo do aproveitamento alimentar (Manzano, 2001; Marcondes, 1976). O baixo peso
corporal, relacionado a reducdo na absor¢do do alimento, em animais submetidos a
desnutri¢do protéica ¢ um fendmeno bastante relatado na literatura (Latorraca et al.,
1998; Pennington et al., 2001). A diferenga de peso corporal entre os animais LP e NP,
provavelmente, foi desencadeada pela diferenca no teor protéico da dieta, uma vez que
as dietas tinham o mesmo contetdo energético € o consumo alimentar ¢ hidrico relativo
ndo diferiu entre os grupos.

A ingesta alimentar absoluta dos animais LP apresentou-se diminuida em relacdo
aos animais NP em estudos realizados com ratos machos submetidos a dieta
hipoprotéica (6%) durante a fase intra-uterina e no periodo de lactagdo. (Latorraca et al.,
1998). Em outros estudos, utilizando o mesmo modelo experimental de desnutrigdo,
Filiputti (2006) descreve o consumo relativo alimentar aumentado em ratos desnutridos
por 3 meses. J4& em nosso estudo, o consumo alimentar e hidrico ndo apresentou
diferenga significativa entre os grupos experimentais quando normalizados pelo peso,
embora tenha ocorrido uma tendéncia 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 ndo termos observado um aumento significativo na ingesta
do grupo LP em relagdo ao grupo NP (Filiputti, 2006).
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De maneira geral, tanto em humanos quanto em animais, a desnutricdo ¢
responsavel por efeitos adversos na homeostase de diversos orgdos e tecidos como
figado, pancreas, musculo dentre outros (Fagundes et al, 2009). Os niveis circulantes de
acidos graxos livres (AGL) sdo 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 triglicerideos
nos adipdcitos (Filiputti et al., 2008; Ferreira et al., 2003).

No que diz respeito ao peso dos érgaos e tecidos avaliados, especificamente em
relacdo ao baixo peso relativo do figado, sabe-se que, para a manuten¢do de sua
homeostase, o organismo prioriza a perda da massa hepatica com quadros de hipoplasia
e atrofia, em vez de alterar sua fungdo. A desnutricdo associa-se a perda de massa
hepatica para garantir a disponibilidade de energia a 6rgdos importantes, como coracao
e cérebro (Guzman-Silva et al.,, 2004; Parra et al., 1995). Especialmente em fases
iniciais da vida, a desnutricdo ¢ capaz de produzir impactos severos, levando inclusive a
distarbios cardiovasculares (Loss et al., 2007). Loss e colaboradores (2007) descrevem
um aumento da pressdo arterial e da frequéncia cardiaca em ratos Fischer machos
submetidos a restricdo protéica. Sabe-se que o aumento da pressdo arterial e da
frequéncia cardiaca podem levar a uma hipertrofia cardiaca, o que justificaria o aumento
da massa desse 6rgdo (Penitente et al., 2007).

O bago ¢ o maior 6rgdo linfatico e faz parte do sistema reticulo-endotelial,
participando dos processos de hematopoiese e hemocaterese. Tem importante funcgdo
imunologica de producdo de anticorpos e linfocitos, protegendo contra infecgoes, € a
esplenectomia determina capacidade reduzida na defesa contra alguns tipos de infeccao
(Cadili et al.,, 2008). O kwashiokor ¢ acompanhado de uma reagdo inflamatdria
sistémica, a despeito da hipercortisolemia, cuja origem ¢ disputada entre varias teorias.
Uma delas ¢ a maior susceptibilidade dos desnutridos a agentes infecciosos ou
endotoxinas como a aflatoxina B1, relativamente comum nos cereais consumidos por
algumas populagdes estudadas e portadoras de lesdes hepaticas (Hendrickse, 1988), fato
que explicaria o aumento do bago.

Embora a reducdo do peso corporeo possa ser utilizada como um indicativo
basico de desnutricdo (Lucas, 1998), outros fatores caracteristicos de um quadro de
desnutricdo foram apresentados em nossos resultados, tais como: baixos niveis de
albumina plasmatica, proteinas totais e insulina em jejum de acordo com dados ja 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 tolerancia a glicose apresentada por ratos desnutridos também foi
constatada em outros estudos, semelhantes ao nosso, no qual foram utilizados ratos
submetidos a desnutricdo (5% de proteina) comparados a ratos controle (15% de
proteina) (Okitolonda et al., 1987; Escriva et al., 1991). Diante desses parametros ¢
possivel afirmar que a ragdo composta de 6% de proteina ¢ eficaz na promogao de um

quadro de desnutricdo experimental que se assemelha ao quadro de desnutrigdo humana.

5.1 Secrecdo de insulina, desnutricdo protéica e estado redox

A secrecdo de insulina ¢ controlada por nutrientes e também por aspectos
hormonal, neural e farmacoldgico. A glicose ¢ conhecida na literatura como sendo o
principal estimulador da secregdo de insulina (Gembal et al., 1992). A ativagdo das vias
glicolitica e oxidativas pela glicose tem sido muito bem documentada resultando na
geracdo de ATP, o qual ¢ um importante sinalizador na transducdo de sinal da célula B
(Bindokas, 2003; Pi et al., 2007). Apesar do aumento na razdo ATP/ADP ser conhecida
como o principal sinal mitocondrial, estudos demonstram que a regulacdo da secrecdo
de insulina pode nao ser restrita ao aumento na sintese de ATP, e experimentos indicam
que fatores mitocondriais envolvidos no acoplamento estimulo/secre¢do induzido por
glicose s@o necessarios, entretanto esses mecanismos ainda ndo sdo conhecidos
(Maechler et al., 1998). MacDonald et al. (2005) reuniram uma série de evidéncias que
demonstram o papel desempenhado por intermedidrios metabdlicos produzidos na
mitocondria ou apods sua cataplerose e posterior metabolizagdo no citosol, tais como:
malonil-CoA, NADPH e DAG que também atuam na regulacdo da secre¢do de insulina.
Em adigao, outros estudos mostram ainda, que as EROs, principalmente as produzidas
na mitocondria, sdo sinais obrigatérios para que a secrecdo de insulina ocorra (Leloup et

al., 2009).
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5.2 Sistema antioxidante enzimatico

