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RESUMO

Os processos fisioldgicos como ciclo sono-vigilia e 0 metabolismo estdo sujeitos a
oscilagdes circadianas e sdo regulados por um conjunto de genes conhecidos como genes do
relégio, ou clock genes. Mutagao nesses genes em camundongos reduz a secrecio de insulina e
a proliferacdo das células 3 pancredticas promovendo intolerancia a glicose e hiperglicemia.
Disttrbios nutricionais em fases iniciais da vida estdo associados com o aparecimento do
Diabetes Mellitus tipo 2 na vida adulta. Camundongos submetidos a restricdo proteica
intrauterina apresentam expressao alterada dos clock genes e maior suscetibilidade ao ganho
de peso e intolerancia a glicose. Neste trabalho tivemos como objetivo determinar a expressao
didria dos clock genes em tecidos periféricos, hipotdlamo e ilhotas pancredticas de
camundongos submetidos a restricdo proteica. Avaliamos também o perfil oscilatério da
secrecao de insulina estimulada por glicose e pelo agonista colinérgico carbacol nesse modelo
animal. Camundongos submetidos a restricdo proteica (R) apresentaram caracteristicas tipicas
de desnutricdio como menor peso corpéreo, hipoinsulinemia, hipoproteinemia e maior
tolerancia a glicose e a insulina. Camundongos R apresentaram maior consumo alimentar,
acompanhado de alteracoes no perfil oscilatério de genes hipotalamicos Pomc (Pro-
opiomelanocortina) e Npy (Neuropeptideo Y). Nesse tecido, somente o gene do relégio Rev-
erba teve sua expressdo influenciada pela restricdo proteica. Camundongos R apresentaram,
no figado e musculo perda do perfil oscilatério para os genes Bmall e Clock. Ainda, no figado
e ilhotas pancredticas a expressdo de Rev-erba foi alterada, com reducdo no contetdo de
mRNA. Em relagdo ao gene Perl, camundongos R exibiram adiantamento na expressao desse
gene no tecido adiposo. No musculo e ilhotas houve perda da oscilagdo didria para esse gene.
Camundongos R exibiram, no musculo e tecido adiposo, adiantamento na expressdo do gene
Per2.

Ilhotas isoladas de camundongos controle (C) apresentaram padrdo oscilatorio de
secre¢do de insulina sendo os maiores niveis atingido nos ZT 2 e 14 e reducdo no ZT 8.
Contudo, camundongos R apresentaram reducdo na secrecdo de insulina estimulada por
glicose, e perda do seu perfil oscilatorio. O grupo R ndo apresentou alteracdo na liberagdo de
insulina na presenca do agonista e antagonista de Rev-erbo. Além disso, a expressdo dos genes
Sintaxina, Sinaptotagmina, e Insulina, estdo reduzidos em camundongos R. O grupo R

também apresentou perda oscilatéria da secrecdo de insulina na presenca de glicose associada
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ao Carbacol e reducdo na expressdo do Receptor Muscarinico de Acetilcolina. Com o0s
presentes resultados podemos concluir que camundongos submetidos a restricdo proteica
apresentaram caracteristicas tipicas de desnutricio com alteracdo na homeostase glicémica e
secrecao de insulina. Ademais, camundongos R exibiram perda do perfil de secrecdo desse
hormdnio ao longo de 24 horas, o qual estd relacionado com as alteragdes na expressdao de
Rev-erbo. Além disso, houve alteracdo no perfil de expressdao dos genes clock, em especial
Rev-erbo, Perl e Per2 nos tecidos periféricos, fato que pode estar relacionado com as

alteracdes na tolerancia a glicose e insulina em camundongos R.

viil



ABSTRACT

The physiological processes such as sleep-wake cycle and metabolism are subject to
circadian fluctuations and are regulated by a group of genes known as clock genes or genes
clock. Mutations in these genes in mice reduces insulin secretion and B-pancreatic cell
proliferation promoting impaired glucose tolerance and hyperglycemia. Nutritional disorders
in the early stages of life are associated with the onset of type 2 diabetes in adulthood. Mice
subjected to intrauterine protein restriction have altered expression of clock genes and
increased susceptibility to weight gain and glucose intolerance. In this study we aimed to
determine the daily expression of clock genes in peripheral tissues, hypothalamus and
pancreatic islets of mice subjected to protein restriction. We also evaluated the oscillatory
profile of the glucose stimulated insulin secretion and the cholinergic agonist carbachol in this
animal model. Mice subjected to protein restriction (R) showed typical features of
malnutrition as lower body weight , hypoinsulinemia , hypoproteinemia and increased glucose
tolerance and insulin. R mice had higher food consumption, accompanied by changes in the
oscillatory profile to Pomc and Npy gene in the hypothalamus. In this tissue, only the
expression Rev- erba gene was influenced by protein restriction. Mice R showed in the liver
and muscle loss of the oscillatory profile to Clock and Bmall gene. Still, in liver and
pancreatic islets the expression of Rev- erba was changed, with reduction in mRNA content.
Regarding the Perl gene, R mice exhibited advance in the expression of this gene in adipose
tissue. In muscle and islets there was loss of daily fluctuation for this gene. R mice exhibited,
muscle and adipose tissue, in advance of Per2 gene expression.

Islets isolated from control mice (C) showed oscillatory pattern of insulin secretion
with the highest levels attained in the ZT 2 e 14 and reduction in the ZT 8. However, R mice
had reduced glucose stimulated insulin secretion and loss of its oscillatory profile. R group
showed no change in insulin release in the presence of Rev- erba agonist and antagonist.
Furthermore, the expression of Syntaxin, Synaptotagmin, and Insulin genes are reduced in R
mice. R group also exhibited oscillatory loss of insulin secretion in the presence of glucose
linked Carbachol and the reduction in the expression of Muscarinic Acetylcholine Receptor.
With these results we can conclude that mice subjected to protein restriction showed typical

features of malnutrition with alterations in glucose homeostasis and insulin
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secretion. Moreover, R mice exhibited loss of secretion of this hormone profile over 24 hours,
which is associated with changes in the expression of Rev- erba. In addition, there were
changes in expression profile of clock genes, especially Rev-erba, Perl and Per2 in peripheral

tissues, which may be related to changes in glucose tolerance and insulin in R mice.
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1 INTRODUCAO

1.1 Ritmos bioldgicos, homeostasia glicémica e diabetes

Como forma de adaptacdo aos fatores ciclicos ambientais, 0s seres Vvivos
desenvolveram, ao longo da evolu¢@o, uma distribuicdo temporal de suas fungdes durante o
dia e a noite, 0 més ou o ano. Os eventos bioldgicos que apresentam uma repeticao periddica
recebem o nome de ritmos biolégicos. Quando as oscilacdes desses fendmenos se completam
em aproximadamente 24h (periodo de 24 + 4h) sdo denominados ritmos circadianos. Essas
variagdes didrias nos eventos bioldgicos sdo de origem enddgena, e permitem que 0 organismo
antecipe ou se prepare para mudangas periddicas que ocorrem no ambiente (Delezie and
Challet 2011). No entanto variacdes ciclicas dos fatores ambientais sdo capazes de influenciar
a expressdo do ritmo circadiano. Tais fatores foram denominados de agentes sincronizadores,
arrastadores ou Zeitgeber Time - ZT - (do termo alemao, temporizador), sendo que esses
apresentam um papel importante para sincronizar o reldgio circadiano periodicamente
(Rawashdeh and Maronde 2012).

A ritmicidade circadiana € gerada por meio de al¢as auto-regulatérias compostas pelos
fatores de transcricdio BMALI1(Brain and Muscle Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear
Translocator (ARNT)-like) e CLOCK (Circadian Locomotor Output Cycles Kaput) que por
sua vez induzem a expressdo de Per 1-3 (Period) e Cry 1-2 (Cryptochrome). Apds o aumento
da concentracdo citoplasmatica das proteinas PER e CRY, essas heterodimerizam e deslocam-
se até o nucleo inibindo a expressdao de Bmall. Os fatores de transcricdio CLOCK e BMALI1
também irdo induzir a expressdo dos NHRs (Orphan Nuclear Hormone Receptor) tais como,
RORa (Retinoic Acid-related Orphan Receptors) e REV-ERBa (Nuclear Receptor Encoded by
NR1D1), os quais quando ativados irdo promover a ativa¢do e repressdo da transcricdo de
Bmall, respectivamente (Preitner et al. 2002; Guillaumond et al. 2005; Ko e Takahashi 2006;
Crumbley e Burris 2011).

Em mamiferos os ciclos de sono vigilia, atividade cardiovascular, temperatura
corpdrea, bem como o metabolismo energético obedecem um ritmo circadiano e sdao regulados
por um relogio biolégico endégeno (Froy 2010). Esse sistema endégeno € organizado de
maneira hierdrquica, onde o marcapasso central estd localizado no niicleo supraquiasmético

(SCN) no hipotdlamo (Welsh et al. 1995; Weaver 1998; Welsh et al. 2010). Outras 4reas
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hipotalamicas (extra-SCN), como niicleo arqueado e paraventricular e 4rea lateral
hipotaldmica sdao regulados pelo temporizador SCN, uma vez que esse emite projecdes
neuronais para essas areas hipotalamicas e em respostas essas regides extra-SCN, via sistema
nervoso autonomo e liberacdo de hormodnios, controlam a atividade locomotora, ingestdao
alimentar e processos metabdlicos nos tecidos periféricos (Feillet et al. 2008; Huang et al.
2011). O SCN ainda promove a sincroniza¢do da maquinaria dos genes do relégio presentes
nas células de tecidos periféricos como figado, misculo e tecido adiposo e também o pancreas
enddcrino, fato que permite que esses tecidos regulem a periodicidade da expressdo de mRNA
que serdao traduzidos em enzimas envolvidas na glicélise, oxidagdo dos 4cidos graxos e
fosforilagdo oxidativa, ao longo do dia (Lee et al. 2001; Miihlbauer et al. 2004; Zvonic el al.
2006; McCarthy et al. 2007; Hsieh et al. 2010; Schmutz et al. 2012).

