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RESUMO

A obesidade atingiu proporcdes alarmantes constituindo-se num fator de risco para o
desenvolvimento de vérias doengas. O aumento da resisténcia periférica a insulina
acompanha esta patologia e a incapacidade da célula beta pancreatica em suprir a
maior necessidade por insulina leva ao desenvolvimento de intolerancia a glicose,
hiperglicemia e diabetes. Por esta razao, é importante investigar mecanismos que
tornem a célula beta capaz de aumentar sua capacidade secretéria. A exemplo da
obesidade, resisténcia periférica a insulina é também observada durante a prenhez.
No entanto, neste caso, a célula beta é capaz de aumentar a producao e secrecao do
hormonio, mantendo a tolerancia a glicose em condicdes adequadas. Diante disso,
decidimos investigar a sensibilidade a insulina e a consequente resposta das células
beta pancreaticas durante a prenhez em ratas obesas. Observamos que a
alimentacdo com a dieta de cafeteria aumentou o ganho de peso, bem como o0s
depositos de gordura das ratas. Ratas obesas nao-prenhes (Caf) e prenhes (CafP)
apresentaram tolerancia a glicose diminuida, associada a um aumento da insulina
plasmatica em resposta a sobrecarga de glicose no grupo CafP. Apesar disso, as
glicemias de jejum e pos-prandial foram normais nos dois grupos. No entanto, as ratas
Caf e CafP apresentaram hiperinsulinemia (jejum e alimentado), aumento do indice
insulina/glicose e do AGL plasmatico (alimentado). Ainda, houve reducdo na
sinalizacao da insulina no figado e musculo esquelético das ratas Caf e CafP, aos 15
e aos 19 dias de prenhez, de forma mais exacerbada do que a reducdo observada
nas ratas controle prenhes. Em paralelo, as ilhotas isoladas das ratas Caf secretaram
menos insulina em resposta a diferentes estimulos. Contudo, o conteudo total de
insulina, a secrecdo estimulada por PMA (ativador da PKC), a produgdo de
compostos redutores e a oxidacao de glicose, na presenca de 11,1mmol/L do agucar,
foram similares entre as ratas Caf e as controle ndo-prenhes. Entretanto, as ilhotas
isoladas das ratas Caf apresentaram reducdo na mobilizagdo do Ca?* citoplasmatico
livre frente a glicose ou tolbutamida, acompanhada pela reducao da expressao génica
da subunidade a1.2 do canal de calcio voltagem-dependente (Cayval.2), e da Ca?*-
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ATPase do reticulo endoplasmatico tipo 2a. Independente da dieta, a prenhez
aumentou a secrecao de insulina em resposta a glicose, a producao de compostos
redutores, a oxidagdo de glicose, a amplitude e a frequéncia das oscilagdes do Ca?*
citoplasmatico e, a expressado génica do Cayai.2. Concluindo, a prenhez nas ratas
obesas melhorou 0 manejo do Ca** e restaurou a secrecdo de insulina por ilhotas
isoladas. Contudo, esta restauracdo nao foi suficiente para vencer o aumento da

resisténcia periférica a insulina e normalizar a toleréncia a glicose nas ratas obesas.
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ABSTRACT

The incidence of obesity reached alarming levels worldwide. This illness constitutes a
risk factor for the development of several other diseases. The augmented peripheral
insulin resistance accompanies this pathology, and the failure of the pancreatic beta
cell to overcome the higher demand for insulin causes glucose intolerance,
hyperglycemia and diabetes. For this reason, it became interesting to investigate
mechanisms that make the beta cell capable to increases its secretory capacity. As
obesity, peripheral insulin resistance is also observed during pregnancy. Nevertheless,
in this situation, the beta cell is capable to enhance insulin production and release,
maintaining glucose tolerance at adequate levels. Therefore, we decided to investigate
insulin sensibility and the consequent beta cell response during pregnancy in obese
rats. We observed that cafeteria diet enhanced weight gain and fat pads in rats.
Despite no differences were noticed in obese non-pregnant (Caf) and pregnant (CafP)
rats, during fast and fed states, the glucose tolerance was diminished in these rats,
associated with an augmented plasma insulin levels in response to a glucose load in
CafP rats. However, Caf and CafP rats had hyperinsulemia (fast and fed), higher
insulin/glucose index, and enhanced plasma FFA (fed state). In addition, we observed
a reduction in insulin signaling in liver and skeletal muscle from Caf and CafP rats, at
15" and 19" days of pregnancy, higher than that registered in control pregnant rats.
Also, there was a reduction in insulin secretion induced by different stimuli in islets
from Caf rats. However, total islet insulin content, PMA-stimulated insulin secretion,
production of reducing equivalents, and glucose oxidation in the presence of 11.1
mmol/L glucose, were similar between islets from Caf and non-pregnant control rats.
Nevertheless, glucose- and tolbutamide-induced Ca?* mobilization, a1.2 subunit of the
voltage sensitive Ca®* channel (Cayal.2), and sarcoendoplasmic reticulum Ca?*
ATPase 2a gene expression were reduced in islets from Caf rats. Independently of the
diet, pregnancy enhanced glucose stimulated insulin secretion, reducing equivalents
production, glucose oxidation, amplitude and frequency of cytoplasm Ca?* oscillations,
and Cayal.2 gene expression. In conclusion, although pregnancy improved Ca®
handling and restored insulin secretion in cafeteria diet-induced obese rats, this
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restoration was not enough to overcome the increase in peripheral resistance and

normalize glucose tolerance in these obese rats.
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INTRODUCAO

A regulagédo da glicemia, pelo menos nos mamiferos, é fundamental para a
manutencao da vida. Tanto hipoglicemia quanto o excesso de agclcar no sangue sao
prejudiciais ao organismo, provocando danos, principalmente as células da retina, aos
neurbnios e ao epitélio germinativo das gbnadas, no primeiro caso, e levando a
desidratagdo celular, perda de liquidos e eletrélitos na urina, e dano aos vasos
sanguineos, no segundo (Guyton & Hall, 2006).

A regulacdo dos niveis sanguineos de glicose, e dos nutrientes de maneira
geral, durante as diferentes situacdes fisiolégicas (jejum, prenhez, lactacao, atividade
fisica, etc.) é realizada por varios horménios, dentre os quais a insulina. Alteracdes na
sintese ou liberagdo deste horménio podem levar a hiperglicemia crénica, e
consequentemente ao diabetes (Boschero, 1996).

1. Obesidade e Diabetes Mellitus

A obesidade constitui-se num grande problema de saude publica que vem
atingindo proporcbées alarmantes. Segundo projecdo da Organizacdo Mundial de
Saude (2006), em 2015 serao 2,3 bilhées de adultos com sobrepeso e mais de 70
milhdes obesos. Esta doenca é resultante de um desequilibrio do organismo, onde a
ingestao cal6rica excede o gasto energético, ocorrendo um acumulo de gordura
armazenada principalmente no tecido adiposo. Entre as alteragdes que levam a este
desequilibrio energético estao incluidos fatores metabdlicos, hormonais, genéticos,
neurais e ambientais (lonescu et al., 1988; Jeanrenaud & Rohner-Jeanrenaud, 2001;
Hubacek, 2009). A reducdo na pratica de atividades fisicas, devido ao avanco da
tecnologia, e a alimentacdo desbalanceada, que muitas vezes é selecionada de
acordo com a praticidade e o sabor do alimento, contribuem para o surgimento desta
doenca (Taubes, 1998).
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Além de problemas psicolégicos e sociais, individuos obesos sdao mais
propensos ao desenvolvimento de doengas crbnicas, muitas vezes fatais, como
problemas cardiacos, hipertensao arterial, aterosclerose, resisténcia a insulina e
diabetes (Hotamisligil et al., 1993; Arrone et al., 1997; Gura, 1997; Bray, 2003). Cerca
de 80% dos individuos diagnosticados com Diabetes Mellitus tipo Il sdo ou foram
obesos em algum periodo da vida (Centers for Disease Control and Prevention - CDC,
2004).

Além disso, mulheres que estdo acima do peso ou sdo obesas sdo mais
propensas a desenvolver hipertensdo e diabetes durante a gestacao (Weiss et al.,
2004; Walsh, 2007). De fato, a obesidade € um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento do Diabetes Mellitus Gestacional (Torloni et al., 2008; Yeung et al.,
2009). Esta palotogia, que acomete cerca de 5% das mulheres gravidas, é definida
como uma intolerancia a glicose diagnosticada pela primeira vez durante a gestacéao.
O aumento exacerbado da resisténcia periférica a insulina parece ter participagdo no
desenvolvimento do Diabetes Mellitus Gestacional. Em tal condicdo, as
concentragdes plasmaticas deste horménio ndao sao suficientes para vencer a
demanda pela insulina, que ja esta elevada mesmo durante uma gravidez normal,
levando a intolerancia a glicose. O tratamento desta doenca pode ser realizado
utilizando-se insulina exdégena, ou apenas através do controle dietético (Di Cianni et
al., 2003; American Diabetes Association, 2004; Di Cianni et al.2007; Metzger et al.,
2007; Devlieger et al., 2008; Colomiere et al., 2009).

2. Dieta de cafeteria

A utilizacdo de alimentos palataveis compondo a dieta dos animais € uma
estratégia que vem sendo empregada nas pesquisas relacionadas a obesidade e as

patologias associadas a esta doenca (Chen et al, 2008; Scoaris et al., 2009). E

provavel que isto se deva ao fato de a obesidade induzida pela alimentacdo com a
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“dieta de cafeteria” ser o modelo que mais se assemelha a obesidade humana, suas
causas e consequéncias (Heyne et al., 2009).

Conhecida também como “dieta ocidental” (“Western diet”), neste tipo de dieta
o aporte calérico oferecido ao animal € maior, com concomitante aumento da
quantidade de carboidratos e/ou de lipideos. O protocolo experimental, que varia de
acordo com cada grupo de pesquisa, consiste em acrescentar, associar ou substituir a
racdo padrdao para roedores, por alimentos caléricos consumido pela populacédo
humana, como chocolate, amendoim, bacon, leite condensado, bolo, paté,

refrigerante, etc.