As células B possuem um sistema antioxidante enzimdtico a fim de manter a
capacidade catalitica ¢ converter O,*” em H,0; e este em agua ¢ O, (Gurgul et al.,
2004). A expressao e atividade dessas enzimas antioxidantes, em ilhotas pancreaticas 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 niveis em ordem decrescente das
atividades da Mn-SOD, Cu/Zn-SOD, catalase ¢ GPx respectivamente (Tonooka, 2007;
Theys, 2009). A despeito da atividade das enzimas antioxidantes em ilhotas
pancreaticas, estimulos agudos de 60 minutos induzidos por 16.7 mM de glicose,
embora tragam um componente de toxicidade, induzindo a produ¢do de EROs, também
resultam em pronto aumento na atividade da SOD e da GPx. Em adigdo, a atividade da
SOD aumenta proporcionalmente em relagdo a concentragdo de glicose e a secrecdo de
insulina, o que parece resultar em uma eficiente modulacdo do estado redox intracelular
(Oliveira et al., 1999). Em conjunto, estes dados demonstram que o estado redox
intracelular também regula a secre¢do de insulina. Assim, as ilhotas pancredticas
parecem possuir um controle fino deste balanco, através do aumento na producdo de
H,0, em paralelo a elevagdo da atividade da GPx, tendo em vista que o desequilibrio
entre a producdo de EROs e a capacidade antioxidante pode resultar em efeitos
deletérios indesejaveis, levando a queda de fun¢do e consequente reducdo na secrecio
de insulina (Newsholme, 2007).

Embora o controle redox da secrecdo de insulina em condi¢des fisiologicas ja
possua um consideravel corpo de evidéncias, tal modulacdao ainda nao foi investigada
em animais submetidos a restricdo protéica. Como ja descrito anteriormente, a restricao
protéica leva a redugdo na secrecdo de insulina, e um dos motivos dessa redugcdo pode
ser o desequilibrio redox.

Neste sentido, nossos resultados ndo mostraram diferencas no contetido protéico
de nenhuma das enzimas antioxidante (SOD, CAT e GPx) entre o grupo NP e LP,
mostrando que o conteudo protéico dos animais que foram submetidos a restri¢ao
protéica nao foi alterada. Por outro lado, quando comparado o contetido protéico das
enzimas antioxidantes somente no grupo controle, Tonooka et al. (2007) descreve que a

SOD ¢ maior que a CAT que por sua vez ¢ maior que a GPx, no entanto, nossos
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resultados ndo mostraram diferencas entre o conteudo protéico da CAT e da GPx,
provavelmente pelo fato de utilizarmos ilhotas frescas para verificar a expressdo
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 protecao mais eficiente do que a CAT na célula B em baixas
concentracoes intracelulares de H,O,, porém a CAT ¢ mais eficiente do que a GPx na
protecdo contra altas concentragdes de H,O, (Tiedge et al., 1998; Eaton, 1991).
Portanto, em situagdes onde o H,O; esta presente em altas concentragdes nas células, a
CAT vai ser a principal responsavel pela sua detoxificacao.

Por outro lado, nossos dados demonstraram que a desnutricdo protéica modificou
o perfil da atividade das enzimas antioxidantes sem, contudo, alterar o conteudo
protéico dessas enzimas. O grupo de animais LP apresentou um aumento da atividade
da SOD e diminui¢do da atividade da CAT quando comparados a animais NP. Esses
resultados sugerem que os animais LP estariam mais susceptiveis a um desbalago redox
em relacdo aos animais NP, principalmente em condigdes que induzam altas
concentracdes de EROs. O aumento na producdo de EROs, aliado a reducdo na
atividade da CAT pode induzir diversas alteracdes metabdlicas e funcionais. Dentre
essas alteracdes, observa-se menor secrecdo de insulina em animais desnutridos (Guegul
et al., 2004).

Foi demonstrado um aumento da atividade de enzimas antioxidantes em
eritrocitos, sugerindo que a expressdo protéica dessas enzimas possa ndo ser o Unico
aspecto determinante da atividade das mesmas (Zoppi et al., 2003). Dessa maneira,
nossos resultados vado de acordo com Tauler et al (1999) e sugerem que intervengdes na
atividade de enzimas antioxidantes podem se dar por interagdes diretas das EROs com a

estrutura protéica da enzima.

5.3 Secrecéo de insulina estimulada por glicose

A secregdo de insulina de animais LP apresentou-se diminuida quando comparada
a secrec¢ao de insulina de animais NP (Reis et al., 1997). Estudos realizados por nosso
grupo mostraram que ratos desnutridos apresentam uma reducdo da expressdo de PDX-

1, das proteinas quinases A e C, diminui¢do do influxo de calcio, e de mRNA de
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insulina, entre outros fatores, que participam do processo secretorio de insulina, o que
explica, ao menos em parte, a diminui¢do da secre¢do de insulina neste modelo
experimental (Ferreira et al., 2003). No entanto, os aspectos metabdlicos relacionados a
reducdo observada na secre¢do de insulina em animais submetidos a restricdo protéica
ainda ndo foram devidamente investigados.

Tendo em vista a redugdo na atividade da CAT no grupo de ratos LP, decidimos
investigar o efeito de concentragdes crescentes de glicose e H,O, na secrecdo da
insulina.

Neste sentido, a exposicdo a 10 uM de H,O, ndo prejudicou a secrecdo de
insulina estimulada por diferentes concentragcdes de glicose em nenhum dos grupos.
Acreditamos que 10 pM de H,O; nao tenha sido suficiente para induzir um estresse
oxidativo na célula B em nenhuma condicdo de glicose. Em estudos previamente
realizados em células INS-1 e ilhotas de camundongos foi observado que baixas
concentragdes de peroxido de hidrogénio (1- 4 uM) sdo essenciais para a sinalizagdo
intracelular, enquanto que altas concentracdes de H,O, sdo prejudiciais a secregdo de
insulina quando expostas posteriormente a altas concentragcdes de glicose (Pi et al.,
2007). Leuloup et al. (2009), demonstram ainda que o aumento da secre¢do de insulina
quando estimulado por alta concentracdo de glicose ¢ acompanhada pela formagdo de
EROs, e essas espécies sdo fundamentais para a secrecdo de insulina.