A tolerancia a glicose e sensibilidade periférica a insulina sdo fundamentais para a
regulacdo da homeostase glicEémica e também estdo sujeitos a oscilagdes circadianas. Shi et al.
(2013) realizaram, clamp hiperinsulinémico euglicEmico em diferentes CTs (tempo
circadiano) em camundongos C57BL6/J e observaram um ritmo circadiano préprio da agcao
periférica da insulina, visto que esses roedores apresentaram maior resisténcia a acdo desse
hormdnio durante o periodo diurno, caracterizado por baixa atividade locomotora e consumo
alimentar. Além disso, evidéncias da literatura demonstram que componentes intracelulares da
via de sinalizacdo da insulina, como PI3K (Fosfatidilinositol 3 quinase) e a Akt possuem
ritmicidade circadiana (Anea et al. 2009). Ademais dados da literatura mostram que a secrecao
de insulina, em ilhotas isoladas, obedece a um padrao oscilatério de liberacdo (Delattre et al.
1999; Green et al. 2008; Peschke and Peschke 1998). Vieira e colaboradores (2012) também
observaram em ilhotas de camundongos Swiss um perfil oscilatério na secrecdo desse
hormonio. Ademais foi verificado a participagdo do gene, Rev-erba, como um novo regulador
do acoplamento estimulo/secrecdo de insulina, proliferacdo de células B pancreaticas e no
metabolismo de lipideos.

A perda da sincronizagdo circadiana dos genes do reldgio estd relacionado com o
desenvolvimento do Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) (Polonsky et al. 1988; Wonn et al. 2007;
Scott et al. 2008). Camundongos com knockout para o gene Bmall apresentaram diminui¢do
no tamanho e proliferagdo, bem como aumento na taxa de morte das células B pancreaticas.
Além disso, esses roedores apresentam prejuizo na secre¢ao de insulina estimulada por glicose

e outros agentes insulinotropicos, explicando a hiperglicemia observada nesses animais
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(Marcheva et al. 2010). Corroborando com esses achados, Lee et al. (2013) verificaram em
camundongos knockout especificamente nas células B pancredticas para o gene Bmall,

reducdo da secrecdo de insulina, hiperglicemia e intolerancia a glicose.

1.2 Secrecao de insulina

A secre¢do de insulina pelas células B ¢ controlada continuamente de acordo com as
flutuacdes da concentracdo de nutrientes circulantes, em especial, a glicose. Este agicar € o
regulador mais importante da secrecdo de insulina sendo que em resposta a glicose hd um
aumento rdpido, ou pico da liberacio do hormdnio nos primeiros minutos da estimulacdo, o
qual constitui a primeira fase da secrecdo. Enquanto a concentracdo de glicose permanecer
elevada, um segundo aumento ou fase é observado, e embora seja de menor amplitude do que
a primeira resposta, esta é sustentada até que a euglicemia seja estabelecida (Straub and Sharp
2002; Hiriart and Aguilar-Bryan 2008; Rorsman and Braun 2012).

Os mecanismos responsaveis pela secrecao de insulina estimulada pela glicose iniciam-
se com o transporte deste agucar pelas células B pancreaticas, através de um transportador
especifico (GLUT 2); a glicose é fosforilada a glicose-6-fosfato pela enzima glicoquinase
(GCK) e metabolizada gerando ATP. O resultado é o aumento da relacio ATP/ADP, que
provoca o fechamento dos canais de K™ sensiveis ao ATP (Katp), presentes na membrana das
células B. A redugio do efluxo de K* das células leva a despolarizacdo da membrana que, por
sua vez, provoca a abertura de canais de Ca’" sensiveis 2 voltagem (Cav) e influxo deste cation
que ativa a maquinaria exocitética dos granulos de insulina (Hiriart and Aguilar-Bryan 2008;
Hsieh et al. 2009). A secrecdo de insulina pode ser modulada por vérios nutrientes e
hormonios peptidicos. Nutrientes como dcidos graxos, aminoécidos e cetodcidos podem
regular a secre¢do de insulina tdo bem como a glicose (Gao et al. 2003; Li et al. 2004; Um et
al. 2004). Outros hormodnios produzidos pelas ilhotas pancredticas como o glucagon e a
somatostatina exercem acao estimulatéria e inibitdria, respectivamente, sobre a secrecao das
células B (Nesher et al. 2002; McClenaghan 2007; Hiriart & Aguilar-Bryan 2008).

Além disso, o sistema nervoso autdbnomo também possui um papel de destaque sobre a
regulacdo da secre¢do de insulina. As ilhotas de Langerhans sdo inervadas por terminagdes
derivadas do nervo vago que liberam a acetilcolina (Ach) que se liga a receptores
muscarinicos acoplados a proteina G, levando a ativagdo da fosfolipase C (PLC) que por sua
vez hidrolisa lipidios de membrana, produzindo inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) e o diacilglicerol
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(DAG). O IP; estimula a liberagdo de Ca** do reticulo endoplasmético que juntamente com o
DAG ativam a proteina quinase C (PKC), uma serina/treonina quinase envolvida na
fosforilacdo de elementos da maquinaria exocitdtica, aumentando sua sensibilidade ao Ca*
(Gilon & Henquin, 2001). Finalmente, o sistema nervoso autonomo simpatico também
modula a secrecdo de insulina através da liberacdo da noradrenalina, fato que resulta na
interacdo desse neurotransmissor a receptores especificos, ay.adrenérgicos, levando a inibi¢ao
do processo secretorio pelas células B-pancredticas, através da hiperpolarizacdo da membrana

celular e reducdo da ativagdao da maquinaria exocitdtica e da formacdo de AMP. (Nakaki et al.

1981; Nilsson et al. 1988; Sharp 1996).

1.3 Desnutricao, ritmo circadiano e diabetes

A desnutricdo proteica € um termo genérico que associa uma série de doencas
relacionadas a falta de nutrientes na alimentacdo. Ela € caracterizada como uma desordem
nutricional de maior prevaléncia entre criangas de paises em desenvolvimento (Food and
Agriculture Organization of the United Nations, 2004). Dependendo da intensidade, podem ser
observados desde pequenas alteragdes metabdlicas de efeito adaptativo até faléncia organica
generalizada e irreversivel (Fagundes et al. 2007).

Estudos epidemiolégicos mostram que individuos nascidos com baixo peso corporal
possuem correlacdo positiva para desenvolver na vida adulta hipertensdo, obesidade e DM 2
(Ravelli et al. 1976; Rao 1988) Em 1992, Hales & Barker criaram a hipétese do fendtipo
econdmico (Thrifty Phenotype Hypothesis) que postula a ativacdo de uma reprogramacgdo in
utero, mediante restricdo nutricional durante a gestacdo, levando ao retardo no
desenvolvimento de 6rgdos e tecidos como rins, tecido muscular e pancreas enddcrino em
favorecimento de 6rgdos vitais como o cérebro. Essas adaptacdes poderiam repercutir na vida
adulta no desenvolvimento de doengas renais, hipertensdo arterial e DM 2, sendo esse ultimo
caracterizado pela resisténcia periférica a acdo da insulina, que pela sobrecarga secretdria pode
levar a disfuncdo e faléncia das células [ (Hales & Barker 1992; Cnop et al. 2005).

Em modelos experimentais de desnutricdo apds o desmame, observa-se frequentemente
alteracdoes na homeostase glicémica, com aumento na tolerancia a glicose e sensibilidade a
insulina no figado, musculo e tecido adiposo (Langley et al. 1994; Hales et al. 1996; Ozane et
al. 1997). Nosso grupo de pesquisa demonstrou, no musculo de ratos submetidos a restri¢ao

proteica precoce, aumento da sinaliza¢do da insulina, com maior fosforilacio do receptor de
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insulina (IR) e do seu subtrato (IRS-1). Ademais, Batista et al. (2013) observaram em
camundongos tratados com dieta hipoproteica aumento da fosforilagdio da AMPK (AMP-
activated protein kinase), € o aumento dessa quinase estd relacionado com maior sensibilidade
periférica (Yadav et al. 2013). Além disso, o mecanismo de secre¢do de insulina encontra-se
alterado em resposta a estimulos secretérios de nutrientes, agentes despolarizantes e
potencializadores da secrecdo via alteracio do influxo e mobilizacdo intracelular de fons Ca**,
bem como da expressio de genes e proteinas fundamentais para o acoplamento
estimulo/secrecao de insulina (Latorraca et al. 1998; Araujo et al. 2004; Ferreira et al. 2004;
Filiputti et al. 2010; Soriano et al. 2010; Batista et al. 2011; Batista et al. 2013).

Todavia, vdrios estudos tem mostrado que ratos submetidos a desnutricdo proteica
intrauterina com 15 meses de vida apresentaram reducdo da tolerancia a glicose acompanhado
de menor sensibilidade a insulina e aos 17 meses se tornaram diabéticos (Hales et al. 1996;
Petry et al. 1997; Ozanne et al. 1997; Petry et al., 2001). Ozanne e colaboradores (2001)
verificaram na prole de ratas desnutridas reduc¢do da capacidade do tecido adiposo epididimal
em responder ao estimulo da insulina, uma vez que na presencga desse hormonio a atividade da
PI3K e da Akt foi reduzida.

Outros estudos descreveram o desenvolvimento de resisténcia a insulina em roedores
desnutridos alimentados com dieta hiperlipidica. Bol et al. 2009 observaram que camundongos
submetidos a desnutri¢do intrauterina foram mais suscetiveis aos efeitos deletérios da dieta
hipercaldrica refletido por maior ganho de peso corpdéreo, maior concentracdo plasmadtica de
glicose e leptina e hiperfagia. Além disso, esses roedores exibiram alteragdes na expressdao de
genes no tecido adiposo perigonadal incluindo, Srebp-1c (Sterol regulatory element binding
protein Ic), Fas (Fatty acid synthase) e leptina. Batista et al. (2013) observaram em
camundongos desnutridos apos o desmame seguido do tratamento com dieta hiperlipidica,
aumento de peso corpdreo, perda da tolerancia a glicose e sensibilidade periférica a insulina,
bem como aumento da producdo hepatica de glicose. Os achados acima indicam que a
restricdo proteica aumenta a sensibilidade a insulina em fases iniciais da vida, porém esse
efeito parece ser transitorio podendo ser invertido durante a vida adulta e senescéncia. Ainda,
a reprogramacao metabdlica induzida pela desnutricdo pode favorecer o desenvolvimento de
obesidade e intolerancia a glicose apds exposicdo a dietas contendo alto teor de gorduras e

calorias.