De fato, a alimentacdo de ratos com a dieta de cafeteria provoca obesidade,
evidenciada pelo aumento do peso das gorduras viscerais (gonadal, retroperitoneal,
mesentérica , etc), e da gordura corporal total (Ribot et al., 2008; Akyol et al., 2009;
Shafat et al., 2009). O aumento do indice de Lee (equivalente ao indice de Massa
Corporal - IMC - em humanos), acompanhado pelas alteracdes citadas anteriormente,
também € utilizado para a determinacdo da obesidade neste modelo (Scoaris et al.,
2009).

3. Mecanismo de secrecao de insulina

A insulina € um horménio protéico, constituido por 51 aminoéacidos, produzido e
liberado pelas células beta das ilhotas pancreaticas. A secrecao deste horménio é
regulada por fatores metabdlicos, neurais e endécrinos, sendo que os dois Ultimos
participam da potencializacdo ou da inibicdo da liberacdo de insulina, enquanto os
fatores metabdlicos sdo os responsaveis por estimular a secrecdo do hormdnio
(Boschero, 1996).

Dentre os fatores metabdlicos, a glicose € o agente estimulador mais
importante. Este nutriente penetra a célula beta através do transportador GLUT-2, é
fosforilado pela glicoquinase IV e metabolizado na via glicolitica e no ciclo de Krebs
aumentando a concentracdao de ATP, o que altera a razdo ATP/ADP no interior da
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célula (Thorens et al., 1988). O aumento na razao ATP/ADP induz o fechamento de
canais de K" sensiveis a ATP (K'atp), diminuindo o efluxo desse cation e,
consequentemente, promovendo despolarizacdo da membrana e a abertura de canais
de Ca?** voltagem-dependentes (Ca**-VD) (Malaisse et al, 1981). O aumento da
concentracdo dos fons Ca?®" livres no interior da célula ([Ca®*];) regula a ancoragem e
o inicio da fusdo das vesiculas contendo insulina com a membrana plasmatica e a

consequente secrecao do horménio (Boschero, 1996).

Além da glicose, nutrientes como &cidos graxos e aminoacidos podem
influenciar a secregéo de insulina (Li et al., 2004; Nogueira et al., 2008). A L- arginina
€ um aminoacido catiénico que estimula a liberacdo deste horménio por alterar os
fluxos ibnicos e o potencial de membrana da célula beta pancreatica, modulando a
permeabilidade ao Ca** (Herchuelz et al., 1984; Blacher et al., 1989). A L-leucina,
aminoacido de cadeia ramificada, também estimula a secrecdo de insulina, tanto
através de sua metabolizacdo por descarboxilagao oxidativa pela mitocéndria, quanto
ativando alostericamente a enzima glutamato desidrogenase (GDH) (Sener et al.,
1981; Lenzen et al., 1985; Fahien et al., 1988).

Dentre os fatores neurais que influenciam na liberacdo de insulina, estdo os
sinais do sistema nervoso autbnomo. A noradrenalina, neurohorménio simpatico, ao
agir sobre receptores do tipo a,, promove abertura dos canais K*arp, hiperpolarizagédo

e reducdo na [Ca®'];

na célula beta pancreatica, com consequente inibicdo na
secrecao de insulina (Nilsson et al., 1988). Por outro lado, foram identificados 2 tipos
de receptores muscarinicos expressos em linhagens de células beta e ilhotas
pancreaticas, o M1 e o M3 (Boschero et al., 1995; lismaa et al., 2000). A ligacao da
acetilcolina ou seus analogos (carbacol, oxotremorina, etc.), aos receptores
muscarinicos aciona o sistema de proteina G acoplado a este receptor, resultando na
hidrélise de fosfatidilinositideos de membrana pela fosfolipase C (PLC), e na formacéao
de inositol-1-4-5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3 age sobre receptores
especificos no reticulo endoplasmatico, liberando Ca®* dos estoques intracelulares e
aumentando a [Ca®li, enquanto o DAG ativa canais de Ca®*-VD e a proteina cinase C

(PKC), ambos os eventos auxiliando na secrec¢ao de insulina (Schrey & Montague,
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1983; Mathias et al., 1985; Weng et al., 1993; Kelley et al., 1995; Verspohl &
Herrmann, 1996; Niwa et al., 1998).

Alguns farmacos, como as sulfoniluréias, utilizadas no tratamento de pacientes
diabéticos ndo dependentes de insulina agem diretamente sobre a célula beta
pancredtica estimulando a liberacdo de insulina. As sulfuniluréias, como a
Tolbutamida e a Glibenclamida, estimulam a secrecdo de insulina por bloquear
seletivamente o canal K'atp, através da sua ligacdo a subunidade regulatéria deste
canal, o receptor de sulfuniluréia (SUR 1). A ligacdo do SUR 1 com uma sulfuniluréia
provoca o fechamento do poro idnico do canal, que é formando pelas subunidades do
tipo canal de retificagdo interna (Kir6.2), impedindo o efluxo do K* (Gillis et al., 1989;
Inagaki et al., 1995; Panten et al., 1996).

4. Calcio e secrecao de insulina

O Ca?* desempenha funcao importante na secrecéo de insulina, uma vez que o

2+]i

aumento da [Ca“’]; regula a ancoragem e o inicio da fusdo das vesiculas contendo

insulina com a membrana plasmatica, processo que é mediado pelas proteinas
receptoras ao fator sensivel a N-etiimaleimida (SNARE) e pela sinaptotagmina
(Boschero, 1996; Rorsman & Renstrdm, 2003; Gauthier & Wollheim, 2008). O

2+]i

aumento da [Ca“’]; produzido pela despolarizacdo resultante do fechamento dos

canais de K-atp e influxo de Ca?*, é essencial para a primeira e segunda fases da
secrecao de insulina em resposta a glicose. A auséncia de Ca®** no meio extracelular,
ou o blogueio dos canais de Ca?*-VD, inibem o influxo de Ca?* e o aumento da [Ca?'];
em resposta a leucina e a tolbutamida, e também previne as oscilacdes lentas da
[Ca®*]i induzidas pela glicose, resultando na reducdo da secrecdo de insulina
(Grapengiesser et al., 1989; Grapengiesser et al., 1990; Dryselius et al., 1999). Sendo

2+]i

assim, o aumento da [Ca decorrente do influxo deste cation é um evento

2+]i

fundamental para a secrecao de insulina. Além disso, a elevacao da [Ca“*]; também

estimula a adenilato ciclase e a PLC gerando AMPc, DAG e IP; que, através da
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fosforilagdo de proteinas especificas, amplificam o sinal do [Ca®*']i na liberagdo dos

granulos de insulina (Flatt, 1996).

Dentre os vérios tipos de canais de Ca?* existentes e que contribuem para o
influxo deste cation, os canais de Ca®*-VD do tipo L (corrente de longa duragéo) sao
de fundamental importancia na célula beta pancreética, ja que sua atividade esta
relacionada com a exocitose dos granulos contendo insulina (Mears, 2004; Trus et al.,
2007). Estes canais tém a capacidade de se ligar a proteinas SNARE, direcionando a
entrada de Ca®* diretamente para os “sitios” de exocitose (Wiser et al, 1999). Os
canais de Ca®"-VD do tipo L, sdo constituidos pelas subunidades ai,0, B, v € 5,
sendo que a subunidade a; forma o poro ibnico do canal, responde as alteragdes na
voltagem da membrana e é sensivel a diidropiridina (Figura 1). J&4 foram descritas
varios tipos de subunidades a; em ilhotas de ratos e linhagens de células beta, dentre
essas a Cay1.2 (a1C) parece ser a que esta mais relacionada a secrecao de insulina.
Ja a subunidade B é uma subunidade auxiliar com fungao reguladora sobre as
propriedades biofisicas e sobre a insergdo na membrana plasmaética do canal Ca?*-VD
(Jay et al. 1990; Schulla, 2003; Yang & Berggren, 2006; Nitert, 2008).

Figura 1. Modelo estrutural do canal de Ca®** voltagem dependente na membrana plasmatica.
O canal é formado pela subunidade al que constitui o poro do canal, e as subunidades
auxiliares Cayf3, Cayy, and Caya2d. Retirado de Yang & Berggren, 2006.
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Além do Ca?* proveniente do meio extracelular, ions Ca®* podem ser liberados
do reticulo endoplasmatico através da ativacéo dos receptores de IP5. Por outro lado,
uma das formas pelas quais o Ca** é removido do citoplasma é através da proteina
Ca?*-ATPase do reticulo endoplasmatico (SERCA). Apesar do Ca** proveniente do
reticulo endoplasmatico ndo ser absolutamente necessario para a secrecao de
insulina, tem sido demonstrado que também contribui para o aumento da [Ca®'];
durante a estimulacdo da glicose (Gilon et al.,, 1999; Fridlyand et al., 2003). Tal
contribuicdo parece ser proveniente da amplificacdo da secrecdo de insulina através
da reposicao das vesiculas contendo insulina, ancoradas na membrana, e que

constituem o pool de granulos de liberacao rapida (Gromada et al., 1999).

5. Secrecao de insulina durante a prenhez

Durante a gestacdo em mamiferos, ocorre aumento gradual da resisténcia a
insulina na mae para garantir o fornecimento de nutrientes para o crescimento e
desenvolvimento do feto. Isto se deve ao aumento progressivo nas concentracdes
plasmaticas dos horménios gestacionais, do cortisol e de citocinas inflamatorias
(TNFa) durante o periodo (Ryan & Enns, 1988; Kirwan et al., 2002; Mastorakos &
llias, 2003; Barbour et al., 2004;). O aumento da fosforilagdo do receptor de insulina
no residuo serina/treonina e a reducédo da fosforilacdo em tirosina do substrato do
receptor de insulina 1 (IRS 1), no musculo esquelético de gestantes, parecem estar
envolvidos na reducdo do transporte de glicose (Friedman et al,, 1999; Shao et al.,
2000).