No entanto, na presencga de alta concentracdo de glicose (22 ou 33 mM) e alta
concentracdo de H,O, (150 uM), as ilhotas de ambos os grupos, secretaram
significativamente menos insulina em comparagdo as ilhotas de animais dos mesmos
grupos incubadas na auséncia de H,O, com 22 e 33 mM de glicose, revelando a
presenga de um desequilibrio redox em tais condi¢des nos dois grupos. Além da
presenca de H,O,, alta concentracdo de glicose, durante um periodo de 30 minutos,
provoca danos nas células B devido a toxicidade da glicose e a sua inerente geracdo de
EROs (Pi et al., 2007). Tais condigdes ja haviam sido demonstradas, em ilhotas de ratos
neonatos, por nosso grupo (Stoppiglia et al., 2008).

Ao analisarmos a secrecdo de insulina induzida por 22 mM de glicose e
concentracao crescente de H,O,, percebemos que, embora haja uma progressiva reducao
na secre¢do, tanto no grupo NP quanto no LP, os dois grupos tiveram sua secre¢do
reduzida aos niveis basais na mesma condi¢ao, isto ¢, a partir de 150 uM de H,0,. Além

disso, quando observamos o perfil de decaimento da secre¢do de insulina, ndo
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observamos diferenca entre os grupos. Portanto, nesta condi¢do o sistema antioxidante
parece responder de forma semelhante entre os grupos, ¢ a diferenca observada na
secrecdo de insulina entre os animais NP e LP, se deve provavelmente a outros fatores
que ndo o estado redox.

Por outro lado, os animais LP mostraram-se mais susceptiveis a exposi¢ao ao H,O,
em 33 mM de glicose, sugerindo uma maior producao de EROs aliada a uma menor
capacidade antioxidante nesta condicao, prejudicando o balanco redox das ilhotas e
diminuindo a secrecdo de insulina. Assim, observamos que ilhotas de animais LP
quando expostas a 33 mM de glicose, tiveram sua secrecdo reduzida a niveis basais ja
na presenca de 100 pM de H,O,, enquanto as ilhotas do grupo NP somente
apresentaram o mesmo nivel de redugdo em 300 uM de H,0,. Em adigdo, o perfil de
decaimento da secrecdo de insulina foi diferente entre os grupos, tendo o grupo LP
apresentado uma queda mais acentuada em relagdo ao NP. Portanto, estes dados
revelam que o desbalanco redox afeta a secrecdo de insulina em animais LP somente em
condigdes de altos niveis de oxidantes e alta glicose.

A maior susceptibilidade dos animais desnutridos ¢ reforcada pelos dados de
secrecdo de insulina de ilhotas incubadas com o potente antioxidante N-acetil-cisteina
(NAC). Verificamos que, enquanto a secre¢ao das ilhotas do grupo NP sofreu redugado
quando expostas a 10 mM de NAC + 150 uM de H,0O,, o grupo LP, nesta condigdo,
teve sua secre¢do aumentada em relacdo as ilhotas expostas a s6 H,O,. Em acordo com
nossos dados, estudos realizados em células INS-1 mostram que a exposicdo a alta
concentracdo de glicose aumenta a secre¢do de insulina e que na presenca de 0.4 mM de
NAC a secre¢do ¢ reduzida (Bindokas et al., 2003; Tanaka et al., 2002). A redugdo na
secrecdo de insulina na presenca 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 sinalizagdo desempenhada
por tais espécies na secre¢do de insulina (Leloup et al., 2009). Ja a melhora na secre¢do
de insulina encontrada em ratos desnutridos na presenca de 10 mM de NAC + 150 uM
de H,O,, pode ser explicada pelo fato de estes apresentarem uma capacidade
antioxidante menos eficaz em condi¢des de elevada quantidade de EROs intracelular e,
ao adicionar 10 mM de NAC, este age auxiliando na remocao de tais espécies mantendo
uma quantidade adequada para sinalizagdo da secrecdo de insulina, mantendo a
homeostase do sistema redox.
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Embora ainda seja necessdria investigar quais os motivos desta maior
susceptibilidade ao estresse oxidativo em animais desnutridos, sugerimos que em 33
mM de glicose mais 150 pM H,O,, a CAT parece ter acdo fundamental para
manuten¢do do estado redox em ilhotas (esquema 3). Nessas condi¢des a CAT atua de
forma mais intensa devido a sua baixa afinidade pelo H,O, (Eaton, 1991). Conforme
nossos resultados, em ilhotas sem tratamento, a atividade da SOD mostra-se aumentada
enquanto a atividade da CAT estd reduzida em animais desnutridos aumentando a
concentracdo de H,O, dentro das ilhotas. A hipdtese de uma acdo fundamental da CAT
na manutencao do estado redox ¢ reforgcada pelos nossos dados de percentual maximo
da secre¢do de insulina induzida por 22 mM de glicose e 150 uM H,0,, onde nao
observamos diferenca no perfil de queda da secregdo de insulina entre os grupos. E
possivel, que em 22 mM de glicose mais 150 uM H,O; a principal enzima responsavel
pela detoxificacdo seja a GPx, a qual ndo teve sua capacidade alterada pela desnutri¢cao
protéica e portanto ndo tenha sido observada diferenga no perfil de queda da secrecdo de
insulina entre os grupos. Outra possibilidade ¢ que a CAT apesar de ter a atividade
diminuida em animais desnutridos, nessa condi¢do consiga remover uma quantidade
suficiente de H,O, para que ndo haja acimulo dessa molécula a ponto de oferecer um
estresse oxidativo a célula, mantendo o perfil de queda da secrecdo de insulina igual ao

animal controle.