Outro fator envolvido no desenvolvimento das alteracdes encontradas em modelos
animais de restricdo proteica € o desequilibrio circadiano na expressdao dos genes do reldgio
(Orozco-Solis et al. 2011). Estudos em figado de camundongos que foram submetidos a
restricdo proteica durante a gestacdo mostram que a expressdo de Bmall e Per2 esta
aumentada e ndo exibem variacdes circadianas. Além disso, esses animais apresentam redugdo
na expressdo de Rev-erbo, e aumento na expressao de Tnf-a, Fas e glicose-6-fosfatase. Ainda,
esses camundongos apresentaram maior suscetibilidade ao ganho de peso e maior adiposidade
quando alimentados com dieta hiperlipidica. Sendo assim, exposi¢do a dieta hipoproteica no
periodo gestacional estd também associada a desregulacdo na oscilagdo circadiana de genes
envolvidos no metabolismo da glicose e lipideos (Sutton et al. 2010). Além disso, alteragcdes
na integridade do ritmo biol6gico apresentado por esses camundongos poderiam estar
relacionados com a predisposicao apresentada por esse modelo animal e também em humanos
para o desenvolvimento de doencas como obesidade e DM?2.

Contudo, a participacdo dos genes do reldgio biolégico como um importante fator nas
mudangas geradas pela restricdo proteica, apés o desmame, na homeostase glicémica ainda
ndo foram totalmente elucidadas. Além disso, nao ha dados na literatura mostrando o perfil de
secrecdo de insulina, bem como as oscilagdes dos clock genes em ilhotas isoladas de

camundongos desnutridos.



2 OBJETIVOS

Nosso estudo teve por objetivo avaliar o perfil de secrecdo de insulina, bem como o
envolvimento dos clock genes no controle do acoplamento estimulo/secrecdo desse hormdnio
em ilhotas isoladas de camundongos desnutridos. Avaliamos também a expressao desses genes
em tecidos periféricos e hipotdlamo para correlaciond-los com o controle da homeostase

glicémica nesse modelo experimental.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 a partir de 30 dias, provenientes do Biotério
Central da UNICAMP, os quais foram distribuidos nos seguintes grupos experimentais:

a) Controle (C): os animais receberam dieta normoprotéica (14% de proteina) por todo
o periodo experimental (8 semanas).

b) Restritos (R): os animais receberam dieta contendo 6% de proteina por todo o
periodo experimental (8 semanas).

Os camundongos foram mantidos no biotério setorial do departamento de Biologia
estrutural e funcional, sob condi¢do padronizada de iluminacdo com 12 horas de ciclo
claro/escuro (periodo claro 06:00-18:00h) e temperatura de 22+2 °C. Para estudar a varia¢io
circadiana de alguns parametros propostos nesse projeto, camundongos C57BL/6, foram
eutanasiados em diferentes horérios (8:00, 14:00, 20:00 e 2:00 h) ou Zeitgeber (ZT) 2, 8, 14 ¢
20, respectivamente. Os animais dos ZT 14 e 20, tanto C como R, permaneceram em rack
desenvolvida especificamente para estudos de ritmos circadianos, na qual o ciclo claro/escuro
foi invertido, ou seja, o periodo claro ocorreu das 18:00 as 6:00h. As condicdes de
temperatura, luminosidade e umidade foram padronizadas no interior da rack para que
permanecessem semelhantes a cimara do biotério.

As dietas, mistura de vitaminas e minerais, cujas composi¢des encontram-se descritas
na Tabela 1, foram adquiridas comercialmente da empresa Pragsolucdes (Jau-SP). A dieta
controle segue as recomendacdes do Instituto Americano de Nutrigdo (AIN-93) para roedores

nas fases de crescimento, gravidez e lactacdo.

Tabela 1: Composicao das Dietas

Normoproteica | Hipoproteica
Ingredientes (g/Kg) (14% proteina) | (6% proteina)
Caseina 140 71,5
Amido 465,7 502,5
Dextrina 155 1665
Sacarose 100 121




L-cistina 1,8 1
Fibra (microcelulose) 50 50
Oleo de soja 40 40
Mistura de sais AIN93G* 35 35
Mistura de vitaminas AIN93G* 10 10
Cloridrato de colina 2,5 2,5
Caloria (Kcal/Kg) 3,88 3,88

* Composigdo detalhada dada por Reeves et al.,(1993).

4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.1 Avaliacao corporea e do estado nutricional

Os camundongos foram pesados e o comprimento naso-anal (CNA) foi medido, para
posterior cdlculo do Indice de Lee (raiz cibica peso/CNA). Em seguida, os camundongos
foram eutanasiados e os tecidos como figado, musculo, coracdo, tecido adiposo foram pesados
e os respectivos valores percentuais foram expressos em relacdo ao peso corpéreo de cada
camundongo. Além disso, o sangue foi coletado em tubos eppendorf contendo anticoagulante
(heparina 1:1000). O plasma foi separado por centrifugacio a 1.600 rpm durante 15 minutos e
armazenado a —20 °C para posterior determina¢do de insulina por radioimunoensaio. Também
foram quantificados os triglicerideos, colesterol, proteinas totais e albumina plasmaticos
utilizando kits comerciais de acordo com as instrugdes do fabricante. (Merck®, Alemanha;

Wako®, EUA; Bioclin®, Brasil; Bioliquid®, Brasil).

4.2 Teste de Tolerancia a glicose (ipGTT) e a insulina (ipITT)

Animais dos grupos estudados apdés 12h de jejum foram pesados, e em seguida foi
realizada a coleta de sangue pela cauda para obtencdo da glicemia de jejum (tempo 0), por
meio de um glicosimetro (Accu-Chek Advantage, Roche, Suica). Em seguida, os animais
receberam uma injecdo ip de glicose na concentracdo de 2g/Kg peso corporal. A glicemia foi
verificada aos 15, 30, 60 e 120 min apods a aplicag@o da glicose. O calculo da drea abaixo da

curva representa, em unidades arbitrarias, o perfil de glicose ao longo do teste do GTT.
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Para o ipITT os animais dos grupos em estudo, no estado alimentado, foram pesados e
a glicemia inicial (tempo 0) foi aferida por meio de um glicosimetro. Em seguida, os animais
receberam injecdo ip de 0,75U/Kg de insulina e a glicemia verificada nos tempos 5, 10, 15, 30
e 60 min apds a administracio de insulina. O cédlculo da drea abaixo da curva representa, em

unidades arbitrdrias, o perfil de glicose ao longo do teste do ITT.

4.3 Isolamento de Ilhotas Pancreaticas de camundongos

Os animais foram eutanasiados nos ZTs 2, 8, 14 e 20 e apds incis@o abdominal o figado
foi rebatido para expor a vesicula biliar e a por¢do proximal do ducto biliar comum.
Utilizando-se de um fio cirdrgico, o ducto pancredtico foi obstruido a altura da papila maior
para evitar a saida de solu¢do de colagenase para o duodeno. Na porcdo distal do conduto
biliar comum, abaixo da vesicula biliar foi realizada uma pequena incisdao no ducto, com
tesoura cirdrgica oftalmoldgica, para introduzir uma agulha de insulina, e em seguida a agulha
foi fixada em sua posi¢do por meio de um fio cirtrgico. Através dessa agulha foi injetado no
pancreas 2 a 3 ml de solucdo de Hanks com colagenase tipo V Sigma (0,8 mg/mL). Este
procedimento facilitou o acesso da colagenase para todo o pancreas para sua conseqiiente
extracdo. O pancreas foi retirado da cavidade abdominal por dissecacao e transferido para um
tubo de 15 ml. Em seguida foi adicionado mais 7 ml da solucdo de Hanks com colagenase e o
tubo foi submergido em banho termostatizado a 37°C durante 17 min. No final deste periodo
foi realizada uma pequena agitacdo de 30 segundos para facilitar a desagregacdo do tecido
pancredtico. A digestdo do tecido foi interrompida mediante a adicdo de Hanks a 4 °C. O
conteudo do tubo foi transferido para um becker e o material foi centrifugado com solucdo de
Hanks por 4 vezes para a remoc¢do da colagenase, enzimas digestivas liberadas durante a
incubacdo, e também fragmentos celulares. As ilhotas, completamente separadas do tecido
acinar, foram coletadas uma a uma, sob lupa, por aspiracdo com o auxilio de pipeta Pasteur,

previamente estirada e siliconizada.

4.4 Secrecao Estatica de Insulina

Grupos de 4 ilhotas pancredticas dos diferentes grupos estudados foram transferidas
para placas de cultura com 24 pocos contendo 0,5 ml de solug¢do de Krebs suplementada com
0,3% de albumina bovina (m/v) e 5,6 mM de glicose. A seguir as placas foram acondicionadas
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em uma estufa a 37°C e mantidas em ambiente controlado (umidificado e gaseificado com
95% 0,/5% CO,). O pH da solucdo foi ajustado para 7,4 pela injecdo desse gas. Inicialmente
as ilhotas foram pré-incubadas por 30 min em 5,6 mM de glicose. A solucdo foi rapidamente
removida e substituida por nova solu¢do de incubacdo contendo 5,6; 8,3; 16,7; 22,2; 27,7 e
33,3 mM de glicose. Nos experimentos para avaliar a via colinérgica a incubacgdo foi realizada
com 8,3 mM de glicose em associacdo com 100 uM de carbacol. Para avaliar a participacao
do gene do relégio Rev-erba. no processo secretério de insulina, foram realizados
experimentos incubando ilhotas pancredticas com 10 uM do agonista de Rev-erba — GSK
4112 e com 10 pM do antagonista de Rev-erba - SR8278. Ap6s 60 min de incubagio, as
placas foram resfriadas por 10 minutos na geladeira e o sobrenadante removido, transferido
para tubos de ensaio e armazenado a —20 °C para posterior dosagem de insulina por
radioimunoensaio. Em seguida as ilhotas incubadas na condicdo 2,8 mM foram coletas e
colocadas em eppendorfs (1,5mL) sendo acrescentado ImL de dgua Milllig. Logo apds as
ilhotas foram sonicadas e armazenadas a -20° para posterior dosagem do contetdo total de

insulina.