Para fazer frente a esse aumento da resisténcia, a célula beta pancreatica
secreta mais insulina durante a gestacao (Malaisse et al., 1969; Barbour et al., 2007).
Em ratos, o aumento da secrecao de insulina atinge seu pico por volta do 16° dia da
prenhez, resultante do aumento da massa de células beta (hiperplasia, hipertrofia e
diminuicdo da apoptose), da produgéo de insulina e da sensibilidade destas células a
glicose. Durante este periodo, ha ainda um aumento das jun¢gées comunicantes entre

as células beta pancreaticas, e da expressao de proteinas SNARE, bem como da
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atividade da adenilato ciclase e dos niveis de AMPc, que potencializa a secrecao de
insulina, regulando a maquinaria secretéria através da proteina cinase A (PKA), e ao
mesmo tempo, aumentando o influxo de Ca®* através dos canais de Ca?**-VD, uma
vez que a PKA é capaz de fosforilar estes canais (Rajan et al., 1989; Gromada et al.,
1998; Weber, et al., 1998; Cunha et al., 2006). Essas alteracbes sdao mediadas por
diferentes horménios tais como: prolactina, lactogénios placentarios e o horménio do
crescimento (GH), principalmente através da ativacao do receptor da prolactina, e da
via da Janus quinase/transdutor de sinal e ativador da transcricdo 5 (JAK/STATS)
(Malaisse et al., 1969; Sorenson et al., 1987; Brelje & Sorenson, 1988; Brelje &
Sorenson, 1991; Galsgaard et al,, 1999; Nielsen et al., 1999; Sjéholm et al., 2000;
Collares-Buzatto et al., 2001; Levy & Darnell, 2002; Tian & Laychock, 2003; Bordin et
al., 2004; Cunha et al., 2007). Outras vias ativadas pelo receptor de prolactina e que
participam do aumento da massa e da sensitividade da ilhota a glicose sao as vias da
fosfatidilinositol 3-cinase/proteina cinase serina/treonina (PISK/AKT) e da proteina
cinase ativada por mitégenos/cinase regulada por sinal extracelular (MAPK/ERK1/2)
(Amaral et al., 2004).

6. Mecanismo de acao da insulina em tecidos insulino-sensiveis

A insulina tem capacidade de agir em, praticamente, todos os tecidos do
organismo. No figado, este horménio anabdlico reduz a producdo de glicose
estimulando a sintese de glicogénio, através da ativacao de enzimas principalmente a
glicogénio sintetase, e diminuindo a gliconeogénese e a glicogendlise, inibindo a
transcricdo da fosfoenolpiruvato carboxiquinase e inativando a enzima fosforilase que
quebra glicogénio em glicose, respectivamente. Outra agdo da insulina é estimular a
lipogénese pelo figado e tecido adiposo, e inibir a lipdlise neste ultimo. Além disso,
este hormdnio aumenta a captacao de glicose, principalmente no musculo esquelético
e no tecido adiposo, bem como promove sintese e inibe a degradacao de proteinas.
Exerce suas acoes através da ligacao ao seu receptor especifico de membrana. O

receptor de insulina, glicoproteina transmembrana, é formado por duas subunidades a
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com localizagao extracelular, e duas subunidades f intracelulares. A insulina se liga a
subunidade a do seu receptor, 0 que promove a alteracdo conformacional e
transfosforilagdo das subunidades B em residuos de tirosina, aumentando sua
atividade tirosina cinase. Apés ativacao, o receptor de insulina promove fosforilagao
de varios substratos protéicos em residuos tirosina ativando diferentes vias de
sinalizacao intracelular. Dentre estes substratos estdo as proteinas da familia dos
substratos do receptor de insulina (IRS). Foram descritas quatro proteinas desta
familia, dentre as quais o IRS-1 e IRS-2 parecem ter maior importancia na regulagao
da glicemia e da sensibilidade a insulina. A fosforilacado em tirosina dos IRS possibilita
a ativacao de outras proteinas, principalmente da PI3K, que dentre outros eventos, é
importante no transporte de glicose estimulado pela insulina. (Van Obberghen et al.,
1979; Kasuga et al., 1982; Jacobs et al., 1997; White, 1997; Patti & Kahn, 1998;
Carvalheira et al., 2002).

7. Justificativa

Tanto a prenhez quanto a obesidade induzida por dieta de cafeteria aumentam
a resisténcia periférica a insulina. Em condigcbes normais, a prenhez é um estado
fisiolégico no qual a célula beta é capaz de aumentar a producdo e secrecao do
horménio, mantendo a glicemia e a tolerancia a glicose em niveis normais. Sendo
assim, decidimos analisar a sensibilidade a insulina, e a consequente resposta das
células beta pancreaticas associando dois estados potencias de aumento da
resisténcia a insulina, ou seja: obesidade e prenhez.
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OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo estudar os efeitos da obesidade, induzida por
dieta de cafeteria, sobre a secrecado de insulina em ilhotas pancreaticas isoladas e

sobre a sensibilidade a insulina em ratas controle e prenhes.

Objetivos especificos

a) Verificar a tolerancia das ratas a glicose;

b) Avaliar a secrecdo de insulina por ilhotas isoladas estimuladas com diferentes
secretagogos;

c) Insvestigar o metabolismo da glicose em ilhotas isoladas;

d) Analisar a manejo do Ca®* citoplasmatico em ilhotas isoladas estimuladas com
glicose ou tolbutamida;

e) Verificar a expressdo génica do canal de Ca** voltagem-dependente
(subunidade a1.2 e B,) e da Ca**-ATPase do reticulo endoplasmatico tipo 2;

f) Avaliar a fosforilacdo em residuos tirosina da subunidade B do receptor de
insulina e do substrato 1 do receptor de insulina em figado e musculo
esquelético.
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MATERIAIS E METODOS

1. Animais e dieta

Fémeas virgens Wistar, provenientes do biotério central da Unicamp, foram
mantidas em periodo de claro/escuro (12h/12h) e temperatura (23 + 2°C) controlados,
no Biotério Setorial do Departamento de Anatomia, Biologia Celular, Fisiologia e
Biofisica, Instituto de Biologia. Aos 70 dias de vida, as ratas foram separadas em 2
grupos: controle (C) e cafeteria (Caf). Foi ofertado aos animais controle: racdo padrao
e agua ad libitum; enquanto as ratas cafeteria receberam: racado modificada (37,5%
racdo padrao, 25% amendoim, 25% chocolate, e 12,5% bolacha) e refrigerante (Coca-
Cola® e Guarana Antartica®, alternadamente) ad libitum. Além da ragdo, os animais
Caf receberam produtos alimenticios adicionais, tais como: biscoito, bolo e
salgadinho, totalizando 4,41 kcal/g (43,1% carboidratos; 12,1% proteinas; 46,9%
lipideos), contra 2,63 kcal/g da dieta padrdo Nuvilab CR-1 (NuvITAL®, Colombo, PR,
Brazil). Ap6s 12 semanas de dieta, algumas ratas foram submetidas ao cruzamento
com machos formando entdo 4 grupos: controle (C), controle prenhe (CP), cafeteria
(Caf) e cafeteria prenhe (CafP). A dieta nutricional permaneceu a mesma do inicio do
experimento até o sacrificio das ratas no 15°%, 16° ou 192 dia de prenhez. A Figura 2
mostra o desenho experimental de tratamento das ratas.

Dieta padrao

> » Controle nao-prenhe (C)
\ — Controle prenhe (CP)
Q‘L; 12 semanas Cruzamento
/ —— Cafeteria prenhe (CafP)
> > Cafeteria nao-prenhe (Caf)

Dieta de cafeteria

Figura 2. Esquema do protocolo experimental de tratamento das ratas.
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2. Registro do consumo alimentar

Da 52 até a 82 semana de tratamento, ratas controle e cafeteria foram pesadas
e mantidas isoladas em gaiolas adaptadas com fundo duplo que permitiam a
recuperacao das sobras de alimentos. Com esse procedimento, foi possivel avaliar a
quantidade de dieta consumida pelas ratas dos dois grupos, descontando-se a sobra
da quantidade ofertada (50 g/dia/rata).

3. Teste de tolerancia intraperitoneal a glicose (ipGTT)

Ao final das 14 semanas de dieta, e ao 14° - 15° dia de prenhez, as ratas foram
submetidos ao ipGTT. Ap6s 12 horas de jejum na noite anterior ao experimento, 0s
animais foram pesados e uma amostra de sangue foi coletada da cauda (basal;t =0
min). Em seguida, cada rata recebeu uma injecao intraperitoneal de solucdo de
glicose (2 g/Kg peso corporal) e amostras suplementares de sangue foram coletadas
aos 15, 30, 60 e 120 min depois da inje¢do. Os valores de glicose sanguinea foram
medidos imediatamente, com o auxilio de um glicosimetro Accu-Chek Advantage
(Roche Diagnostics, Suica). Amostras adicionais de sangue foram coletadas em tubos
heparinizados (1:1000) nos tempos 0, 15 e 60 min. Em seguida, centrifugadas a
15284 g, a 4° C, 15 min, e o plasma coletado e armazenado a -20° C para avaliacao
da insulinemia por radioimunoensaio. A area sob a curva de glicose foi calculada
separadamente para cada rata.

4. Analises bioquimicas

A glicose sanguinea foi avaliada em um glicosimetro Accu-Chek Advantage
(Roche Diagnostics, Suica) através de amostras de sangue obtidas pela veia caudal
das ratas. A determinacdo dos demais parametros foi realizada em amostras de
plasma obtidas apds centrifugacdo (15284 g, 4° C, 15 min) do sangue coletado em
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tubos heparinizados (1:1000) imediatamente apds decaptacao dos animais. A insulina
plasmatica foi quantificada por radioimunoensaio, enquanto triglicerideos e colesterol
total (Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, Alemanha), acidos graxos livres (Wako
Chemicals, Neuss, Alemanha), albumina e proteinas totais (Laborlab, Guarulhos, SP,
Brasil) foram determinados por kits enzimaticos colorimétricos, de acordo com as

instrugbes do fabricante.

5. Avaliacao da obesidade

As ratas foram pesadas um dia antes do inicio da dieta de cafeteria, e uma vez
por semana até o final do tratamento e eutanasia, quando foram também retiradas e

pesadas as gorduras perigonadal e retroperitoneal.