‘ 33 mM de glicose ‘ }
aumento

} o, ¥ reducio

<€ nio alterado

V

\<->G_Px | NCAT |
‘ estresse .oxidativo ‘

‘@ secrecéo de insulina ‘

Esquema 3- Esquema representativo da hipotese, demonstrando o desbalango entre producao

e remogao de EROs em animais desnutridos expostos a alta glicose.
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6.CONCLUSAQ E PERSPECTIVAS
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Nossos dados sugerem que os animais desnutridos estdo mais susceptiveis ao
estresse oxidativo, resultando em menor secrecdo de insulina principalmente em
condi¢des de alta producdo de EROs. Este desbalanco esta provavelmente associado a
menor capacidade do sistema antioxidante enzimatico na ilhota pancreatica 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 hiperlipidica;

e O efeito da suplementagdo com antioxidantes na secre¢do de insulina em

ratos desnutridos.
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Abstract

Background: Protein malnutrition reduces glucose-induced insulin secretion (GIIS), in
addition, it has been recently demonstrated that pancreatic beta cells (B-cells) redox
status is directly involved in GIIS control. However, GIIS redox signaling under protein
undernourishment remains unclear. Methodology/Principal findings: After weaning,
21-days-old male Wistar rats were submitted to a normal-protein-diet (17%-protein,
NP) or to a low-protein-diet (6%-protein, LP) for sixty days. Pancreatic islets were
isolated and CuZn-superoxide dismutase (SOD1), Se-glutathione peroxidase (GPx1)
and catalase (CAT) messenger RNA (mRNA) as well as enzymatic antioxidant
activities were quantified. Islets were also pre-incubated in medium containing glucose
(5.6 mM), (10-300 puM) hydrogen peroxide (H.O,) and/or (10 mM) N-acetylcysteine
(NAC). The pre-incubation was followed by the incubation with crescent glucose
concentrations, for GIIS measurement. Protein malnutrition induced significant (p<0.05)
SOD1 activity (21.18+2.1-30.5.+2 pmoles. min"'.mg protein™ for NP-LP respectively),
and 20% mRNA content increase. On the other hand, CAT activity decreased (9+1.2-
5.22+0.73 pmoles/min/mg protein for NP-LP respectively) despite a twofold CAT
mRNA significant (p<0.05) increase. Total GIIS was in most conditions approximately
50% lower in LP, and the observed decay profile after increased oxidant challenges
were similar in both groups until islets were pre-incubated with H,O, (100 uM), followed
by incubation with glucose 33.3 mM, when LP showed significantly (p<0.05) higher
rates of decrease, reaching baseline GIIS values. NP GIIS showed the same effect
only when pre-incubated with 300 uM of H,O,. In addition, when islets were pre-
incubated with NAC 10 mM, the higher GIIS decrease in LP was attenuated.
Conclusion and significance: GIIS redox signaling was reinforced by our data and it
was also evidenced that early life protein malnutrition alters pancreatic islets redox
control, reducing GIIS by enhanced susceptibility to oxidative stress.
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Introduction

Insulin release is known to be tightly coupled to ATP production. Briefly, the
canonical theory of glucose-induced insulin secretion (GIIS) states that when blood
glucose rises, islet B-cells stimulate ATP synthesis. ATP acts on ATP-dependent K"
channels leading to membrane depolarization. This process is followed by opening of
voltage-sensitive calcium channel; increasing cytosolic Ca** concentration and insulin
exocytosis [1]. Although not yet fully understood, the discovery of ATP-independent K*
channels mechanisms, gave rise to several speculations about how glucose
metabolism could regulate GIIS in addition to the solely ATP enhancement effect [2]. B-
cells posses elevated rates of anaplerotic flux via pyruvate carboxilation [3]. Some
pyruvate cycling pathways have been demonstrated to be coupled with insulin release
[4-12] and despite the well known metabolic coupling factor (MCF) role displayed by
ATP, emerging evidence point for other pyruvate cycling-induced MCFs production;
such as NADPH, malonyl-CoA, glutamate and GTP, which in turn might somehow
control GIIS [3,4].

In addition, it has been recently demonstrated that GIIS is also regulated
specifically by mitochondrial reactive oxygen species (ROS) production [13],
suggesting an important role of B-cells intracellular redox state in this process. In
agreement, Oliveira and co-workers [14], showed that antioxidant enzymes including
superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPX) were up regulated
shortly after a glucose challenge, providing additive evidence for a GIIS redox
modulation.

Early protein undernourishment reduces insulin release in response to glucose
and to other secretagogues [15-19]. Recently, our group reported reduced expression
of signaling proteins such as, protein kinase A and protein kinase C, during protein
malnutrition [20,21]. Several genes involved in insulin production/secretion

mechanisms have also their expression altered [22]. It was demonstrated that calcium
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uptake and insulin mRNA content were also reduced in undernourished rats [23-25]. In
addition, B-cells from rats fed with protein-deficient diet have decreased expression of
Akt, mTOR and p70s6k [26].

Similarly to obesity, intra-uterine and early life protein malnutrition leads to the
development of metabolic syndrome and diabetes in adult life [27] and this effect could
be attributed to mitochondrial malfunction-induced altered redox status [28]. Indeed, it
was demonstrated that fetal and adult p-cells from low protein fed rats are more
susceptible to oxidative stress [29,30].

However, it is unknown if GIIS redox modulation is altered in protein
malnourished rats. Theys and colleagues [28] reported altered antioxidant enzymes
activity in offspring of intra-uterine and early life low-protein-fed rats, predisposing
pancreatic islets dysfunction.

Based on the above statement, we tested the hypothesis of altered intracellular
redox state imposed by an isocaloric-low protein diet (6% of protein) would lead to
disruption in GIIS. Thus, isolated pancreatic islets were pre-incubated for 30 minutes
with glucose 5.6 mM plus crescent H,O, concentrations (range: 10-300 puM), with or
without N-acetylcysteine (NAC) 10 mM. After 30 minutes of pre-incubation the content
was removed and islets were quickly incubated for 60 minutes with crescent glucose
concentration ranging from 2.8 to 33.3 mM. It was observed that GIIS profile was
markedly altered. On the other hand, this alteration was blunted when islets were pre-
incubated with NAC, suggesting a low-protein-diet impairment of adequate redox

balance during this process.

Results

Body weight and blood analysis

As shown in Table 1 low protein fed rats (LP-6%) showed remarkable

differences compared to normal protein fed control group (NP-17%). LP exhibited 50%
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lower body weight, effect that was accompanied by reduced fast and fed total blood
protein and blood albumin concentration. Fast blood insulin and glycaemia were not
different between groups, however, LP showed a twofold higher glucose tolerance, as
shown by ipGTT area under the curve values. Taken together these results are in
agreement with previous report from our group and others [18,20,21,26], indicating that

the model employed here of protein undernourishment was effective.

Antioxidant enzymatic mRNA and activities

After sixty days of protein malnourishment, it was detected altered mRNA
content and activities specifically in superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) in
LP islets, whereas glutathione peroxidase (GPX) mRNA and activity remained
unaltered (Figures 1 and 2 A, B and C respectively). LP SOD and CAT mRNA content
showed 1.2 and 2 fold increase respectively. In contrast, whereas SOD activity was in
agreement with mRNA results showing a significant (p<0.05) higher activity as
compared to NP islets, CAT activity was near 50% significantly (p<0.05) lower than
control values.