4.5 Dosagem de Insulina

A insulina plasmatica e secretada durante os experimentos in vitro foi quantificada pelo
método de radioimunoensaio (Ribeiro et al., 2010), utilizando-se anticorpo especifico (anti-
rat), insulina de rato para tracar a curva padrdo e insulina recombinante humana marcada com

Iodo 125 (PerkinElmer).

4.6 Real Time PCR

Ap6s a coleta dos tecidos figado, musculo, tecido adiposo, hipotdlamo e ilhotas
isoladas nos ZTs 2, 8, 14 e 20, o RNA total foi extraido e amostra de 2 ug de cada RNA foi
submetida a reacdo de transcri¢gdo reversa (RT) com primers randomicos. Para isto, foi
adicionado em cada amostra tampao da enzima, DTT (100 mM), dNTP mix (10mM), e a
enzima SuperScript II (200U; Invitrogen — Life Technologies). Em seguida as amostras foram
incubadas por 2 horas a 37°C para a reacdo e obtengdo do cDNA. Os PCRs foram realizados

numa reagdo contendo 20 pl de volume final, composta por 4 ul do cDNA (0,1 pg/ul), 10
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pmol/l de cada primer e SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). Os produtos
foram detectados com o sistema 7500 Fast para real time PCR (Life-Applied Biosystems). Os
valores obtidos foram normalizados pelos valores do gene controle: riplO (ribosomal protein

large PO, ou 36B4) e foram expressados como a expressao relativa pelos niveis do controle no

ZT 2 (224°T.

Tabela 2: Lista dos primers utilizados

Gene Sequéncia Foward Sequéncia Revarse
36B4 GAGGAATCAGATGAGGATATGGGA AAGCAGGCTGACTTGGTTGC
Bmall GGACTTCGCCTCTACCTGTTCA ATAGCCTGTGCTGTGGATTGT
Clock TTGCTCCACGGGAATCCTT GGAGGGAAAGTGCTCTGTTGTAG
Rev-erba GGTGCGCTTTGCATCGTT GGTTGTGCGGCTCAGGAA
Perl GCGGGTCTTCGGCTAAGGTT AGGCTCAGCTGGGATTTGG
Per2 ATGCTCGCCATCCACAAGA GCGGAATCGAATGGGAGAAT
Cryl CTGGCGTGGAAGTCA TCGT CTGTCCGCCATTGAGTTCTATG
Cry2 AGCCCAGGCCAAGAGGAA GTTTTTCAGGCCCACTCTACCTT
Insulina AGCAAAGTCCAGGGGGCAGAGA GAAACAATGACCTGCTTGCTGATGG
Sintaxina CGGTGTGTTTCCGCTTCACCT TCACTGTGGACCGAGACCGC
Sinaptotagmina CTTAGCGTCACTATCGTCCTCTG GTAGCCAACACTGAACTGGATTC

Receptor muscarinico
de Acetilcolina
Neuropeptideo Y

Proopiomelanocortina

ACCTCTGACACCAACTCCTCG

TACTCCGCTCTGCGACACTA
GGCTTGCAAACTCGACCTC

TCCGCTTGCTGATCTGACTTC

TCTTCAAGCCTTGTTCTGGG
TGACCCATGACGTACTTCCG

4.7 Respirometria e determina¢io do metabolismo basal

Para determinacdo do consumo de oxigénio e producdo de CO,, foram utilizadas

gaiolas metabdlicas totalmente seladas e acopladas ao sistema Oxylet system (Pan Lab/Harvad
instruments, Barcelona, Espanha). Apds 24 horas de aclimatag@o ao sistema € com 0s animais
em completo repouso, foram avaliados esses padroes metabdlicos. A partir desses dados foram
feitos os célculos do quociente respiratério (RQ), gasto energético (EE) pelo programa

Metabolism® (Pan Lab/Harvad instruments, Barcelona, Espanha) acoplado ao sistema.
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4.8 Atividade Locomotora

Para avaliacdo da atividade locomotora foram utilizadas gaiolas acopladas ao sistema
(Pan Lab/Harvad instruments, Barcelona, Espanha). Apds 24 horas de aclimatacdo, iniciou-se
a determinagdo da atividade locomotora. Os dados obtidos foram analisados pelo programa

Compulsive® (Pan Lab/Harvad instruments, Barcelona, Espanha) acoplado ao sistema.

4.9 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos com média + erro padrao (EPM). A andlise de alguns
parametros entre os grupos C e R, foram avaliados por meio do Teste ¢ de Student onde
indicado. Andlises que envolvem os fatores dieta e ZT foram analisados pela varidncia
(ANOVA) de duas vias seguida do post hoc test Spjotvoll-Stoline. O nivel de significancia
adotado foi P < 0,05.
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S RESULTADOS

5.1 Caracterizaciao do modelo experimental

5.1.1 Pardmetros gerais.:

Camundongos submetidos a dieta hipoproteica (R) apresentaram ao final do periodo
experimental reducdo no peso corpdreo em relagdo ao controle — C (P<0,001; Tab. 3). Além
disso, camundongos R apresentaram reduc@o no peso relativo dos rins, sem alteracdes para os
demais 6rgaos e tecidos, quando comparados a C (P<0,05; Tab.3).

A andlise dos parametros bioquimicos no estado alimentado (Tab. 4) revelou valores
semelhantes de glicemia entre os grupos experimentais. A concentracdo plasmadtica de
insulina, colesterol, triglicerideos, proteinas totais e albumina foram menores em

camundongos R em relagdo a C (P<0,05).

Tabela 3: Peso corpéreo, indice de Lee, peso relativo do figado, rins, bago, coracdo, gorduras

retroperitoneal e perigonadal de camundongos C e R.

Controle Restrito

Peso (g) 26,360 £ 1,138 21,140 £ 0,423 **
Indice de Lee (g/cm) 0,3281 £ 0,010 0,3198 £ 0,005
Figado (g/100g) 4,388 £ 0,096 4,297 £0,115
Rins (g/100g) 1,072 £ 0,019 0,976 + 0,019%
Baco (g/100g) 0,301 + 0,020 0,265 £ 0,014
Coraciao (g/100g) 0,480 + 0,012 0,488 £ 0,012
Miisc. Gastrocnémio 0,490 £ 0,02147 0,456 = 0,022
Gord. Retroperitoneal 0,450 £ 0,048 0,566 £ 0,066

(g/100g)

Gord. Perigonadal (g/100g) 0,261 £ 0,040 0,262 £ 0,025

Dados representam Média + EPM (n=7-9), * P<0,05, ** P < 0,001 Teste ¢ de Student.

Tabela 4: Glicose, insulina, colesterol, triglicerideos, proteinas totais e albumina plasmaticas

de camundongos C e R, no estado alimentado.

Controle Restrito
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Glicose (mg/dL) 135,4+4,01 133,8+3,80

Insulina (ng/mL) 1,39 +£ 0,25 0,57 £ 0,06 *
Colesterol (mg/dL) 173,5 + 13,16 125,7 + 7,11 *
Triglicerideos (mg/dL) 103,9 + 6,36 60,01 +6,27 *
Proteinas Totais (g/dL) 4,52 +0,26 3,73 £0,23 *
Albumina (g/dL) 1,97 £0,13 0,84 +0,05*

Dados representam Média + EPM (n=7-13), *P<0,05, Teste ¢ de Student.

5.2 Homeostase energética

35.2.1 Tolerdncia a Glicose e Sensibilidade a Insulina

A Figura 1A mostra o perfil da concentracao plasmatica de glicose durante um ipGTT,
no ZT 2. Camundongos de ambos os grupos apresentaram uma glicemia de jejum similar e
ap6s a administracdo intraperitoneal de glicose (2g/Kg) houve um pico na glicemia aos 15
minutos em C e R. O perfil da glicemia, representado pela area sob a curva (ASC) foi menor
nos camundongos R quando comparado ao grupo C (P<0,05; Fig. 1B). Ademais, verificou-se
que a insulinemia nos tempos 0 e 30 do teste foi menor no grupo R em relagdo a C (P<0,05;
Fig. 1C).

A figura 2A mostra o perfil glicémico nos grupos C e R durante um ipITT, no ZT 2.
Ap6s a administracdo de insulina (0,75U/Kg), o decaimento da glicose plasmadtica foi mais

proeminente nos camundongos R como evidenciado pela andlise da ASC (P<0,05; Fig. 2B).
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Figura 1: (A) Glicose plasmaética durante ipGTT no ZT 2, (B) drea abaixo da curva (ASC) e

(C) concentracdo plasmatica de insulina aos 0 e 30 minutos do ipGTT. Dados representam
média + EPM (n=7-8), * P<0,05 entre os grupos C e R no tempo 0’; * P<0,01 entre os grupo C

e R no tempo 30 minutos. Teste ¢ de Student.
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Figura 2: (A) Glicose plasmatica durante ipITT no ZT 2 e (B) e a area sob a curva (ASC).

Dados representam média + EPM (n=7-8), * P <0,05. Teste ¢ de Student.

35.2.2 Respirometria e atividade locomotora

A figura 3A apresenta a média do consumo alimentar dos grupos C e R durante a
dltima semana de tratamento. Os valores relativos de ingesta normalizados pelo peso corpdreo
indicam maior consumo alimentar em camundongos R (P<0,05).

A respirometria de 24 h indicou que o grupo C e R apresentaram Quociente
Respiratorio (RQ) similar durante o periodo claro com valores proximos a 0,77, indicando a
utilizacdo preferencial de lipideos como fonte de energia (Fig. 3B). Durante o periodo escuro,
camundongos C e R exibiram um RQ aproximado de 0,9 mostrando preferéncia pela
metabolizacdo da glicose como fonte de energia (P<0,05). Ademais a figura 3C mostra a
mudanca dos valores de RQ ao longo de 24 horas, evidenciando a flexibilidade metabdlica de
ambos os grupos. Além disso, observamos que ambos 0s grupos possuem gasto energético
semelhante (Fig. 3D), seja durante o periodo noturno e/ou diurno.