6. Isolamento de ilhotas pancreaticas de ratos

As ratas sofreram eutanasia em camara de CO, seguida por decapitacdo. Apds
a eutanasia, realizou-se uma incisdo abdominal para a exposi¢éo da porgao proximal
do ducto biliar comum e a interrupcao do ducto pancreatico na altura da ampola de
Water (duodeno) com uma pinga Kelly. Em seguida, foi feita uma pequena incisdo na
porcao distal do ducto biliar comum para a insercao de uma agulha de insulina
através da qual o pancreas foi inflado com solugdo de Hanks (NaCl 136.8 mmol/L; KCI
5.3 mmol/L; CaCl, 1.22 mmol/L; MgSO4 0.81 mmol/L; NaaHPO, 0.34 mmol/L; KH2PO4
0.44 mmol/L; NaHCO3; 4.16 mmol/L, com pH corrigido para 7.4) contendo colagenase
(tipo V; 0,8 mg/mL). O pancreas foi entdo removido por dissecacdo e mantido em um
tubo de vidro em banho-maria a 37° C durante 23 min. Apdés uma agitacdo de 1 min
no final deste periodo, o conteddo do tubo foi lavado (3 vezes; 5, 3 e 1 min,
respectivamente) com solucdo de Hanks para retirar a colagenase, as enzimas

pancreaticas e os fragmentos celulares liberados durante o processo de digestao.
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7. Secrecao estatica e conteudo total de insulina

As ilhotas recém isoladas (ex vivo) foram coletadas e, em grupos de 4, pré-
incubadas por 45 min a 37° C em tampéao de Krebs-bicarbonato (KBB) (NaCl 115
mmol/L, KCI 5 mmol/L, CaCl, 2,56 mmol/L, MgCl> 1 mmol/L, NaHCO3; 24 mmol/L)
contendo glicose (5,6 mmol/L) e albumina bovina (3 g/L) equilibrado com uma mistura
de 95% O, -5% CO,, para dar um pH de 7.4. A seguir, a solugao de pré-incubacéo foi
substituida pelo tampao contendo: 1) diferentes concentracdes de glicose (2,8; 5,6;
8,3; 11,1; 16,7 e 27,7 mmol/L); 2) L-leucina (10 mmol/L); ou KCI (40 mmol/L), ou
tolbutamida (100 umol/L) na presenca de 2,8 mmol/L de glicose; 3) carbacol (100
umol/L) ou forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) (100 nmol/L) na presenca de 11.1
mmol/L de glicose. As placas foram incubadas a 37° C durante 90 min, e apds este
procedimento, foi recolhida uma aliquota do sobrenadante de cada amostra, que foi
estocada a -20° C.

Para a determinacdo do conteudo total de insulina, grupos de 10 ilhotas foram
coletados e transferidos para tubos de 1,5 mL. Adicionou-se 1 mL de solugdo de
alcool-acido (concentracéo final de 70% de etanol e 30% de HCI 0,2 mmol/L), seguida
de sonicacéao das ilhotas pancreaticas (3 vezes, pulsos de 10 s).

A insulina das amostras tanto da secreg¢do estatica, quanto do conteudo total

foi quantificada através de radioimunoensaio.

8. Quantificacao do DNA das ilhotas

llhotas pancreaticas foram homogeneizadas através de sonicacdo (2 vezes,
pulsos de 10 s) em 500 pyL de tampao Tris-HCI/EDTA (50 mmol/L, 10 mmol/L,
respectivamente), contendo SDS (1%) e com pH corrigido para 8.1. O DNA foi
extraido em fenol/cloroférmio, precipitado em etanol, e resuspendido em tampao Tris-
EDTA. Em seguida, o RNA foi removido por digestdao com 1 ug de RNase A (Sigma),
incubando por 30 min, a 372 C. Apos este procedimento, o DNA foi quantificado pelo

Quant-iT PicoGreen (Invitrogen) de acordo com as instrucdes do fabricante.
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9. Oxidacao da glicose

Grupos de 25 ilhotas recém isoladas foram incubados durante 2 h, a 37° C, em
tampao KBB na presenca de glicose (11,1 mmol/L) e contendo tracos de D-[U-
4C]glicose (20 puCi/mL) (GE Health Care; Little Chalfont, Bucks, Reino Unido) para a
formacéo de '*CO,. O metabolismo da glicose foi parado com a adicdo de HCI (1 N) e
com consequente clivagem celular. O *CO; liberado foi absorvido por NaOH (1 mol/L)
durante 1 h, sob agitacdo, a 4° C, obtendo NaH'*COs;. Em seguida, adicionou-se 6 mL
de liquido de cintilacéo e a radioatividade foi contada em um cintilador.

10. Analise da atividade metabolica de ilhotas isoladas

A atividade metabdlica foi aferida através da quantificacdo de compostos
redutores, principalmente NAD(P)H, formados a partir da reducao do sal de tetrazélio
soluvel em agua, MTS (3-[4,5,dimethylthiazol-2-yl]-5-[3-carboxymethoxy-phenyl]-2-[4-
sulfophenyl]-2H -tetrazolium, inner salt), ao seu produto formazan, em células viaveis
(Segu et al., 1998; Weinhaus et al., 2007). Para isto, grupos de 100 ilhotas recém
isoladas foram incubados em placas de 96 pocos estéril por 150 min, em tampéao
estéril Krebs/Hepes (NaCl 124 mmol/L, KCI 4,7 mmol/L, CaCl, 2,5 mmol/L, MgSOq4 1,2
mmol/L, KzHPO4 1 mmol/L, NaH,PO4 5 mmol/L, NaHCO3; 20 mmol/L, Na-HEPES 5
mmol/L) contendo: 11,1 mmol/L de glicose, 15% MTS e 1% metassulfato de fenazina
(PMS). A absorbancia foi captada em 490 nm, a cada 10 min depois da adicdo do
reagente (CellTiter96 ensaio aquoso da Promega Corp., Madison, WI, EUA) de
acordo com as instrug¢des do fabricante.

11. Registro das oscilacées do Ca** citoplasmatico

Apoés o isolamento, as ilhotas foram mantidas por 4 h em meio RPMI 1640
suplementado com soro fetal bovino (5%), glicose (11,1 mmol/L), penicilina (100
Ul/mL), e estreptomicina (100 pg/mL), a 37°C, na presenca de carbogénio (95% O e
5% CO,). Em seguida, foram coletadas e transferidas para placas contendo KBB na
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presenca de glicose (5 mmol/L) e de fura2/AM (5 umol/L), e incubadas durante 1 h em
carbogénio, a 37° C. ApGs este procedimento, foram transferidas para uma camara
com temperatura controlada (37° C) e perfundidas com solugdo KBB contendo
diferentes secretagogos (glicose ou tolbutamida) no fluxo de 1,5 mL/min. As imagens
das oscilagdes de Ca** foram captadas a cada 5 s usando aparelhagem adequada.
As ondas excitatorias de 340 e 380 nm foram selecionadas por uma fonte de luz de
xenodnio e a emissado foi de 510 nm. A mudanca no Ca?* citoplasmatico foi detectada
como uma mudancga na proporcao F340/F380 (49, 60), e os dados foram obtidos
utilizando o programa ImageMaster 5 (Photon Technology International, NJ, EUA).

A amplitude e a frequéncia das oscilagdes de Ca** foram determinadas depois
da adicdo de 11,1 mmol/L de glicose ao meio de incubacao. A amplitude se refere ao
primeiro aumento na concentragdo de Ca?', e foi calculada subtraindo o valor basal (3
mmol/L) do valor obtido no pico (11,1 mmol/L) de cada registro. Ja a amplitude das
oscilacdes foi calculada subtraindo o menor valor registrado, do maior valor de cada
oscilagdo durante a exposicao a solugdao contendo 11,1 mmol/L de glicose. Foram
consideradas oscilagdes cada incremento na razao da fluorescéncia (F340/F380) do
Ca?*, pelo menos 2 vezes maior do que qualquer alteracdo registrada durante a
perfusdo das ilhotas com concentracdo basal de glicose. A frequéncia foi calculada
contando o numero de oscilages registradas durante a perfusdo com 11,1 mmol/L
glicose. Nos experimentos com tolbutamida, a area sob a curva foi calculada durante
o periodo no qual o estimulo estava presente no meio de perfusdo, apos subtracdo do

valor basal (3 mmol/L de glicose).

12. Expressao génica: reacao em cadeia da polimerase em tempo real (PCR -
real time)

O RNA total foi extraido de cerca de 500 ilhotas utilizando o método do
reagente Trizol (Invitrogen - Life Technologies). Amostras de 2 pg do RNA total foram
transcritos reversamente através da enzima transcriptase reversa e de primers
aleatérios para a obtencado dos cDNAs. As reacoes de PCR foram realizadas em um
volume total de 15 L, utilizando o Fast SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems,
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Foster City, CA, EUA). As amostras foram desnaturadas a 94° C por 10 min, e em
seguida submetidas a 40 ciclos de PCR a 95° C/60° C. As amplificacdes de PCR
foram realizadas em duplicata. A pureza dos produtos de PCR amplificados foi
verificada através da analise da curva de melting. A expressao dos genes analisados
foi normalizada pela do gene controle: gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
(GAPDH). A tabela 1 mostra a sequéncia dos primers para 0os genes analisados.