Based on these findings, it was deduced that LP islets would produce higher
amounts of hydrogen peroxide (H,O,) due to the elevated SOD activity; however it was
possible that LP islets were not able to deal with high amounts of produced ROS since
it was detected lower CAT activity. Thus, we exposed isolated islets to high oxidant
challenging conditions and observed their functional capacity, measuring insulin

release.

Oxidant challenging conditions in GIIS

We investigated the profile of redox imbalance upon GIIS control in NP and LP.

When NP and LP islets were pre-incubated with H,O, (150 uM), and further incubated
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with glucose (22.2 mM and 33.3 mM), it was observed a decrease in the percent of
insulin release in both groups (Figure 3).

Figure 4 shows total insulin secretion, percent to NP insulin secretion and from
maximum secreted insulin by each group (A, B and C respectively). When islets from
NP and LP groups were pre-incubated with increased H,O, concentrations and
incubated with glucose 22.2 mM, it was observed that GIIS of both groups, when pre-
exposed to H,O, concentrations above 150 uM, returned to baseline levels (incubation
with glucose 2.8 mM) (Figure 4A). Insulin secretion is lower in LP at all conditions
exception made to the condition of H,O, 300 uM (Figure 4B). GIIS fall profile was the
same in NP and LP (Figure 4C). Based on these findings which suggest no alterations
between groups concerning redox status at each condition, we decided to enhance
islets challenges and conducted the same experiments at higher glucose concentration
(33 mM).

Thus, when islets where pre-incubated with H,O,, and further challenged with
glucose 33.3 mM, LP GIIS returned to baseline levels (incubation with glucose 2.8 mM)
when it was previously pre-incubated with H,O, 100 uM, whereas NP showed the same
behavior only at H,O, 300 uM (Figure 5A). The absolute values of LP GIIS was lower
than NP at all conditions as well (Figure 5B), and as showed by figure 5C, LP insulin
fall profile is more evident, reaching significant (p<0.05) values already at H,O, 100
MM,

Interestingly, when the experiments were performed at the same condition
above described, however, at absence of H,O,, NAC was observed to markedly reduce
GIIS in both NP and LP groups, providing evidence of altered redox control of GIIS at
this condition. The pre-incubation with NAC (10 mM) corroborates with the GIIS redox
modulation proposal as it altered NP and LP insulin release (Figure 6). At conditions
that did not induce GIIS return to baseline levels, NAC reduced GIIS in both groups,

however, at the condition that induced LP GIIS return to baseline (pre-incubation with
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H.O, 150 uM plus incubation with glucose 33.3 mM), NAC significantly enhanced

(p<0.05) GIIS as compared to the same condition without H,O, pre-incubation.

Discussion

There is extensive amount of data demonstrating the evolvement of Karp
channels in GIIS, however, this mechanism does not explain the entire metabolic
regulation of B-cells insulin  secretion. Evidence of  mitochondrial
anaplerotic/cataplerotic pathways in the generation of metabolic coupling factors which
may regulate insulin secretion is at constant growth [3,31].

In addition, a huge amount of knowledge regarding redox imbalance and
oxidative stress-induced B-cells dysfunction leading to several diseases including
metabolic syndrome and diabetes, conditions which, B-cells are constantly exposed to
fuel excess and glucolipidtoxicity, is available [32-34]. Despite the already known -
cells oxidative stress-induced harmful effects, Leloup and colleagues [13] provided
direct evidence to physiological mitochondrial-produced ROS in GIIS control. These
findings, associated with low B-cells antioxidant capacity, suggest that B-cells redox
regulation toward a more oxidized state is very important to GIIS.

Protein malnutrition induces B-cells molecular and anaplerotic control of GIIS
alterations, which may lead to the reduction in insulin secretion [19,35]. Nevertheless,
information regarding redox status in protein undernourished rats concerning GIIS
control is still scarce.

Antioxidant enzymes activity has been shown to be altered in isolated
pancreatic islets, three months after birth in intrauterine protein malnourished rats,
predisposing imbalanced redox status [28]. In addition, ROS and ATP content have
been reported to be respectively increased and decreased in male offspring of protein
undernourished mothers, leading to the enhancement in UCP2 expression [35]. B-cells

UCP2 expression enhancement was previously associated with the maintenance of
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redox status in regular fed condition, by reducing superoxide radical production,
although this effect is followed by reduced insulin secretion [36]. Thus, taken together
these findings suggest that protein malnutrition alters B-cells redox status, which might
compromise GIIS.

In this sense, here we tested for the first time, the redox control of GIIS in
protein undernourished rats, by pre-incubating isolated islets with oxidants and
antioxidants substances followed by the incubation with high glucose concentrations,

after a protocol of early protein malnourishment.

Antioxidant enzymes mRNA content and activities

The exposure to a stimulating glucose challenge acutely increase SOD and
GPX activities [14] demonstrating pancreatic islets capacity to maintain adequate redox
balance. However, in the present study, we have shown that protein malnutrition alters
antioxidant enzymes mRNA content and activities.

In this sense, SOD and CAT seem to be the more sensible enzymes to protein
malnutrition, since GPX mRNA and activity did not show any alteration. Enhanced SOD
activity response might be related to higher levels of ROS production in male
undernourished rats [28]. In addition, CAT mRNA has also shown to reach significantly
higher values in LP, which in turn, corroborates with the above statement. However,
despite elevated mRNA levels CAT demonstrated lower activity as compared with NP.
This effect could be related to post-transcriptional regulation of protein synthesis
alterations-induced by protein undernourishment, which has been previously
demonstrated to have a time-dependent effect upon antioxidant enzymes mRNA and
activities [28].

Most of our results agree with previous report which showed altered SOD and
CAT mRNA and activities whereas the same variables regarding GPx remained

relatively unaltered in three-month-old-protein malnourished rats [28]. In contrast, the
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relative changes and absolute activities as well as CAT mRNA content observed in our
group of malnourished rats did not reproduce the effects observed in the
aforementioned study, and this might reflect differences in treatment employed by both
investigations. Therefore, further studies are needed to investigate the differences in
antioxidant enzymes, namely CAT and SOD mRNA and activities, alterations profile
responses to intra-uterine and post-weaning protein malnutrition.