A Figura 4A mostra a curva da atividade locomotora dos grupos C e R ao longo de 48
horas. Observa-se que ambos os grupos possuem um padrdo similar durante o periodo

16



analisado, com aumento da atividade ao apagar das luzes, e diminui¢io da mesma durante a
fase a clara. A drea sob a curva (Fig. 4B) indica que ndo ha diferenca no padrdo de atividade

locomotora entre os camundongos C e R em nenhum dos periodos avaliados.
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Figura 3: (A) Consumo alimentar, (B) média do RQ no periodo claro e escuro, (C) curva do
RQ e (D) gasto energético (fundo claro e sombreado, respectivamente). Dados representam
média + EPM (n=3).* P<0,05 C vs. R; # P<0,05 entre a fase clara e escura tanto para o grupo

C como para o R. Teste ¢ de Student.
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Figura 4: (A) Curva da atividade locomotora ao longo de 48 hr e (B) atividade locomotora
expressa pela ASC. Fundo claro e sombreado representam, respectivamente, periodo claro e

escuro. Dados representam média £ EPM (n=6). Teste ¢ de Student.

5.3 Perfil circadiano de substratos metabdlicos plasmaticos

A figura 5 mostra, em camundongos C e R, os quais permaneceram ad [libitum, a
concentragdo plasmatica de (A) triglicerideos, (B) colesterol, e (C) glicose ao longo de 24
horas. Observou-se que os niveis plasmaticos de triglicerideos apresentaram variagdo didria
através da andlise ANOVA, no grupo controle (P<0,05). No entanto, o pds-teste nao
identificou diferenca entre os ZTs. No grupo R, a mesma andlise estatistica ndo revelou
influéncia do fator horério na concentragio plasmatica de triglicérides, porém esse parametro
se manteve reduzido em relagdo a C em todos os ZTs avaliados (P<0,05). Nao foram

observadas oscilagdes ao longo de 24 horas na concentracdo plasmdtica de colesterol. No
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entanto, camundongos R apresentaram reducdo da concentracdo de colesterol plasmatico nos
ZT 2 e 8 (P<0,05; Fig. 5B).

Camundongos C apresentaram variagao didria da glicemia, com aumento significativo
nos ZTs 8 e 14 (P<0,05; Fig. 5C). Contudo, o grupo R mostrou perda dessa variacdo na
concentracdo plasmadtica de glicose, além de redugdo da glicemia nos ZTs 8 e 14, em relacado a
C (P<0,05; Fig. 5C).
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Figura 5: Oscilacdo didria da concentracdo plasmadtica de (A) triglicerideos, (B) colesterol e
(C) glicose. Fundo claro e sombreado representam, respectivamente, periodo claro e escuro.
Dados representam Média +EPM. (n=5-6) * P<0,05 entre C e R, *P<0,05 entre os diferentes
ZTs do grupo C. ANOVA duas vias seguida de pds-teste Spjotvoll Stoline.

5.4 Expressao génica

5.4.1 Hipotdlamo

A figura 6 mostra a expressdo dos neuropeptideos Pomc e Npy no hipotdlamo de

camundongos C e R avaliada nos ZTs 2, 8, 14 e 20. Os niveis de expressdo para o gene
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anorexigénico Pomc apresentou, no grupo C, oscilacdo didria, sendo o valor maximo
alcancado no ZT 14 (P<0,001; Fig. 6A). No entanto, em camundongos R, a variagcdo periddica
para esse gene foi perdida (P<0,01). No grupo C, o gene orexigénico Npy ndo apresentou
variacdo na sua expressao ao longo de 24 horas (Fig. 6B). Camundongos R também ndo
exibiram oscilacdo para esse gene, contudo, houve aumento significativo na expressao de Npy
no ZT 14, em relagdo ao grupo C (P<0,05).

Ao analisarmos a expressao dos clock genes (Fig. 7) no hipotdlamo de camundongos C
e R, observamos que a oscilagdo dos genes Bmall, Clock, Cryl e Cry2 (Fig. 7 A, B, Fe G,
respectivamente) ao longo de 24 h ndo atingiu significancia estatistica em ambos os grupos. O
gene Rev-erbo exibiu oscilacdo didria no grupo C, sendo os maiores niveis alcancados no ZT
14 (P<0,05; Fig. 7 C). Em camundongos R essa variacdo na expressao de Rev-erba foi
perdida. Os genes Perl e Per2 apresentaram o mesmo perfil de oscilacio em ambos os grupos

sendo o que houve aumento na expressao desses genes no ZT 14 (P<0,05; Fig. 7 D e E).

Expresséao de

mRNA POMC
Expressao de

mRNA NPY

Figura 6: (A) Expressdo do gene anorexigénico Pomc e (B) do orexigénico Npy no
hipotadlamo de camundongos C e R. Fundo claro e sombreado representam, respectivamente,
periodo claro e escuro. Dados representam Média EPM de valores expressos em vezes de
aumento em relacdo a C no ZT 2. (n=4-5) * P < 0,05 C vs R; # P < 0,05 entre os ZTs do grupo
C; ANOVA duas vias seguida de pos-teste Spjotvoll Stoline.
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Figura 7: (A) Expressdo génica de (A) Bmall, (B) Clock, (C) Rev-erba, (D) Perl, (E) Per2,
(F) Cryl, (G) Cry2 no hipotdlamo de camundongos C e R. Fundo claro e sombreado
representam, respectivamente, periodo claro e escuro. Dados representam Média +EPM de
valores expressos em vezes de aumento em relacdo a C no ZT 2. (n=4-5) * P < 0,05 C vs R; #

P < 0,05 entre os ZTs do grupo C; & P<0,05 entre os ZTs do grupo R. ANOVA duas vias
seguida de pos-test Spjotvoll Stoline.
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5.4.2 Figado

A Figura 8 apresenta a expressao dos principais genes do ritmo circadiano no figado de
camundongos C e R. Os genes Bmall e Clock, no grupo controle, apresentaram menor
expressao no ZT 8 e 14 (P<0,01) tendo um aumento no ZT 2 e 20. No entanto a oscilagdao
didria desses genes estd perdida nos animais desnutridos (Fig. 8A e 8B, respectivamente).

Em camundongos C, a expressdo hepdtica do gene Rev-erbo. apresentou um padrio
oscilatério ao longo de 24 horas (Fig. 8C). Nesse tecido houve um aumento na expressao de
Rev-erbo. no ZT8 (P<0,01) seguido de uma reducao acentuada nos ZT 14 e 20. Camundongos
R também apresentaram variacdo nos niveis de Rev-erba, entre o ZT 2 e ZT 20 (P<0,05), no
entanto o aumento na expressao desse gene no ZT 8 foi abolido (Fig. 8C).

Os genes Perl e Per2 (Fig. 8D e 8E, respectivamente), no grupo C, apresentaram
maior expressdao no ZT 14 (P<0,01 e 0,001, respectivamente). No grupo R a variacdo da
expressao desses genes foi similar ao controle, no entanto o aumento do contetido de mRNA
em relacdo ao ZT 2, iniciou-se no ZT 8 (P<0,05) tendo no ZT 14 o maximo de expressao
(P<0,01).

No figado de camundongos C, o conteido do mRNA de Cryl (Fig. 8F) nao revelou
diferenga significativa entre os diferentes ZTs. Em camundongos R o perfil de expressdo de
Cryl foi semelhante a C, porém em ZT 20 o conteido de mRNA foi significativamente maior
em relacdo ao ZT 2 (P<0,01). A expressdo de Cry2 ndo apresentou variagdo didria e ndo foi

influenciada pela restri¢do proteica (Fig. 8G).
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Figura 8: Expressdo génica de (A) Bmall, (B) Clock, (C) Rev-erbo, (D) Perl, (E) Per2, (F)
Cryl e (G) Cry2 no figado de camundongos C e R. Fundo claro e sombreado representam,
respectivamente, periodo claro e escuro. Dados representam Média +EPM de valores
expressos em vezes de aumento em relagdo a C no ZT 2. (n=4-5) * P < 0,05 Cvs R; # P < 0,05

entre os ZTs do grupo C; & P < 0,05 entre os ZT do grupo R. ANOVA duas vias seguida de
pos-teste Spjotvoll Stoline.

5.4.3 Miisculo
A figura 9 apresenta a expressao dos clock genes no misculo de camundongos C e R.
O gene Bmall (Fig. 9A) apresentou menor expressdo nos ZTs 8 e 14 (P<0,05). A oscilagdo

diaria desse gene no miusculo foi atenuada em camundongos R. A expressdao do gene Clock
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ndo apresentou oscilagdo ao longo de 24 horas e ndo foi influenciado pela restricdo proteica
(Fig. 9B).

A figura 9C mostra que o gene Rev-erba apresentou oscilacdo didria, com menores
valores de expressdo nos ZTs 14 e 20 (P<0,05 e 0,01 respectivamente). No musculo, a
expressao desse gene ndo foi influenciada pela restricdo proteica.

Em camundongos C, o gene Perl apresentou maiores valores de expressao nos ZTs 8 e
14 (P<0,01; Fig 9D). Nos camundongos R a oscilacdo periddica desse gene foi perdida. O
Per2 (Fig. 9E) revelou maior expressao nos ZTs 8, 14 e 20 em relacdao ao ZT 2 em C (P<
0,001), com niveis miaximos de mRNA no ZT 14. Camundongos R, para o gene Per2,
apresentaram expressdo significativamente elevada somente nos ZTs 8 e 14 (P<0,001). Ainda,
houve uma reducdo significativa na expressao desse gene no ZT 14 em relacdo a C (P < 0,01).