Tabela 1. Amplimetros utilizados no PCR-Real Time

Gene Amplimetro

Stmoapa  Dre0 5 TGGTACTGGCTGATGATAAGTTCTCC 8
Reverso 5 TGTTGTTGTAGATGGCACGGC 3

Caai2 Direto 5 GACACAGAGAGGAAGTTCAAGGG 3
Reverso 5 GCGTGGGCTCCCATAGTTG 3’
Direto 5 TGCACTGGAGTATCCAAGCG 3

Cad, Reverso 5 CCACTTCGTCTCAGCCACTC 3’

APDH Direto 5 GGAGAAACCTGCCAAGTATGATG 3

Reverso 5" AACCTGGTCCTCAGTGTAGCCC 3

13. Estimulacao com insulina exdégena, imunoprecipitacao e imunoblot

Aos 15 ou 19 dias de prenhez, as ratas foram pesadas e anestesiadas com
quetamina e diazepan (7:3; 1 uL/g de peso corporal). Apds anestesia, foi realizada
uma laparotomia e cada rata recebeu 100 puL de insulina (0,6 mmol/L) ou de salina
na veia cava. Amostras do figado e do sbleo foram retiradas 45 s e 3 min,
respectivamente, apds a injecdo. Em seguida, os tecidos foram homogeneizados em
tampao para imunoprecipitado contendo 100mmol/L de Tris (pH 7,4), 100 mmol/L de
pirofosfato de sodio, 100 mmol/L de fluoreto de sédio, 10 mmol/L de EDTA, 10
mmol/L de vanadato de sédio, 2 mmol/L de PMSF, e 0,1 mg/mL de aprotinina, a 4°C.
Cada amostra recebeu 1% de Triton e permaneceu em incubacao por 40 min. Apés
este periodo, as amostras foram centrifugadas a 15284 g, 4° C por 30 min. As

amostras foram transferidas para tubos e quantificadas através do reagente de
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Biureto. Em seguida, 1 mg de proteina foi incubado com anti-IRB ou anti-IRS1
durante a noite a 4° C, sob agitacao constante. No dia seguinte, os imunocomplexos
foram recuperados com Proteina A Sepharose 6 MB por 2 h, a 4°C, sob agitacao
constante, e decantados por centrifugacao por 30 min, a 4°C, 15284 g. O precipitado
foi lavado trés vezes, em intervalos de 5 minutos, com tampao de lavagem (2 mM
ortovanadato de sédio, 100 mM Tris-HCI; 1 mM RDTA; 0,5% Triton X-100). O
sobrenadante foi descartado, restando apenas as proteinas precipitadas
(imunocomplexos). Os imunocomplexos foram ressuspensos em tampao de
Laemmli, contendo 100 mmol/L de DTT, fervidos por 5 min, e aplicados em gel de
poliacrilamida 8% para separagdo por eletroforese (SDS-PAGE). As proteinas
separadas foram transferidas para membrana de nitrocelulose em aparelho de
transferéndia da BIO-RAD, a 120 V, em gelo, durante 2 h. Apos transferéncia, as
membranas foram incubadas com solucdo de bloqueio (5% de leite em pé
desnatado; 10 mmol/L de Tris; 150 mmol/L de NaCl; 0.02% de Tween 20) por 2 h,
em seguida, lavadas com solucdo basal, e incubadas novamente durante a noite
com anticorpo especifico. O sinal foi detectado com anticorpo policlonal anti-IgG (2 h,
1:1000), e com reagentes de quimioluminescéncia (Pierce Biotechnology, USA), em
filmes de raio-X (Kodak, AM, Brasil). A intensidade e quantificacdo das bandas foi
avaliada por densitometria Optica através do progarama UN-SCAN-IT gel 6.1 (Silk

Scientific, Inc.).

14. Analise estatistica

Os resultados estdo apresentados como média + erro padrao da média (EPM),
com excegdo das curvas de registro de Ca®* citoplasmatico, que sdo demonstrativas.
A comparagao dos resultados foi realizada através da andlise de variancia (ANOVA)
de duas vias, seguida do pés teste de Newman-Keuls. O teste “t” de Student foi
utilizado para comparacdes entre 2 grupos (C vs Caf; ganho de peso e secrecao de
insulina em resposta ao carbacol ou ao PMA). O ndmero de amostras utilizado (n)
esta indicado na legenda das figuras ou rodapé das tabelas. As diferencas entre os
grupos foram consideradas estaticamente significantes quando P < 0,05.

34



RESULTADOS

1. Efeito da alimentacao com a dieta de cafeteria sobre o ganho de peso,
consumo alimentar e acumulo de gorduras

Durante a alimentagédo com a dieta de cafeteria, foram medidos o peso corporal
(12 primeiras semanas) e a ingestao alimentar das ratas (entre a 5% e a 82 semana).
Apesar de apresentarem uma ingestao diaria menor durante o periodo resgistrado
(134 £ 0,3 vs 152 £ 0,3 g; n = 8; P < 0,05), a Figura 3 mostra que as ratas
alimentadas com a dieta de cafeteria ganharam mais peso do que as ratas controle a
partir da 32 semana de alimentacao com a dieta, assim permanecendo até o final das

12 semanas.

1200 o

—e— Caf
1004

80+ *

60

Ganho de peso (g)
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1
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Dias em dieta

Figura 3. O ganho de peso durante o periodo de alimentagéo foi avaliado semanalmente em
ratas alimentadas com a dieta padrao (linha tracejada) ou dieta de cafeteria (linha continua).
O peso corporal no inicio do tratamento foi de 218 + 3 g e 215 + 4 g, nas ratas controle e
cafeteria, respectivamente (NS). Os valores representam a média £+ EPM de 10 — 20 ratas por
grupo. Teste “t"de Student. * indica diferenca estatistica entre os grupos, P < 0,05.
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A Tabela 2 mostra o peso corporal e o peso relativo dos depédsitos de tecido
adiposo perigonadal e retroperitoneal, os quais foram maiores nas ratas alimentadas
com a dieta de cafeteria tanto prenhes quanto nao-prenhes, em comparacgao as ratas

controle prenhes ou ndo-prenhes.

Tabela 2. Peso corporal e dos depdsitos de gordura das ratas ao final do periodo de
alimentacao com a dieta de cafeteria, e no 16° dia de prenhez

Grupo Peso corporal Gordura retroperitoneal Grupo perigonadal P
(9) (9/100 g peso corporal) (g/100 g peso corporal)

1 C 261 +7,8 0,68 + 0,06 1,32 £ 0,09 -

2 CP 280 + 8,6 0,91 £0,10 1,54 £ 0,23 -

3 Caf 317112~ 2,27 £0,14* 3,82+0,33 *vs 1;2

4 CafP 332+158°* 2,28 +0,23 " 3,48+0,33" *vs 1;2

C — controle nao-prenhe; CP — controle prenhe; Caf — cafeteria ndo-prenhe; CafP —
cafeteria prenhe. Os valores representam a média = EPM de trés grupos
independentes de tratamento com a dieta; n =6 — 8 ratas. * P < 0,05

2. Anadlise dos parametros bioquimicos

A Tabela 3 mostra os valores do indice insulina/glicose e as concentracoes de
glicose sanguinea, e de insulina, lipideos, proteinas totais e albumina plasmaticas, em
jejum e no estado alimentado, depois das 14 semanas de tratamento com a dieta de
cafeteria. Apds 12 h de jejum, ndo houve diferenga nas concentra¢des plasmaticas de
triglicerideos (TG), acidos graxos livres (AGL), albumina e de proteinas totais. A
glicemia e o colesterol total (COL) de jejum foram reduzidos nas ratas prenhes, tanto
controle como cafeteria, em comparag¢do com as ratas nao-prenhes de ambos grupos.
Ja a concentracdo de insulina no plasma das ratas cafeteria, prenhes ou néao, foi
maior do que a das ratas controle prenhes e ndo-prenhes, tanto durante o jejum
quanto no estado alimentado. A concentracdo de AGL das ratas prenhes e nao-
prenhes alimentadas com a dieta de cafeteria também foram maiores do que as
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registradas para ratas controle, prenhes ou ndo. Nas ratas prenhes, controle e
cafeteria, foi possivel observar uma reducdo na glicemia no estado alimentado,
quando comparadas as ratas nao-prenhes, independente da dieta. Observou-se
ainda, um aumento no TG plasmatico das ratas controle prenhes em relacao as ratas
controle nao-prenhes. As concentracdes de COL, albumina e de proteinas totais do
plasma alimentado das ratas foram similares. O tratamento com a dieta de cafeteria
aumentou os valores do indice insulina/glicose nos estados de jejum e alimentado,
tanto nas ratas prenhes quanto ndo-prenhes, quando comparados com 0s grupos

controle prenhes e ndo-prenhes.

37



Tabela 3. Concentracdo de glicose sanguinea, e de insulina, COL, TG, AGL,
albumina e proteinas totais plasmaticas, e indice insulina/glicose em ratas prenhes
(162 dia) ou nao-prenhes alimentadas com dieta padrao ou dieta de cafeteria

C CP Caf CafP

Jejum
Glicose (mg/dL) 69 + 2 (28) 58+4(9)° 71 +2 (25) 60 +2 (10)°®
Insulina (ng/mL) 0,40 + 0,03 (23) 0,47 + 0,05 (13) 0,65+0,04 (28) ' 0,62 + 0,04 (13)'
indice Ins/glic 4,7 £0,4 (9) 6,8 +0,5(3) 9,1+1,0(10)? 10,2 £ 1,6 (4) 2
COL (mg/dL) 75 +7 (15) 33+3(7)° 75 +9 (13) 44 +6 (6)®
TG (mg/dL) 51 +3(18) 61 +3 (5) 64 + 5 (5) 49 + 6 (5)
AGL (mmol/L) 1,13+0,17 (10) 0,80+0,13(7)  0,95+0,13(8) 0,67 0,19 (5)
Albumina (g/dL) 3,1 +0,02 (3) 3,2+0,1(3) 3,5+0,1 (4) 3,4+0,1(3)
Proteinas totais

6,8 +0,4 (3) 6,5 +0,1(3) 6,9 0,01 (4) 6,7 +0,1(3)
(g/dL)
Alimentado
Glicose (mg/dL) 87 +3 (16) 67 +3(5)° 91 +2(19) 73+2(6)°
Insulina (ng/mL) 1,7 +0,2 (12) 1,9+0,2 (3) 3,4+0,3(15)" 49+13(5) "
indice Ins/glic 19 +2(8) 27 +2 (3) 39+3(8)* 97 +6(3)*
COL (mg/dL) 59 + 5 (20) 33+4(7) 72 + 6 (28) 53 +7(8)
TG (mg/dL) 105 +7 (17) 167 +22 (5) * 90 + 8 (22) 124 +14 (7)
AGL (mmol/L) 0,28 +0,03 (14) 0,29 +£0,03(6) 0,42+0,03(18)' 0,47 +0,03 (6) '
Albumina (g/dL) 3,0+0,1(7) 3,0+0,1(4) 3,3+0,1(12) 3,3+0,1(4)
Proteinas totais
(@/dl) 7,1£0,2(7) 6,8+ 0,3 (4) 7,1+0,2(12) 7,0 0,1 (4)

Os valores representam a média + EPM. Os numeros entre parénteses se referem ao n
utilizado, e os sobre-escritos indicam diferenca estatistica entre os grupos: ' P < 0,05;
diferente do C e CP; 2 P < 0,01; diferente do C; ® P < 0,05; diferente do C e Caf; * P < 0,01;
diferente de todos os grupos. C — controle nao-prenhe; CP — controle prenhe; Caf — cafeteria
nao-prenhe; CafP — cafeteria prenhe
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3. Toleréncia a glicose de ratas alimentadas com a dieta de cafeteria, prenhes
ou hao

A Figura 4 mostra a glicose sanguinea (4A) e a insulina plasmatica (4B) das
ratas durante o teste de tolerancia intraperitoneal a glicose. Depois de 14 semanas, o
tratamento com a dieta de cafeteria diminuiu a tolerancia a glicose em ratas prenhes e
ndo-prenhes, quando comparados com 0s grupos controles, sendo este um efeito
dependente apenas da alteracao dietética. Apés 30 min da administracdo de glicose,
as concentracdes sanguineas deste acucar foram maiores nas ratas cafeteria nao-
prenhes e prenhes, em relacdo as ratas controle nao-prenhes. As ratas cafeteria
prenhes também apresentaram niveis glicémicos mais elevados em compara¢cao com
as ratas controle prenhes. A glicemia aferida aos 60 min também foi maior nas ratas
alimentadas com a dieta de cafeteria prenhes ou nao, em relacdo a dos grupos
controle.