Our data, therefore, show that post-weaning protein malnutrition, although
apparently less severe than intra-uterine model, also induces imbalance between the
two enzymatic antioxidant scavenger systems SOD and the subsequent H,0O,
detoxifying systems CAT and GPX. This clearly points toward protein malnutrition-

induced impaired islets redox balance and consequently altered GIIS signaling.

Protein malnutrition and GIIS redox modulation

The insulin secretion values reported here, showed near 50% reduction in LP
GlIS, which is in agreement with other reports [20,21,26]. In a recent review, we
collected available information concerning the molecular and metabolic alterations
induced by protein malnutrition such as: reduced insulin mRNA, PDX-1 and protein
kinases A and C expression, calcium influx, glucose oxidation and anaplerotic capacity;
which taken together may partially explain this observed reduction in low-protein-fed
state GIIS [37]. However, the redox control of GIIS under protein undernourishment
status remained unclear.

Previous studies reported the need of ROS generation for adequate insulin
secretion. Indeed, it was demonstrated in INS-1 cell line and mice islets that H,O, is
essential to stimulate GIIS [38]. In addition, Leloup and co-workers [13] demonstrated
that the increase in GIIS at high glucose concentration is accompanied by the rise in
mitochondrial ROS production and, this production seems to be mandatory to insulin

secretion signaling.
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Based on the insulin secretion redox control and the reduction in CAT activity
induced by protein malnutrition, we investigated the effect of pre-exposing isolated
pancreatic islets to H,O, in GIIS from early life protein malnourished rats. In addition to
H,O, pre-incubation oxidant effect, long term high glucose exposition, leads to
pancreatic islets damage due to glucotoxicity-induced ROS production [38]. Indeed, the
stressful characteristic of this condition was already reported by our group in neonate
rat pancreatic islets [39]. In this sense, here we demonstrated that H,O, pre-incubation
concentrations until 100 uM plus incubation with high glucose (22.2 or 33.3 mM), did
not alter insulin secretion profile between NP and LP islets, evidencing that LP islets
are able to handle even with high oxidant challenges. However, pre-incubation with
H,O, (150 uM) followed by high glucose concentrations incubation, reduced
significantly GIIS as compared to intra-group glucose but without H,O, pre-incubation,
showing imbalanced redox status in both NP and LP.

Increased LP islets oxidative stress susceptibility at glucose 33.3 mM incubation
might be due to higher ROS production associated with this condition, in addition to the
observed reduced H,0O, detoxifying capacity, which in turn, seems to alter redox status
maintenance and impair adequate GIIS signaling.

Thus it was observed that LP islets when pre-incubated with H,O, 100 pM,
followed by the incubation with glucose 33.3 mM was enough to reduce GIIS to
baseline values, whereas NP islets showed the same response only at H,O, 300 uM
pre-incubation condition. In addition, GIIS decay was significantly different between
groups, being LP fall more pronounced. Therefore, these data reveals that redox
unbalance impairs protein malnourished rats’ islets only at high oxidant challenges.

The higher LP susceptibility to redox unbalance is reinforced by islets insulin
secretion data when pre-incubated with NAC. It was demonstrated that the pre-
incubation with NAC (10 mM) reduced NP islets insulin secretion, whereas LP showed

improved GIIS in a condition where it was previously abolished. The observed
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reduction in GIIS in both groups when pre-incubated with NAC, suggests that when
antioxidant capacity rises excessively, redox insulin secretion signaling is blunted. On
the other hand, the attenuation observed in LP insulin secretion fall might be due to
enhanced antioxidant capacity provided by NAC, ensuring adequate ROS content,
coupling redox balance and GIIS signaling maintenance.

Our data of antioxidant enzymes activities support the statement that LP redox
imbalance induced by the pre-incubation with H,O, (150 uM), followed by the
incubation with glucose (33.3 mM), might be due CAT activity downregulation. Indeed,
CAT have a pivotal role in H,O, scavenging at high concentrations according to its
lower affinity with H,O, when compared to GPx [40], which in turn, did not show altered
activity in LP islets. Therefore, it suggests that while ROS production remained only at
GPx detoxifying range, it was not observed alterations in GIIS profile between groups.
However, when ROS production overwhelmed GPx capacity and reached CAT range,
LP group demonstrated higher susceptibility to redox-unbalance-impairment of GIIS.

In conclusion, our data suggest that short-term early life protein malnourishment
induces reduction in redox GIIS signaling only at extreme oxidant challenges, elicited
here by high H,O; pre-incubation followed by high glucose incubation, probably due to
lower antioxidant scavenging capacity. However, the chronically lifetime effect of the
reduced antioxidant capacity-induced by protein deficient diets leading to adult life -
cells dysfunction deserves further investigations, and follow-up studies are required to

answer the remaining questions.

Material and Methods

Ethics Statement
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All the experiments described herein were approved by the State University of
Campinas Committee for Ethics in Animal Experimentation and performed according to

the “Principles of laboratory animal care” (NIH publication no. 85-23, revised 1985).

Animals and diet

Soon after weaning male Wistar rats (21 day-old) from the breeding colony at
UNICAMP were housed at 24°C on a 12 h light/dark cycle. Rats were maintained in
collective cages (five per cage), separated into two groups of isocaloric diets and
treated for 8 weeks with: normo-protein diet (NP) — (17% protein) and low-protein diet
(LP) — (6% protein) and water ad libitum. The two isocaloric diets were prepared

according to AIN-93 guidelines [41] and are detailed in Table 2.

Body weight

Body weight was measured weekly in a digital scale weighting machine from

the beginning to the end of the experiment.

Blood sample collection

Blood samples were collected from the tail in heparinized eppendorf tubes.
Plasma was obtained by centrifugation at 1,800 rpm at 4° C, unless otherwise stated.

After that, plasma samples were kept at -80°C until further analysis.