A expressio do gene Cryl ndo apresentou variacdo ao longo de 24 horas em
camundongos C (Fig. 9F). Em camundongos R houve um aumento significativo na expressao
desse gene no ZT 20 (P<0,001). A figura 9G mostra que a expressio de Cry2 em
camundongos controle foi significativamente elevada no ZT 14 (P<0,01). Em camundongos R

a oscilacdo didria para o gene Cry2 foi perdida.
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Figura 9: Expressao génica de Bmall (A), Clock (B), Rev-erbo. (C) Perl (D), Per2 (E), Cryl
(F) e Cry2 (G) no misculo de camundongos controle e desnutridos. Fundo claro e sombreado
representam, respectivamente, periodo claro e escuro. Dados representam Média +EPM de
valores expressos em vezes de aumento em relagdo a C no ZT 2. (n=4-5) * P<0,05 controle
vs desnutrido. # P<0,05 dentro do ZT do grupo controle e & P<0,05 entre os ZT do grupo
restrito. ANOVA duas vias seguida de pds-teste Spjotvoll Stoline.

5.4.4 Tecido Adiposo

A figura 10 apresenta os clock genes no tecido adiposo dos grupos C e R. Em

camundongos C o gene Bmall exibiu maior conteido de mRNA nos ZTs 2 e 20 e os menores
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nos ZTs 8 e 14 (P<0,001; Fig. 10A). Camundongos R exibiram o mesmo perfil de oscilacao
para o gene Bmall quando comparado ao grupo C (P<0,001; Fig. 10A). Ademais, em R, esse
gene mostrou-se aumentado no ZT 20 (P<0,05).

O gene Clock nao apresentou oscilacdo, dentro do periodo de 24 horas, no grupo
controle (Fig 10B). Em camundongos R houve oscilacio para esse gene sendo a menor
expressao no ZT 14 (P<0,05 Fig. 10B).

No tecido adiposo de camundongos C, o gene Rev-erba exibiu padrio oscilatério com
aumento de expressao no ZT 8 seguido de reducdo nos ZT 14 e ZT 20. (P<0,001; Fig. 10C).
Camundongos R apresentaram um perfil de oscilacdo ao longo de 24h semelhante ao grupo
controle (P<0,05; Fig. 10C). Ademais o grupo R exibiu menor expressao desse gene no ZT 20
em relacdo ao ZT 2 (P<0,001).

O gene Perl, em camundongos C exibiu variacao didria, atingindo maior expressao no
ZT 14 (P<0,05; Fig. 10D). Em camundongos R também houve oscilacao para o gene Perl, no
entanto esse grupo exibiu um adiantamento na expressao desse gene, uma vez que essa
ocorreu no ZT 8 seguido de redugao nos ZTs 14 e 20 (P<0,01; Fig. 10D).

A figura 10E mostra a expressao do gene Per2 que em camundongos C apresentou
varia¢do didria com aumento no ZT 14 (P<0,001). O grupo R também apresentou oscilacao
durantes as 24 horas para o gene Per2, entretanto sua expressdo foi elevada no ZT 8 e 14
(P<0,05).

No tecido adiposo o gene Cryl teve maior expressdo no ZT 20 sem influéncia do
tratamento dietético (P<0,05; Fig. 10F). A expressdo de Cry2 ndo apresentou variagdo

periddica e ndo foi influenciada pela restricao proteica (Fig. 10G).
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Figura 10: Expressdo génica de Bmall (A), Clock (B), Rev-erbo. (C) Perl (D), Per2 (E), Cryl
(F) e Cry2 (G) no Tecido adiposo retroperitoneal de camundongos controle e desnutridos.
Fundo claro e sombreado representam, respectivamente, periodo claro e escuro. Dados
representam Média +EPM de valores expressos em vezes de aumento em relagdo a C no ZT 2.
(n=4-5) * P<0,05 controle vs desnutrido. # P<0,05 dentro do ZT do grupo controle e &

P<0,05 entre os ZT do grupo restrito. ANOVA duas vias seguida de pds-teste Spjotvoll
Stoline.

5.4.5 llhotas pancredticas

27



A figura 11 mostra a expressdo dos clock genes em ilhotas pancredticas isoladas de
camundongos C e R. No grupo C observou-se maior expressdo de Bmall no ZT 2 e ZT 20 e
menores no ZT 8 e ZT 14 (P<0,05; Fig. 11A). O grupo restrito apresentou padrio oscilatério
semelhante ao exibido pelo controle. No entanto, houve reducdo na expressdo de Bmall no ZT
20 em camundongos R comparado a C (P<0,05).

O gene Rev-erbo nos camundongos C apresentou variacdo nos niveis de mRNA ao
longo de 24 horas, com maior expressao no ZT 8 e reducdo acentuada no ZT 14 e 20 (P<0,05;
Fig.11C). Camundongos R também apresentaram essa oscilacdo na expressao de Rev-erba, no
entanto o aumento dos niveis de mRNA no ZT 8 foram significativamente reduzidos (P<0,05).

O gene Perl apresentou oscilagdo didria em ilhotas, de camundongos C, com maiores
niveis no ZT 8 (P<0,05). Em ilhotas isoladas do grupo R ndo houve oscilag¢do significativa
para esse gene. O gene Per2 exibiu um padrdo oscilatério em ilhotas C, com aumento da
expressao no ZT 14 (P<0,05; Fig.11E). Ilhotas de camundongos desnutridos exibiram padrao
oscilatério semelhante a C sem diferencas induzida pelo tratamento dietético nos niveis de
mRNA para esse gene.

Em ilhotas pancredticas, o mRNA dos genes Clock, Cryl e Cry2 nio variou
significativamente ao longo de 24 h nem foi influenciado pela restricao proteica (Figs. 11B, F

e G).
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Figura 11: Expressdo génica de Bmall (A), Clock (B), Rev-erbo. (C) Perl (D), Per2 (E), Cryl
(F) e Cry2 (G) em ilhotas pancredticas de camundongos C e R. Fundo claro e sombreado
representam, respectivamente, periodo claro e escuro. Dados representam Média +EPM de
valores expressos em vezes de aumento em relacdo a C no ZT 2, (n=5-6) * P < 0,05 Cvs R; #

P < 0,05 entre os ZTs do grupo C; & P < 0,05 entre os ZT do grupo R. ANOVA duas vias
seguida de pds-teste Spjotvoll Stoline.
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5.5 Secrecao Estatica de Insulina

Na série anterior de experimentos observamos que os genes Per I, Per 2, Bmall e Rev-
erba apresentam oscilagdes didrias e, ainda, Bmall e Rev-erba tiveram seu perfil de expressao
significativamente alterado pela restricdo proteica (Fig. 11). Tendo em consideracdo a
premissa de que alteracdes nos clock genes podem impactar na fisiologia do pancreas
enddcrino (Marcheva, et al.,2010; Lee, et al., 2013), a proxima série de experimentos teve
como objetivo determinar a secrecdo de insulina em ilhotas isoladas estimuladas com glicose e

também com o agonista colinérgico carbacol nos diferentes ZTs (2, 8, 14 e 20).

3.5.1 Estimulo glicose

A Figura 12 mostra a secrecdo estdtica de insulina em ilhotas isoladas de camundongos
C e R eutanasiados nos diferentes ZTs (2, 8, 14 e 20) e expostas as seguintes concentragdes de
glicose: (A) 5,6 mM, (B) 16,7 mM (C) 22,2 mM, (D) 27,7mM e (E) 33,3mM. Em 5,6 mM nao
houve oscilagdo didria significativa na secre¢ao. No entanto, camundongos R apresentaram
menor secre¢do desse hormonio em relacdo a C no ZT 2 (P<0,05). Em camundongos C, a
secrecao de insulina frente a concentracdes estimulatérias de glicose (16,7 e 22,2 mM; Fig. 12
B e C, respectivamente) apresentou aumento nos ZTs 2 e 14 e redugdo significativa no ZT 8
(P<0,01). Somente na concentracdo de 22.2mM de glicose houve redu¢do na liberacdo de
insulina no ZT 20. (P<0,05). Em camundongos R o maior valor de secrecdo foi obtido no ZT
20 (P<0,05), porém o perfil oscilatério com intervalos de 12 horas entre os picos de secre¢ao
ndo foi observado nesse grupo. Nos ZTs 2 e 20, a secre¢do de R foi significativamente inferior
a C (P<0,01 e 0,001, respectivamente). Ademais na presenca de 27,7mM e 33,3mM, o perfil
oscilatorio de secre¢do de insulina, em camundongos C ndo foi observado. Camundongos R
também ndo apresentaram padrdo oscilatério didrio na liberacdo de insulina com 27,7mM e
33,3mM de glicose, sendo encontrado diferenca significativa de menor secre¢do em relacao a
C no ZT 8 (P<0,05; Fig 12D e E). O conteudo total de insulina foi semelhante nos diferentes
ZTs para ambos os grupos. Entretanto o contetido desse hormonio foi reduzido em ilhotas

pancredticas do grupo restrito nos ZTs 8 e 20 (Fig. 12F).
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Figura 12: Secrecio de insulina em ilhotas isoladas de camundongos C e R nos ZTs 2, 8, 14 e
20 incubadas com (A) 5,6mM, (B) 16,7mM, (C) 22.2mM, (D) 27,7mM e (E) 33,3mM de
glicose e (F) conteido total de insulina. Fundo claro e sombreado representam,

respectivamente, periodo claro e escuro. Dados representam média + EPM. (n=16) * P<0,05
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entre C e R, # P<0,05 entre os diferentes ZTs do grupo C. ANOVA duas vias seguida de pds-

teste Spjotvoll Stoline.

5.5.2 Estimulo glicose associado ao agonista e antagonista de Rev-erbo,

A figura 13 representa a secre¢do de insulina na presenca do agonista e do antagonista
de Rev-erbo. Observou-se em ilhotas isoladas de camundongos C aumento da liberagdo de
insulina na presenca de elevada concentracio de glicose em associacdo com o agonista de Rev-
erba (Fig. 13A). No entanto, ilhotas pancredticas do grupo R, ndo apresentaram essa
modulacdo na secrecdo de insulina quando estimuladas por esse agonista.