Como podemos observar na Figura 5, a area sob a curva em resposta a
sobrecarga de glicose, apresentou-se aumentada nas ratas cafeteria, tanto prenhes
quanto ndo-prenhes, em comparagdo aos grupos controle. As concentragcdes de
insulina plasmatica aos 15 e 60 min do teste foram maiores nas ratas cafeteria
prenhes, em relagdo aos outros grupos, o que foi resultado de um efeito da alteracédo
dietética aos 60 min, e de uma interacao entre a alteracao dietética e a prenhez aos

15 min.
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Figura 4. Glicose sanguinea (A) e insulina plasmatica (B) durante o ipGTT em ratas prenhes
(simbolos abertos; 16° dia) e ndo-prenhes (simbolos sélidos) alimentadas com dieta padrao
(linhas tracejadas) ou com dieta de cafeteria (linhas continuas). Os valores sdo média + EPM;
n = 6 — 20 ratos provenientes de trés grupos independentes de tratamento com a dieta de
cafeteria. Os simbolos representam diferenca estatistica entre os grupos, P < 0,05; (A) * vs C;
# vs CP; (B) * vs todos os grupos.
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Figura 5. Area sob a curva (AUC) de glicose durante o ipGTT. As barras representam a
média + EPM da AUC obtida no teste de cada rata e calculada individualmente. As ratas
prenhes estavam no 16° dia de prenhez. C — controle nao-prenhe; CP — controle prenhe; Caf
— cafeteria ndo-prenhe; CafP — cafeteria prenhe. * indica diferenca estatistica, P < 0,01.

4. Efeito da alimentacao com a dieta de cafeteria sobre a secrecao de insulina

por ilhotas isoladas de ratas prenhes ou nao-prenhes

4.1. Conteudo de insulina na ilhota

A Figura 6 mostra que houve um aumento no conteudo total de insulina nas
ilhotas isoladas das ratas prenhes, em comparacdo com as ilhotas das ratas néo-
prenhes, independente da dieta recebida. Nao se observou diferenca entre 0os grupos
controle e cafeteria ndo-prenhes ao analisarmos este parametro. Contudo, o conteddo
total de insulina também foi maior nas ilhotas das ratas cafeteria prenhes em
comparacao com o das ilhotas das ratas prenhes que receberam a dieta padrdo. A
analise estatistica mostrou que este efeito é dependente do fator dieta e do fator

prenhez, independentes, e também da interagédo entre estes fatores.

41



g a0 4
3 ——
[2) o 1
£
O © 200-
8 .
s < —
53
_g = 100q ——
3
9
c
[e]
(&) 0 T T
C CP Caf CafP

Figura 6. Conteudo total de insulina de ilhotas isoladas de ratas alimentadas com a dieta
padrao ou com a dieta de cafeteria, prenhes (16° dia) ou ndo, apds rompimento das ilhotas.
Os valores sdao média + EPM da concentracdo de insulina por ilhota; n = 14 grupos de ilhotas
isoladas de 3 — 4 ratas. C — controle ndo-prenhe; CP — controle prenhe; Caf — cafeteria nao-
prenhe; CafP — cafeteria prenhe. Os simbolos indicam diferenca estatistica entre os grupos: *
vs C, Caf e CafP; # vs C, CP e Caf; P < 0,05.

4.2. Curva de secrecao de insulina dose-reposta a glicose

A Figura 7 mostra a secrecado de insulina liberada pelas ilhotas durante a
incubacao estatica na presenca de concentracées crescentes de glicose, normalizada
pelo contetdo de DNA das ilhotas. Como podemos observar, a secrecao de insulina
apresentou uma curva sigmoidal em todos os grupos. Na presenca de 2,8 mmol/L de
glicose, as ilhotas das ratas alimentadas com a dieta de cafeteria, prenhes ou nao,
liberaram mais insulina do que as ilhotas das ratas que receberam a dieta padrao
prenhes e ndo-prenhes. Ja a incubacdo das ilhotas com 5,6 mmol/L de glicose,
revelou um aumento na secrecao do hormoénio pelas ilhotas das ratas prenhes, em
comparacao as ratas nao-prenhes, independente da dieta. Em 8,3 mmol/L de glicose,
observou-se uma reducdo na liberagcdo de insulina pelas ilhotas das ratas cafeteria
ndo-prenhes, em relacdo as ratas prenhes controle e cafeteria. Adicionalmente,
quando estimuladas com 11,1 mmol/L de glicose, as ilhotas das ratas cafeteria n&o-

prenhes secretaram menos insulina do que as ilhotas das ratas dos demais grupos.
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Na presenca de 16,7 mmol/L de glicose, a secre¢cao do horménio foi maior nas ilhotas
das ratas cafeteria prenhes do que nas ratas nao-prenhes que receberam a mesma
dieta. Nao houve diferenca na liberagdo de insulina quando as ilhotas foram

incubadas com 27,7 mmol/L.
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Figura 7. Curvas de secrecao de insulina dose-resposta a glicose por ilhotas isoladas de
ratas prenhes (simbolos abertos; 16° dia) ou ndo-prenhes (simbolos sélidos) alimentadas com
dieta padrao (linhas tracejadas) ou de cafeteria (linhas continuas). As ilhotas foram incubadas
por 90 minutos com concentracbes crescentes de glicose, e a insulina liberada foi
normalizada pelo conteudo de DNA das ilhotas. Os valores expressam a média £+ EPM; n = 8 -
15 grupos de ilhotas isoladas de 3 - 4 ratas. Os simbolos indicam diferenga estatistica entre
0s grupos em cada concentracdo de glicose, P < 0,05. # vs C e Caf; * vs todos os outros
grupos; § vs CP e CafP; & vs Caf; as diferengas com 2,8 mmol/L de glicose estdo descritas no
texto.
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A prenhez deslocou para esquerda a curva de secrecdo de insulina em
resposta a concentracdes crescentes de glicose tanto nas ratas que receberam a
dieta padrdo quanto das que foram alimentadas com a dieta de cafeteria, em
comparacao com as ratas nao-prenhes de ambos grupos. A Figura 8 demonstra que
ao expressar a liberacao de insulina como porcentagem da secrecao maxima de cada
grupo, a concentracdo efetiva mediana (ECsp) foi maior para as ratas cafeteria néo-
prenhes (12,3 £ 0,6 mmol/L), em relagdo as ratas dos demais grupos (C = 10,6 = 0,2;
CP=9,3x0,1; CafP =9,6 £ 0,5 mmol/L; P < 0,05).
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Figura 8. Curvas de secrecdo de insulina em resposta a glicose expressas como
porcentagem da secre¢cdo maxima das ilhotas isoladas de ratas prenhes (simbolos abertos;
162 dia) ou ndo-prenhes (simbolos solidos) alimentadas com dieta padrao (linhas tracejadas)
ou de cafeteria (linhas continuas). A liberacdo maxima do horménio (100%) foi calculada
subtraindo os valores basais (2,8 mmol/L) do maximo secretado (16,7 ou 27,7 mmol/L de
glicose). Os pontos representam a média £ EPM; n = 8 - 15 grupos de ilhotas isoladas de 3 - 4
ratos. Os ECs, das curvas estdo descritos no texto.
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4.3. Liberacao de insulina em resposta a estimulos metabolizaveis,
despolarizantes ou potencializadores

Durante a incubagao com L-leucina (10 mmol/L; na presenca de 2,8 mmol/L de
glicose), aminoacido metabolizavel pela célula beta pancreéatica e estimulador da
secrecao de insulina, as ilhotas isoladas das ratas cafeteria ndo-prenhes secretaram
menos insulina, em comparag¢ao com as ilhotas das ratas dos demais grupos (Figura
9). Este efeito foi resultante tanto do fator dieta quanto do fator prenhez, sem

interagao entre estes fatores.
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Figura 9. Secrecao estatica de insulina estimulada por 10 mmo/L de L-leucina, na presenca
de 2,8 mmol/L de glicose. As ratas prenhes estavam no 16° dia de prenhez. Os valores sdo
média £ EPM; n = 9 — 10 grupos de ilhotas isoladas de 3 ratas. C — controle ndo-prenhe; CP —
controle prenhe; Caf — cafeteria ndo-prenhe; CafP — cafeteria prenhe. * estatisticamente
diferente dos demais grupos; P < 0,005.

A secrecdo de insulina estimulada por concentracées despolarizantes de KCI
(40 mmol/L) ou tolbutamida, na presenca de 2,8 mmol/L de glicose, foi reduzida nas
ilhotas isoladas das ratas cafeteria ndo-prenhes, em relacdo as ilhotas das ratas
controle nao-prenhes e cafeteria prenhes. As ilhotas das ratas cafeteria prenhes

também secretaram mais insulina do que as ilhotas das ratas controle prenhes
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quando estimuladas com tolbutamida, enquanto ndo houve diferenca entre estes
grupos durante a incubacdo com KCI (Figura 10). Estes resultados foram

dependentes do fator prenhez, e com interacdo com o fator dieta.
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Figura 10. Secrecdo estatica de insulina induzida por 40 mmol/L de KCI ou 100 pmol/L de
tolbutamida, na presencga de 2,8 mmol/L de glicose. As ratas prenhes estavam no 16° dia de
prenhez. As barras representam média + EPM; n = 8 — 10 grupos de ilhotas isoladas de 3
ratas. C — controle ndo-prenhe; CP — controle prenhe; Caf — cafeteria ndo-prenhe; CafP —
cafeteria prenhe. Os simbolos indicam diferenga estatistica entre os grupos, P < 0,05; * vs
demais grupos; # vs C e CafP.