Islets isolation

After 8 weeks of treatment, animals were sacrificed by decapitation. After an
abdominal incision, common bile and duodenum duct was obstructed; a catheter was
introduced into the bile duct close to the liver. Ten ml of type V collagenase (Sigma, St.
Louis, MO, USA) (0.8 mg/ml for NP and 0.7 mg/ml for LP) was injected into the duct to

distend the pancreas. Pancreas with collagenase was laid down into a tube and placed
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in 37°C water bath to allow pancreas digestion of the exocrine tissue. After washed
several times with Hank’s balanced solution (in mM: 137 NaCl, 5.4 KCI, 4.2 NaHCOs3,
0.4 KH,PO4, 0.4 Na;HPO,4, 0.8 MgSQ,, 1.3 CaCl,, pH 7.4), containing glucose 5.6 mM
and albumin 0.5 g/l, islets were isolated one by one by hand picking. After isolated,
groups of approximately 300 freshly isolated islets were pelleted by centrifugation and
then resuspended in 50 to 100 yL of homogenization buffer containing protease
inhibitors, as previously described [42] for enzyme activity assays. The islets were then
sonicated for 15 seconds (Sonics & Materials, Newtown, CT, USA), and total protein

content was determined by the Bradford method.

Biochemical measurements

Plasma total protein and albumin were measured using specific kit PROtal
(Laborlab, Sao Paulo, Brazil). Glycaemia was measured using the hand held

glycosimeter Accu-Check Advantage Il (Roche Ltd., Basel, Switzerland).

Intraperitoneal glucose tolerance test (ipGTT)

Before ipGTT rats were maintained in a fasted state for 12 hours. After fasting
glycaemia was measured, 2 ml/Kg of a 50% (w/v) glucose solution was administrated
intraperitoneally. Glycaemia was then measured at 15, 30, 60, 120 e 180 minutes after
glucose infusion. Glucose tolerance was estimated by the area under the curve

calculation.

RNA extraction and antioxidant enzymes quantitative real-time polymerase

chain reaction

Freshly isolated islets were sonicated (Sonics & Materials, Newtown, CT, USA)
in TRIzol reagent (InVitrogen, Sdo Paulo, Brazil) for 30 s. After being cleared of debris

by centrifugation at 6000 x g, total RNA was isolated according to the manufacturer’s
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guidelines and quantified by a spectrophotometer. The integrity of RNA was verified by
agarose gel electrophoresis. Complementary DNA was prepared using 3 ug of total
RNA and a reverse transcriptase. The primers used in the experiments were the
standard TagMan brand (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The genes
analyzed were SOD1 (GenBank NM 017050.1), GPX1 (GenBank NM 030826.3), CAT
(GenBank NM 012520.1). Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
(GenBank NM 017008) was used as a house keeping gene. Real-time polymerase
chain reaction was carried out in the StepOne polymerase chain reaction cycler
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The polymerase chain reaction conditions
were 95°C for 10 min, followed by 40 cycles at 95° for 10 s and 60°C for 45 s. Real-
time data were analyzed using the Sequence Detector System 1.7 (Applied

Biosystems, Foster City, CA, USA).

Antioxidant enzymes activity assays

After sonication (Sonics & Materials, Newtown, CT, USA), islets homogenates
were centrifuged at 15000 x g, during 15 min at 4° C. The supernatant was decanted
and assayed for SOD1, GPx1 and CAT. CAT activity was measured photometrically in
50 mM phosphate buffer (pH 7.0) by monitoring the decrease in absorbance at 240 nm
after the addition of 10 mM H,0O; [43]. SOD1 and GPx1 activities were measured by
ELISA. SOD1 was measured adding 20 ug of protein to 150 ul of hipoxantine (0,1mM),
xantine oxidase (0.07 U) and nitrobluetetrazolium (0,6mM), absorbance was recorded
at 560 nm, according to Winterbourn et al. [44]. GPx1 was measured adding 20 ug of
protein to 150 pl of reduced glutathione (10 mM), NADPH (4 mM), glutathione
reductase (1 U) and 20 ul of H,O, (25 mM), absorbance was recorded at 365 nm,

according to Yoshikawa et al. [45].

Static insulin secretion
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Groups of five islets were placed in 24 well plates containing 1 ml of Krebs-
Hepes (KRBH) solution (final concentration in mM: 115 NaCl, 10 NaHCOs, 5 KCI, 1
MgCl,, 2.5 CaCl,, 15 Hepes, 5.6 glucose and 0,3% bovine albumin (w/v), pH 7.4) and
pre-incubated with H,O, 0, 10, 100, 150, 200, 250 and 300 uM. In addition, islets were
also pre-incubated with H,O, 150 uM plus NAC 10 mM. Perifusate solutions were
gassed for 30 minutes with 95% O, and 5% CO, at 37°C. After 30 minutes this solution
was quickly removed and replaced by the same KRBH solution and incubated with
glucose 2.8, 8.3, 11, 22.2 or 33.3 mM for 60 min. After 60 min of incubation, the plates
were chilled in ice bath and supernatant was transferred to tubes and stored at -20°C
for posterior insulin measurement. Insulin concentration in all samples was measured
by RIA using rat insulin as standard, *°l-labelled bovine insulin as the radioactive

tracer and guinea-pig anti-porcine insulin serum as the antibody [46].

Statistical analysis

Results are expressed as means + SEM. Statistical analyses were performed
with help of Statistic 6.0 for Windows software, using Student-t-test and One-way
ANOVA with student-Newman-Keuls post-hoc test. P values of less than 0.05 were

considered statistically significant.
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Figure Legends

Figure 1. SOD1, CAT and GPX1 messenger RNA (mRNA) (A, B and C respectively) in
isolated islets from control (NP, 17% protein) and low-protein-fed rats (LP, 6% protein).
Values are presented as mean + SEM (n=5-9) normalized by the internal control

(GAPDH) from two independent experiments.

Figure 2. SOD1, CAT and GPX1 activities (A, B and C respectively) in isolated islets
from control (NP, 17% protein) and low-protein-fed rats (LP, 6% protein). Values are

presented as mean £ SEM (n=4). * p < 0.05 (Student’s-t-Test).

Figure 3. Isolated pancreatic islets static insulin secretion from control (NP, 17%
protein) and low-protein-fed (LP, 6% protein) rats. Islets were pre-incubated in Krebs-
Ringer solution containing glucose 5.6 mM with or without 10 yM H,O, for 30 minutes.
After pre-incubation, islets were incubated for 60 minutes in Krebs-Ringer solution
containing glucose 2.8, 11 e 22.2 mM. Values are presented as mean + SEM (n=12-

45), *p<0.05 (Student’s-t-Test) compared to NP for the same condition.