Em resposta a associacdo de 16,7 mM de glicose e do antagonista de Rev-erba, ilhotas
do grupo C apresentaram reducdo no processo secretério de insulina (Fig. 13B). Contudo, a
resposta da liberacdo desse hormdnio, frente a condicdo de elevada concentracdo de glicose e a

presenca do antagonista de Rev-erba, ndo foi alterada em ilhotas do grupo restrito.
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Figura 13: Secrecdo de insulina na presenca de (A) 10uM do agonista de Rev-erba e (B)
10uM do antagonista de Rev-erba. Dados representam média +EMP (n=16-24). # P<0,05
entre C16,7 e C16,7 + (A) Agonista ou (B) Antagonista. *P<0,05 entre C 16,7 e R 16,7. Teste

t de Student.

3.5.3 Estimulo glicose associado com Carbacol

A figura 14 apresenta a secrecdo de insulina na presenca de glicose e do
potencializador Cch. Em camundongos C e R, a variacdo didria na secrecdo de insulina na
presenca de 8.3mM de glicose ndo € significativa, porém a secrecdo entre os grupos € diferente

nos ZTs 2 e 14 (P<0,05). Observou-se que o Cch em associacdo com 8,3 mM de glicose
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efetivamente potencializou a secrecdo de insulina. Na presenca de Cch as ilhotas C exibiram
padrdo oscilatério didrio semelhante ao observado em 16,7 e 22,2 mM de glicose (Fig. 14,
12B e C, respectivamente). Entretanto, em ilhotas R, o Cch potencializou a secre¢do, porém
sem oscilagcdes ao longo de 24 horas. Ainda, ilhotas R secretaram menos insulina em relacio a

Cno ZT 2 (P<0,05).
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Figura 14: Secrecio de insulina em ilhotas isoladas de camundongos C e R nos ZTs 2, 8, 14 e
20 incubadas com 8.3mM de glicose associadas ou ndo com 100 uM de Cch. Fundo claro e

sombreado representam, respectivamente, periodo claro e escuro. Dados representam média +
EPM. (n=16) * P<0,05 entre C e R, # P<0,05 entre os diferentes ZTs do grupo C. ANOVA

duas vias seguida de pds-teste Spjotvoll Stoline.

5.6 Expressao génica em ilhotas pancreaticas

5.6.1 Genes funcionais no processo secretorio de insulina

Em seguida avaliamos a expressio de genes envolvidos em diversos aspectos
funcionais das células B como a extrusdo de granulos — Sinaptotagmina e Sintaxina (Figs. 15A
e B) — sintese hormonal — Insulina (Fig. 15C) - e potencializagdo da secre¢do de insulina -
Receptor Muscarinico de Acetilcolina (Ach-M3R) (Fig. 15D). Em camundongos C observou-
se que houve influéncia do fator horario na expressao dos genes Sinaptotagmina, Sintaxina,
Insulina e Ach-M3R quando realizado ANOV A para esses genes (P<0,05). No entanto o pos-

teste ndo identificou diferenca entre os ZTs. No grupo R a mesma andlise estatistica ndo
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revelou influéncia significativa do fator hordrio na expressdo dos genes Sinaptotagmina,
Sintaxina, Insulina e Ach-M3R. Ademais, o grupo R apresentou reducdo na expressao de
Sinaptotagmina e Ach-M3R nos ZTs 2 e 8, de Sintaxina no ZT 8 de Insulina no ZT 20
(P<0,05).
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Figura 15: Expressdao génica de (A) Sinaptotagmina, (B) Sintaxina e (C) Insulina e (D)
Receptor Muscarinico de Acetilcolina (Ach-M3R) em ilhotas pancredticas de camundongos C
e R. Fundo claro e sombreado representam, respectivamente, periodo claro e escuro. Dados
representam Média +EPM de valores expressos em vezes de aumento em relagdo a C no ZT 2.
(n=5-6) * P < 0,05 C vs R; ANOVA duas vias seguida de pds-teste Spjotvoll Stoline. $ P <
0,05 entre C vs R; Test ¢ de Student.
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6 DISCUSSAO

Esse estudo teve por objetivo investigar o perfil da liberacao de insulina ao longo de 24
horas, e a participacdo dos clock genes no processo secretdrio desse hormonio e na regulacio
da homeostase glicémica em camundongos submetidos a dieta hipoproteica. Nossos dados
mostram que camundongos desnutridos possuem alteracdes na expressao dos genes Rev-erba
Perle Per2, nos tecidos periféricos, o que pode estar associado com as mudangas no controle
da homeostase glicémica exibidas por esse grupo. Além disso, camundongos R também
exibiram perda da oscilacdo didria da secrecdo de insulina, fato que pode estar relacionado
com as alteracdes encontradas na expressao do gene Rev-erba, ao longo de 24 horas.

Em diferentes modelos experimentais ji empregados para o estudo da desnutri¢do,
observam-se caracteristicas comuns como o comprometimento do crescimento corpdreo,
hipoproteinemia, hipoinsulinemia além de alteracdes na homeostase glicémica (Soriano et al.
2010). Em nosso estudo verificamos que camundongos submetidos a dieta hipoproteica, a
partir do desmame, apresentaram reducao do peso corpdreo e na concentracdo plasmadtica de
proteinas totais, albumina e insulina, bem como maior tolerancia a glicose e sensibilidade
periférica a esse hormonio e capacidade de coordenar o fluxo metabdlico, corroborando com
achados prévios de nosso e outros grupos de pesquisa (Okitolonda et al.1988; Huber et al.
2009; Batista et al. 2013).

Evidéncias da literatura mostram que a restricdo proteica durante o periodo intrauterino
leva a hiperfagia e alteracdes circadianas na expressdo de genes hipotalamicos que codificam
neuropeptideos responsdveis pelo controle da fome como o anorexigénico Pomc, e 0s
orexigénicos Npy e AgRP (Agouti - related peptide) (Orozco-Solis et al. 2011). Nossos dados
mostram que camundongos desnutridos precocemente apresentaram aumento do consumo
alimentar o qual foi acompanhado por perda da oscilacdo e reduc@o na expressdo do gene
anorexigénico Pomc e aumento dos niveis de mRNA do gene orexigénico Npy no inicio do
periodo noturno. Dessa forma, diferentes modelos de desnutricio levam a hiperfagia
decorrente da perda da regulacdo hipotalamica dos neuropeptidios podendo constituir um fator
de risco para o desenvolvimento de obesidade e outras co-morbidades em individuos expostos
a deficiéncia de proteinas.

A andlise dos clock genes no hipotdlamo revelou que o unico gene que sofreu

influéncia da restri¢cao proteica com perda da oscilagdo foi o Rev-erba. O efeito da desnutri¢do
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sobre a expressdo desse gene do reldégio pode estar relacionado com a mudanca das oscilagdes
apresentadas pelos genes reguladores da ingestdo alimentar. Contudo, € importante ressaltar
que a andlise realizada para os clock genes no hipotdlamo, foi sem a separacdo dos nicleos que
o constituem. Assim, ndo é possivel concluir que as oscilagdes dos genes do relégio tanto no
grupo controle como no desnutrido, bem como o efeito que a restricdo proteica ocasionou na
variacdo didria da expressdo de Rev-erba seja de um nicleo especifico do hipotdlamo.

Em relacdao a atividade locomotora, essa foi similar para ambos os grupos que
apresentaram o mesmo padrdo bifésico caracterizado por menor atividade no periodo diurno e
maior atividade durante o periodo noturno. Cho et al, (2012) analisaram a funcdo dos genes
Rev-erbo. e Rev-erbf no controle da atividade locomotora em camundongos knockout para
ambos o genes e para as isoformas a e § separadamente . Os autores verificaram perda ciclica
da atividade locomotora somente em camundongos knockout para ambos os genes Rev-erb,
indicando que a perda da expressao de apenas uma isoforma ndo € capaz de levar a mudangas
desse parametro comportamental. Dessa forma, apenas a expressao de Rev-erbo alterada nao é
suficiente para promover mudangas na atividade locomotora de camundongos desnutridos.

A partir dos resultados encontrados observamos que camundongos submetidos a dieta
hipoproteica possuem aumento do consumo alimentar, e atividade locomotora e gasto
energético semelhantes ao grupo C. Norman et al. (2012) verificaram, em ratos Wistar
submetidos a desnutri¢cdo intrauterina, aumento dos depdsitos de glicogénio no musculo
gastrocnémio. Ainda, Batista et al. (2013) observaram, em camundongos desnutridos apds o
desmame, aumento de glicogénio hepatico. Nesse sentido, o aumento do consumo alimentar
no grupo R, pode estar relacionado com a maior capacidade de estoque de glicogénio no
musculo e figado desses camundongos. Essa pressuposicdo vai ao encontro da hipétese do
fendtipo econdmico, uma vez que o organismo de camundongos desnutridos estd programado
para armazenar energia para que em momentos de escassez essa possa ser utilizada para suprir
as necessidades de 6rgdos vitais como o cérebro (Hales & Barker, 1992).

O reldgio bioldgico atua na regulacdo da oscilagdo didria da concentragdo plasmética
de glicose, triglicerideos e colesterol. La Fleur et al. (1999) observaram em ratos Wistar,
variacdo da glicemia ao longo do periodo circadiano, com aumento dos niveis de glicose
durante o periodo diurno culminado com um pico no inicio da fase escura. Em nosso estudo
observamos que camundongos C apresentaram perfil semelhante na oscilacdo didria da

glicemia. Essa variacdo na concentracdo plasmatica de glicose pode estar relacionada a
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oscilacdo ritmica na ingestdo alimentar, tolerdncia a glicose e producdo hepdtica desse
substrato, sendo que esses trés processos podem estar sendo modulados pelo SCN, variagdao
dos clock genes nos tecidos periféricos e acdo dos hormodnios, insulina, glucagon e
corticosterona (La Fleur et al. 2003; Shi et al. 2013). Contudo em camundongos R observamos
que a variacdo didria da glicemia foi perdida, além da concentracdo plasmatica de glicose
apresentar reducdo durante o periodo diurno e noturno. As alteracdes na oscilagdo da glicemia
podem estar relacionadas a maior tolerancia a glicose e sensibilidade periférica a insulina,
apresentadas por camundongos desnutrido, sendo que essas mudancas no controle gliceémico
podem ser decorrentes das alteracdes na expressao dos clock genes nos tecidos periféricos
(Sutton et al. 2010).