Para verificar se a reducdo na secrecdo de insulina observada nas ilhotas
isoladas das ratas cafeteria nao-prenhes ocorreria também com a exposicao destas
ilhotas a agentes potencializadores da liberagdo do hormdnio, incubamos estas
ilhotas com carbacol (agonista muscarinico) e PMA (ativador da proteina cinase C),
na presenca de 11,1 mmol/L de glicose (Figura 11). Nestes protocolos experimentais,
nao consideramos a prenhez, mas apenas o0 efeito da alteracdo dietética.
Observamos que a secrecao de insulina foi menor nas ilhotas isoladas das ratas
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cafeteria ndo-prenhes, incubadas com carbacol, em relagcdo ao grupo controle nao-
prenhe. Entretanto, ndo houve diferenca entre os grupos quando as ilhotas foram

estimuladas com PMA.
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Figura 11. Secrecdo de insulina em resposta aos potencializadores carbacol e PMA, na
presenca de 11,1 mmol/L de glicose, por ilhotas isoladas de ratas alimentadas com dieta
padrdo (C) ou dieta de cafeteria (Caf). As barras representam a média £+ EPM; n = 8. As
comparacdes estatisticas foram realizadas pelo teste “t"de Student, ndo pareado e de duas
vias. * diferente do C; P < 0,05.

5. Efeito da alimentacao com a dieta de cafeteria sobre o metabolismo da
glicose em ilhotas isoladas

Como a secrecao de insulina pela célula beta-pancreatica esta intimamente
relacionada ao metabolismo da glicose, analisamos alguns indicadores metabdlicos
em ilhotas de ratas alimentadas com a dieta de cafeteria, prenhes ou néo.

5.1. Oxidacao da glicose

Na presenca de 11,1 mmol/L de glicose, a conversdo de D-[U-'*C]glicose a
“C0O, (oxidacdo da glicose) foi maior nas ilhotas isoladas das ratas prenhes, em
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comparacao com as ilhotas das ratas ndo-prenhes, independente da dieta (Figura 12).
A oxidagao da glicose foi similar entre as ilhotas das ratas nao-prenhes, controle e
cafeteria.
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Figura 12. Oxidagao da glicose por ilhotas isoladas estimuladas com 11,1 mmol/L do agucar.
As ratas prenhes estavam no 16° dia de prenhez. Os valores sdo média + EPM; n = 12 grupos
de ilhotas isoladas de 3 ratas. C — controle ndo-prenhe; CP — controle prenhe; Caf — cafeteria
nao-prenhe; CafP — cafeteria prenhe. * indica diferenca estatistica versus C e Caf; P < 0,05.

5.2. Atividade metabdlica

Analisamos também a geracdo de compostos redutores [principalmente
NAD(P)H] na presenca de 11,1 mmol/L de glicose, como um indicador da atividade
metabdlica das ilhotas (Weinhaus et al., 2007), e esse resultado esta agrupado na
Figura 13. A atividade metabdlica foi maior nas ilhotas isoladas das ratas controle
prenhes aos 30, 60, 90 e 120 min do experimento, em relagdo as ilhotas das ratas
controle ndo-prenhes. Neste parametro, ndo se observou diferenca entre as ilhotas
das ratas cafeteria ndo-prenhes e controle ndo-prenhes. Ja as ilhotas isoladas das
ratas cafeteria prenhes mostraram um aumento da atividade metabdlica quando

comparadas com todos 0s grupos, inclusive com as ratas controle prenhes, sendo
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este efeito dependente tanto do fator dieta quanto do fator prenhez, sem interagao

entre estes fatores.
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Figura 13. Atividade metabdlica de ilhotas isoladas e estimuladas com 11,1 mmol/L de
glicose. As ratas prenhes estavam no 16° dia de prenhez. As barras representam a média +
EPM; n = 12 — 15 grupos de ilhotas isoladas de 4 ratas. C — controle ndo-prenhe; CP —
controle prenhe; Caf — cafeteria nao-prenhe; CafP — cafeteria prenhe. As diferencas
estatisticas entre os grupos estdo indicadas pelas letras acima das barras. Letras iguais
representam similaridade entre os grupos. As comparagdes foram realizadas dentro de cada
tempo de registro, sendo assim ndo houve comparagao entre os tempos. P < 0,05.

6. Analise do manejo do Ca®* citoplasmatico livre em ilhotas isoladas

A Figura 14 mostra que a exposicao das ilhotas pancreaticas a 11,1 mmol/L de

glicose aumentou o sinal do Ca?* citoplasmatico em todos os grupos.
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Figura 14. Curvas representativas das alteracdes no registro do Ca** citoplasmético em
resposta a 11,1 mmo/IL de glicose em ilhotas isoladas de ratas controle ndo-prenhes (A) ou
prenhes (B; 16° dia), e de ratas cafeteria ndo-prenhes (C) ou prenhes (D; 16° dia).

A amplitude das alteracdes no Ca®* citoplasmatico (Figura 15 A), medida dos 3
aos 6 min posteriores a exposicao das ilhotas a glicose, foi menor nas ilhotas isoladas
das ratas cafeteria ndo-prenhe do que a observada nas ilhotas dos outros grupos. A
analise estatistica revelou a interagdo entre os fatores dieta e prenhez nesta reducgéo.
Quanto a frequéncia das oscilacées, observamos que tal parametro foi similar entre
as ilhotas das ratas nao-prenhes, enquanto nas ilhotas das ratas prenhes houve um
aumento, efeito independente da dieta dos animais (Figura 15 B). Outro parametro

analisado foi a amplitude das oscilacoes (Figura 15C), que foi maior nas ilhotas das
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ratas cafeteria prenhes quando comparada com as ilhotas das ratas cafeteria nao-

prenhes.
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Figura 15. Amplitude do aumento do Ca** citoplasmatico (A), e frequéncia (B) e amplitude
das oscilagdes de Ca® (C), induzidos por 11,1 mmol/L de glicose em ilhotas isoladas. . C —
controle ndo-prenhe; CP — controle prenhe; Caf — cafeteria ndo-prenhe; CafP — cafeteria
prenhe Os valores sdo média + EPM; n = 6 — 10 ilhotas isoladas de 3 ratas. As diferencas
estatisticas entre os grupos estdo indicadas pelas letras acima das barras. Letras iguais
representam similaridade entre os grupos. P < 0,05.

A Figura 16 mostra que a exposigao a tolbutamida (100 pmol/L) aumentou o
registro de Ca?* citoplasmatico nas ilhotas isoladas de todos os grupos. A area sob a
curva da razdo das fluorescéncias de Ca®* foi menor nas ilhotas isoladas das ratas
cafeteria ndo-prenhe, em comparagcdo com as ilhotas das ratas controle ndo-prenhe
(0,72 £ 0,14 vs 1,20 + 0,10; F340/F380.min; média + EPM; n = 6; P < 0,05), sendo

este um efeito dependente apenas do fator dieta.
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Figura 16. Curvas representativas do aumento do registro do Ca®* citoplasmatico induzido por
tolbutamida (100 pumol/L), na presenga de 3 mmol/L de glicose, em ilhotas isoladas de ratas
controle nao-prenhes (A) ou prenhes (B; 16° dia), e de ratas cafeteria ndo-prenhes (C) ou
prenhes (D; 16° dia). As barras acima das curvas indicam a periodo de estimulagéo. Tolb —
tolbutamida.

7. Efeito da dieta de cafeteria sobre a expressao génica da SERCA2a, do
Ca,a1.2 e do Ca,B. em ilhotas

As ilhotas das ratas cafeteria nao-prenhes apresentaram uma reducao de 27%
e 64% na expressdo génica da SERCA2a e do Ca,al.2, respectivamente, em

comparacgao com as ilhotas das ratas controle ndo-prenhes (Figura 17 A e B).
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Figura 17. Expressdo do RNAm que codifica SERCA2a (A),Ca,a1.2 (B) e Ca,B. (C) em
ilhotas isoladas. Os dados foram normalizados pela expressdo do RNAm da GAPDH, e estao
expressos como percentual do controle (controle ndo-prenhe). As ratas prenhes estavam no
16° dia de prenhez. C — controle nao-prenhe; CP — controle prenhe; Caf — cafeteria nao-
prenhe; CafP — cafeteria prenhe. Média + EPM; n = 5 — 8 grupos de ilhotas isoladas de 8 — 10
ratas. Os simbolos indicam diferenca estatistica entre os grupos: (A) * vs C, Caf e CafP; # vs
CeCP; (B) *vs C, CP e CafP; # vs C e Caf; (C) ns; P < 0,05.

A prenhez nas ratas controle aumentou a expressdo nas ilhotas tanto do
Ca,a1.2 (56%) quanto da SERCA2a (27%), em relacdo as ratas controle ndo-prenhes.
Assim como nas ilhotas das ratas controle prenhes, a expressao do Ca,a1.2 foi 77%
maior nas ratas cafeteria prenhes quando comparada com as ratas cafeteria ndo-
prenhes, enquanto a expressdo da SERCA2a foi similar entre estes grupos.
Observou-se um efeito tanto do fator dieta quanto da prenhez, mas sem interacéo, na
expressdao da SERCA2a, enquanto que na expressao Ca,a1.2 houve interacdo entre
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estes fatores. Nao houve diferenca na expressado do gene que codifica o Ca,f2 entre
os grupos (Figura 17 C).

8. Efeito da dieta de cafeteria e da prenhez sobre a acao da insulina em figado e
musculo

Frente aos resultados do teste de tolerdncia a glicose mostrando a provavel
existéncia de um aumento da resisténcia periférica a acdo da insulina nas ratas
obesas, investigamos também a ativacéo do receptor de insulina (IR) e do substrato 1
do receptor de insulina (IRS-1), no figado e no musculo soleus de ratas alimentadas
com dieta padrdo ou cafeteria, prenhes (15 ou 19 dias) ou nao-prenhes, apds
estimulo com o horménio.