Figure 4. Isolated pancreatic islets static insulin secretion, percent from control and
percent from maximal insulin secretion (A, B and C respectively) in NP and LP rats.
Islets were pre-incubated in Krebs-Ringer solution containing glucose 5.6 mM with

H,0O, (0, 10, 100, 150, 200, 250 and 300 uM) for 30 minutes. After pre-incubation, islets
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were incubated for 60 minutes in Krebs-Ringer solution containing glucose 22.2 mM.
Values are presented as mean + SEM (n=7-20). *p<0.05 (ANOVA one-way and
student- Newman-Keuls post-hoc test) compared to glucose 2.8 mM condition from the

same experimental group.

Figure 5. Isolated pancreatic islets static insulin secretion, percent from control and
percent from maximal insulin secretion (A, B and C respectively) in NP and LP rats.
Islets were pre-incubated in Krebs-Ringer solution containing glucose 5.6 mM with
H,0, (0, 10, 100, 150, 200, 250 and 300 uM) for 30 minutes. After pre-incubation, islets
were incubated for 60 minutes in Krebs-Ringer solution containing glucose 33.3 mM.
Values are presented as mean + SEM (n=6-8). *p<0.05 (ANOVA one-way with student-
Newman-Keuls post-hoc test) compared to glucose 2.8 mM condition from the same

experimental group.

Figure 6. Isolated pancreatic islets static insulin secretion from control (NP, 17%
protein) and low-protein-fed (LP, 6% protein) rats. Islets were pre-incubated in Krebs-
Ringer solution containing glucose 5.6 mM with or without H,O, 150 pM and NAC 10
mM for 30 minutes. After pre-incubation, islets were incubated for 60 minutes in Krebs-
Ringer solution containing glucose 2.8 and 33.3 mM. Values are presented as mean +
SEM (n=6-12). Different symbols indicate statistical significance (p<0.05) (Student’s-t-
Test and ANOVA one-way with Student-Newman-Keuls post-hoc test) among different

conditions.
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629  Table 1. Growth and blood parameters.

NP LP

Body weight (g) 451.7 : 12173 262.7 : 17.473 *
Fast total protein (g/dl) 7,77 : 0,33 6,55 : 0,34"
Fed albumin (g/dl) 2,89 : 0,05 272 : 009"
Fast albumin (g/dI) 2,98 : 0,10 2,65 : 0,08"
Fast glucose (mg/dI) 69 : 1.88 65.69 : 2.00
Fast insulin (ng/mi) 1,04 : 0,12 0,71 : 0,13

AUC ipGTT (mg/dl.min) 31228.33 : 1577.47 181455 : 123109~

630

631  Values are presented as mean + SEM for body weight (n=10), fed total plasma protein
632 (n=9), fast total plasma protein (n=5-6), fed albumin (n=9), fast albumin (n=10), fast
633  glycaemia(n=13), fast insulin (n=8-10) and ipGTT area under the curve (AUC) (n= 9-
634  10). * p < 0.05 (Student’s-t-Test).
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Table 2. Detailed 17% normal protein (NP) and 6% low protein (LP) diets composition.

Ingredient Normal protein {17% Low protein (6% protein)
protein) {g/kg) (g/kg)
Casein {84% protein) 202.0 715°
Cornstarch 3970 480.0°
Dextrinised cornstarch ~ 130.5 159.0°
Sucrose 100.0 121.0°
Soybean oil 700 700
Fiber 500 500
Mineral mix ** 350 350
Vitamin mix ** 10.0 100
|I-Cystine 30 1.0
Choline chlorydrate 25 2.5

*Difference between the two isocaloric diets.

** For detailed composition see Reeves et al., 1993.
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Table 3. Real time RT-PCR primers used for mRNA quantification.

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

Fw: 5'-TGAAGAGAGGCATGTTGGAGA - 3’
SOD1 NM 017050.1 147 60 40
Rv: 5-TCATCTTGTTTCTCGTGGACC- 3’

Fw: 5'-CCCTCAAGTATGTCCGACCC- 3’
GPX1 NM 030826.3 105 60 40
Rv: 5-GCAGGAAGGTAAAGAGCGGG- 3’

Fw: 5'-GATGAAGCAGTGGAAGGAGC- 3°
CAT NM 012520.1 154 60 40
Rv: 5°-TGCCATCTCGTCGGTGAA A- 3’

Fw: 5'-GGAGAAACCTGCCAAGTATGATG- 3’
GAPDH NM 017008 97 60 40
Rv: 5'-AACCTGGTCCTCAGTGTAGCCC- 3’

Fw: Forward; Rv: Reverse.
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NP LP
Body weight (g) 451.7 : 12173 262.7 : 17.473*
Fast total protein (g/dl) 7,77 : 0,33 855 :0,34"
Fed albumin (g/dl) 280003 2,72 :0,00*
Fast albumin (g/dl) 298: 010 265:008"
Fast glucose (mg/dl) €9 : 1.88 66.69 : 2.00
Fast insulin (ng/ml) 1,04 0,12 071 :013

AUC ipGTT (mg/dl.min)

31228.33 : 1577.47 181455 : 1231.89*
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Ingredient Normal protein (17% Low protein (6% protein)
protein) (g/kg} (e/kg)
Casein (84% protein} 2020 71.5°
Cornstarch 397.0 480.0°
Dextrinised cornstarch 1305 159.0°
Sucrose 100.0 121.0°
Soybean oil 700 700
Fiber 500 500
Mineral mix *# 350 350
Vitamin mix ¥# 100 10.0
I-Cystine 30 1.0
Choline chlorydrate 2.5 25
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mMRNA Genbank code Primer sequences Product size  Annealing Temperature (C°) Cycles
SOD1 NM_017050.1  Fw: 5"-TGAAGAGAGGCATGTTGGAGA - 3 147 60 40
Rv: 5-TCATCTTGTTTCTCGTGGACC- 3
Fw: 5-CCCTCAAGTATGTCCGACCC- 3
GPX1 NM_030826.3 105 60 40
Rv: 5-GCAGGAAGGTAAAGAGCGGG- 3
Fw: 5"-GATGAAGCAGTGGAAGGAGC- 3’
CAT NM_012520.1 154 60 40
Rv: 5-TGCCATCTCGTCGGTGAA A- 3’
Fw: 5'-GGAGAAACCTGCCAAGTATGATG- 3°
GAPDH NM_017008 97 60 40

Rv: 5"-AACCTGGTCCTCAGTGTAGCCC- 3’
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