Dentre os genes do rel6gio avaliados no figado de camundongos desnutridos, apenas o
Rev-erbo. teve sua expressdao influenciada pela restricdo proteica. Vieira et al. (2008)
observaram reducdo na expressdao de Rev-erbo no muisculo de camundongos C57BL/6 apés a
administracdo do agonista de AMPK - AICAR (5-amino-4-imidazole-carboxamide riboside).
Batista, et al. (2013) verificaram aumento da fosforilagio de AMPK no figado de
camundongos desnutridos. Dessa forma sugere-se que o aumento de p-AMPK possa estar
envolvido na desregulacdo da expressiao de Rev-erbo no figado de camundongos desnutridos.

J4 estd descrito na literatura que o gene Rev-erbo desempenha importante papel na
regulacdo de processos bioquimicos como no metabolismo de lipideos e carboidratos,
modulando a expressdo Srebp-Ic (sterol regulatory element binding protein), Fas | Pepck
(Fosfoenolpiruvato carboxi quinase), Glucose-6 fasfatase, respectivamente. (Yin et al. 2007;
Wang et al. 2008). Sutton et al. (2010) verificaram no figado de camundongos desnutridos
durante o periodo intrauterino alteracdo na expressao circadiana do gene Rev-erba, bem como
de genes envolvidos no metabolismo da glicose, Pepck e acidos graxos como a Fas. Dessa
forma, as mudancas encontradas no controle da homeostase glicémica, no grupo R, podem
estar relacionadas com as alteracdes encontradas na expressdo do gene Rev-erba, ao longo de
24 horas.

Ao analisar a sincronizagdo das alcas de feedback auto regulatérias no figado de
camundongos desnutridos observamos que essa foi perdida, pois ndo houve oscilacdo de
Bmalle também ndo ocorreu o aumento dos niveis de mRNA de Rev-erba um dos genes
chaves que compdem essa alga. Preitner et al. (2002), mostraram que a expressao de Rev-erbo

€ um dos reguladores mais importantes da expressdao de Bmall. Sutton et al. (2010) sugerem
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que a perda da oscilacdo dos genes Bmall e Per2 no figado de animais submetidos a
desnutricdo intrauterina, pode ser dirigido pela perda da ritmicidade de Rev-erbo. Assim a
dessincronizagdo das algas de feedback auto regulatdrias, as quais sdo responsaveis por gerar o
ritmo circadiano, podem ser outro fator relacionado com as mudangas no controle da
homeostasia da glicose observadas em camundongos desnutridos.

Em outros tecidos periféricos como misculo e tecido adiposo, somente os clock genes
Per2 e Perl e 2, respectivamente, tiveram o seu perfil de expressdo alterado pela restricao
proteica. Dallman et al. (2006) mostraram que camundongos knockout para o gene Per2
possuem aumento da tolerancia a glicose, além de alteracdo no metabolismo de lipideos, com
reducdo dos niveis plasmaticos de dcidos graxos livres e triglicerideos. Portanto as alteragdes
apresentadas nas oscilacdes do gene Perl e 2 e Per2 no tecido adiposo e misculo de
camundongos desnutridos, respectivamente, podem estar favorecendo uma distribuicao
diferencial de substratos para os tecidos periféricos e isso pode estar relacionado com as
mudangas na tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina encontrados nesse grupo.

Outro fator importante para a regulacdo da oscilagdo didria da glicemia € a variacdo
circadiana da secrecdo do hormonio hipoglicemiante insulina. Dados da literatura mostram
que ilhotas de ratos perfundidas continuamente com 8,3 mM de glicose exibem um padrido de
oscilagdo circadiano, onde se observa o ponto maximo de secre¢ao pela manha (Peschke et al.
1998). Em nosso estudo a avaliacdo da oscilacdo didria da secrecdo de insulina em ilhotas
incubadas com concentragdes estimulatérias de glicose revelou dois picos de secre¢do com
intervalo de 12h sendo um no periodo diurno e outro no periodo noturno (Fig. 13). No entanto,
essa variagdo foi perdida no grupo controle quando ilhotas isoladas foram incubadas com
elevadas concentragdes de glicose. Essa condi¢do experimental poderia estar mimetizando o
que ocorre em pacientes pré-diabéticos e com DM2, os quais possuem hiperglicemia de jejum
e pos-prandial acompanhado de desequilibrio do ritmo circadiano. Assim, nossos dados
mostram pela primeira vez o importante efeito da elevada concentracdo de glicose na perda da
ritmicidade circadiana na secre¢do de insulina. A auséncia dessas oscilacdes ao longo de 24 h,
associado a outros fatores de susceptibilidade, como habitos alimentares, poderiam favorecer o
desenvolvimento do DM2 (Scheer et al. 2009; Bass & Takahashi 2010; Antunes et al. 2010).

Ja esta descrito na literatura que ilhotas isoladas de ratos e camundongos quando
submetidos a desnutricdo apds o desmame apresentam reducdo na secrecdo de insulina

estimulado por glicose (Reis, et al 1997). Resultados encontrados em nosso trabalho
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demonstram pela primeira vez que o padrao de secrecdo de insulina, ao longo de 24 horas, esta
perdido em camundongos desnutridos. Além disso, a restricdo proteica resultou em alteracao
da expressdao dos genes do reldgio Rev-erba e Bmall, em ilhotas isoladas do grupo R.
Marchevas et al. (2010) verificaram em camundongos com knockout global para Bmall, perda
na oscilacdo didria e reducdo da secrecdo de insulina. Vieira et al., (2012) mostraram a
participacdo do gene Rev-erboa na regulacdo do processo de secrecdo de insulina e sugerem
que o mecanismo pelo qual esse gene esta atuando € através da regulacdo da expressdo dos
genes que compdem a maquinaria exocitética, incluindo a proteina de 25 kDa associada ao
sinaptossoma (SNAP-25), Sintaxinalo. e Vamp3 (proteina de membrana associada a vesicula).
Em nosso estudo a perda na variagdo da secre¢do de insulina, em camundongos desnutridos,
estd relacionada com as alteracdes na expressdao de Rev-erba, uma vez que na presenga do
agonista e antagonista, para esse gene, ndo houve nenhuma mudanga na liberacdo desse
hormdnio. Além disso, nossos dados mostram que camundongos desnutridos possuem redugao
na expressiao de Sintaxina e Sinaptotagmina, fato que pode ser decorrente das mudancas na
expressdo de Rev-erba, uma vez que esse gene promove a modulacdo da expressdo das
proteinas que compdem a maquinaria exocitotica.

Ja estd descrito na literatura o papel da acetilcolina na regulagdo da secrecdo de
insulina através da liberacdo desse neurotransmissor pelos nervos que compdem o sistema
nervoso parassimpatico. Dados encontrados em nosso trabalho mostram pela primeira vez, que
a variacdo didria da secrec@o de insulina na presenca do agonista colinérgico Cch é perdida,
em camundongos R. Ainda, a expressdo do M3R-Ach nesses roedores esta reduzida, além dos
niveis de mRNA desse gene ndo estarem sujeitos a oscilagdo didria. Amaral et al. (2010)
observaram, em camundongos submetidos a restricdo proteica, reducao na secrecao de insulina
na presenca de glicose associado ao Cch e reducdo na expressio do M3R-Ach e PKC.
Ademais, Leon-Quinto et al. (1998) observaram baixa atividade do nervo vago, em
camundongos desnutridos, apds a aplicacio de Cch. Concomitantemente pesquisas vém
demonstrando que a transcri¢do/ liberacdo da acetilcolina estd sujeita ao controle do ritmo
circadiano (Rusak & Bina 1990; Willemijntje et al. 2010). Assim, a reducido da secrecdo de
insulina, bem como a perda oscilatoria da liberagdo desse hormonio na presenca de Cch, em
camundongos desnutridos, pode estar relacionada com disfun¢do na transcrigdo/secreciao de
acetilcolina pela inervacdo parassimpdtica presente no pancreas enddcrino, a qual refletiria as

alteracdes na secrecdo de insulina na presenc¢a do agonista colinérgico observado nesse estudo.
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Por fim, as mudancas adaptativas e as alteracdes na expressdo dos clock genes com
destaque para o Rev-erba, em ilhotas pancredticas, geradas pela restricdo proteica, contribuem
para as alteracdes na homeostase glicémica e secrecdo de insulina, podendo a longo prazo
estar associado com o desenvolvimento do DM?2, observado em humanos € modelos de
experimentacdo animal submetidos a dieta com baixo teor proteico (Hales & Barker 1992;

Petry et al.1997; Green et al. 2008).
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7 CONCLUSAO

A partir dos dados encontrados concluimos que as alteragdes na expressao dos genes
do ritmo circadiano nos tecidos periféricos e ilhotas pancreéticas de camundongos desnutridos
podem estar relacionado com as mudancgas na homeostase glicémica/energéticas € no processo
secretorio de insulina, apresentadas por esse modelo experimental. Ainda alteracdes a longo
prazo na integridade do ritmo circadiano induzidas pela desnutricdo poderiam estar
relacionados com o desenvolvimento de doencas como obesidade e DM2 e, portanto, poderia
constituir um novo mecanismo envolvido na programac¢ao metabdlica proposta na hipétese do

fenétipo econdmico.
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Certificamos que o Protocolo n°® 1942-1, sobre "Mecanismos moleculares

envolvidos no desenvolvimento de resisténcia a insulina em camundongos

desnutridos submetidos a obesidade experimental”, sob a responsabilidade

de Prof. Dr. Everardo Magalhdes Carneiro / Thiago Martins Batista, esta de

acordo com os Principios FEticos na Experimentagdao Animal adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela

Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal — CEEA/Unicamp em 25 de

agosto de 2009.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 1942-1, entitled "Molecular mechanisms involved

in_the development of insulin resistance in obesity induced malnourished

mice", is in agreement with the Ethical Principles for Animal Research established
by the Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was
approved by the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State

University of Campinas - Unicamp) on August 25, 2009.
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