As ratas obesas n&o-prenhes apresentaram reducdo na fosforilacdo em
residuos de tirosina da subunidade B do IR e da proteina IRS-1 tanto no musculo
(38% e 39%, respectivamente) quanto no figado (49% e 58%, respectivamente), em
comparagcao com as ratas controle nao-prenhes (Figura 18, Figura 19, Figura 20,
Figura 21).

Aos 15 dias de prenhez, observamos menor fosforilagdo em residuos tirosina
do IR B no musculo das ratas controle (24%) e das ratas obesas (53%), em relacéo as
ratas controle ndo-prenhes. Tal diferenca foi observada ainda nas ratas obesas
prenhes em comparagao com as ratas controle prenhes, e com as ratas cafeteria nao-
prenhes (Figura 18A). Apesar da reducao de 23% na fosforilagdo em tirosina da
proteina IRS-1 no musculo das ratas controle prenhes no 15° dia de prenhez, em
relacdo as ratas controle ndo-prenhes, ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos (P = 0,12; n = 5 - 6). Ja nas ratas obesas prenhes, a reducao de 53% na
fosforilagdo em residuos de tirosina da proteina IRS-1 foi estatisticamente diferente
das ratas controle ndo-prenhes (Figura 18B). Ainda neste periodo da prenhez, houve
reducédo na fosforilacdo em residuos de tirosina do IR B (48%) e da proteina IRS-1
(76%) no figado das ratas cafeteria prenhes ou nao-prenhes, em comparacao com as
ratas controle nao-prenhes. Além disso, houve diferenca estatistica mostrando

54



reducdo na fosforilagdo também entre as ratas obesas prenhes em comparag¢do com
as ratas controle prenhes (Figura 19 A e B).

Aos 19 dias de prenhez, observamos uma reducao na fosforilagcado em residuos
de tirosina do IR B e da proteina IRS-1 no musculo e no figado tanto de ratas
alimentadas com a dieta padrao (IR B = 22% e 34%; IRS-1 = 26% e 36%,
respectivamente) quanto com a dieta de cafeteria (IR B = 39% e 37%; IRS-1 = 60% e
45%, respectivamente), em comparacdo com as ratas controle nao-prenhes.
Observamos ainda que, no 19° dia de prenhez, a fosforilacdo em residuos de tirosina
do IR B e da proteina IRS-1 no musculo das ratas cafeteria prenhes apresentou uma
reducdo mais acentuada, em relagdo as ratas controle prenhes (Figura 20 A e B;
Figura 21 A e B).
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Figura 18. Fosforilacao em residuos de tirosina da subunidade  do IR (A) e da proteina IRS-
1 (B) em musculo de ratas aos 15 dias de prenhez, apds estimulo com insulina. Amostras de
proteina total foram solubilizadas e imunoprecipitadas (IP) com anticorpos anti-IR § ou anti-
IRS-1. Os imunoprecipitados foram corridos em gel de poliacrilamida 8%, transferidos para
membranas de nitrocelulose que foram incubadas (IB) com anticorpos anti-fosfo-tirosina
(pTyr), anti-IR B ou anti-IRS-1. C — controle ndo-prenhe; CP — controle prenhe; Caf — cafeteria
nao-prenhe; CafP — cafeteria prenhe Os gréficos representam a média + EPM; n = 4 — 6 ratas.
Os simbolos indicam diferenca estatistica entre os grupos: * vs C; # vs CP; & vs Caf; P < 0,05.
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Figura 19. Fosforilacao em residuos de tirosina da subunidade  do IR (A) e da proteina IRS-
1 (B) em figado de ratas aos 15 dias de prenhez, ap6s estimulo com insulina. Amostras de
proteina total foram solubilizadas e imunoprecipitadas (IP) com anticorpos anti-IR B ou anti-
IRS-1. Os imunoprecipitados foram corridos em gel de poliacrilamida 8%, transferidos para
membranas de nitrocelulose que foram incubadas (IB) com anticorpos anti-fosfo-tirosina
(pTyr), anti-IR B ou anti-IRS-1. C — controle ndo-prenhe; CP — controle prenhe; Caf — cafeteria
nao-prenhe; CafP — cafeteria prenhe Os graficos representam a média £ EPM; n = 4 — 6 ratas.
Os simbolos indicam diferencga estatistica entre os grupos: * vs C; # vs CP; P < 0,05.
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Figura 20. Fosforilagdo em residuos de tirosina da subunidade B do IR (A) e da proteina
IRS-1 (B) em musculo de ratas aos 19 dias de prenhez, apds estimulo com insulina. Amostras
de proteina total foram solubilizadas e imunoprecipitadas (IP) com anticorpos anti-IR 8 ou
anti-IRS-1. Os imunoprecipitados foram corridos em gel de poliacrilamida 8%, transferidos
para membranas de nitrocelulose que foram incubadas (IB) com anticorpos anti-fosfo-tirosina
(pTyr), anti-IR B ou anti-IRS-1. C — controle ndo-prenhe; CP — controle prenhe; Caf — cafeteria
nao-prenhe; CafP — cafeteria prenhe Os graficos representam a média £ EPM; n = 3 — 6 ratas.
Os simbolos indicam diferencga estatistica entre os grupos: * vs C; # vs CP; P < 0,05.
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Figura 21. Fosforilacao em residuos de tirosina da subunidade  do IR (A) e da proteina IRS-
1 (B) em figado de ratas aos 19 dias de prenhez, ap6s estimulo com insulina. Amostras de
proteina total foram solubilizadas e imunoprecipitadas (IP) com anticorpos anti-IR B ou anti-
IRS-1. Os imunoprecipitados foram corridos em gel de poliacrilamida 8%, transferidos para
membranas de nitrocelulose que foram incubadas (IB) com anticorpos anti-fosfo-tirosina
(pTyr), anti-IR B ou anti-IRS-1. C — controle ndo-prenhe; CP — controle prenhe; Caf — cafeteria
nao-prenhe; CafP — cafeteria prenhe Os graficos representam a média £ EPM; n = 4 — 6 ratas.
Os simbolos indicam diferencga estatistica entre os grupos: * vs C; # vs CP; P < 0,05.
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DISCUSSAO

A incidéncia de obesidade vem atingindo proporcées alarmantes em varias
populacées no mundo. Favorecendo o crescimento desta epidemia, o avancgo
tecnoldgico e a modernidade levaram a alteragdes do estilo de vida resultando em um
menor gasto energético na excecucao de tarefas diarias, e ao aumento da oferta e do
consumo de alimentos prontos, geralmente com elevado valor calérico e pouco valor
nutricional (Caterson & Gill, 2002).

A obesidade esta associada a varias outras doencas, favorecendo o
surgimento de novas patologias ou agravando quadros pré-existentes. Dentre estas
doencas, estdao o Diabetes Mellitus tipo 2 e o Diabetes Mellitus Gestacional (GDM)
(Solomon et al.,, 1997; Flegal et al., 2007; Satpathy et al, 2008). Ha uma relacéo
marcante entre estas formas de diabetes e a obesidade. Muito tem se investigado
para o esclarecimento deste ponto, e dentre os avancos obtidos, a resisténcia a acao
da insulina parece ser um ponto convergente de possivel responsabilidade.

Durante uma gestacao normal, o organismo é capaz de compensar o aumento
da resisténcia periférica instalada através do aumento da secrecdo de insulina pelas
células beta-pancreaticas (Polonsky ef al., 1988). A incapacidade das células beta em
responder adequadamente ao aumento da glicose sanguinea para vencer o aumento
exacerbado da resisténcia periférica a insulina, levam ao desenvolvimento do GDM.
Neste contexto, torna-se importante investigar os mecanismos que possibilitam a
célula beta pancreética vencer a demanda pela insulina, imposta pela resiténcia ao
horménio, observada durante a gestacao.

Sendo assim, decidimos estudar este fenbmeno em uma situagdo onde ha a
presenca do principal fator de risco para o desenvolvimento do GDM, a obesidade, e
num quadro provavel de aumento na resisténcia periférica. Para isto, utilizamos um
modelo experimental onde a obesidade € induzida através da substituicdo da dieta
padrao de ratos pela dieta de cafeteria, com maior aporte calérico e alta quantidade
de lipideos (West & York, 1998; Prada et al.,, 2005). A alimentacdo com a dieta de
cafeteria expde os animais a um excesso de ingestdo calérica induzindo disordens

metabdlicas, similares aquelas observadas em humanos obesos, tornando este um
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modelo atrativo para o estudo da obesidade e suas consequéncias durante a

gestacao.

Assim como em outros estudos (Akyol et al., 2009; Shafat et al., 2009), a
alimentacado com dieta de cafeteria induziu a obesidade em ratas, evidenciada pelo
maior ganho de peso a partir da terceira semana, e que se extendeu até o final do
periodo de alimentacdo. Associado ao ganho de peso corporal houve aumento do
peso relativo dos depdsitos viscerais de tecido adiposo, gordura retroperitoneal e
perigonadal. Apesar disso, as ratas que foram alimentadas com esta dieta,
apresentaram reducdo do consumo alimentar diario da 5% até a 82 semana de
tratamento. E muito provavel que tal discrepancia se deva ao fato da dieta de
cafeteria ter maior conteludo cal6rico do que a ragdo padrao, resultando em uma
ingestdo caldrica didria maior. Além disso, a quantidade de calorias da dieta de
cafeteria apresentadas neste estudo, ndo leva em consideracdo o valor energético
proveniente da ingestdo dos refrigerantes, que certamente eleva ainda mais a
ingestao calorica neste grupo de ratas.

Como o esperado, as ratas prenhes apresentaram uma reducao na glicemia
durante os estados fisiolégicos de jejum e alimentado, provavelmente, devido ao
fornecimento de nutrientes para o feto. Esta reducgéo foi observada inclusive nas ratas
obesas por dieta de cafeteria. E comum que a alimentagdo com dieta contendo alto
teor de gordura leve ao aumento da glicemia e dos lipideos plasmaticos. Entretanto,
assim como relatamos neste estudo, varios trabalhos ndo observaram alteracdes
nestes parametros em tais condi¢coes dietéticas. Possivelmente, isto se deve as
diferentes composi¢des das dietas utilizadas, levando ao consumo de diferentes tipos
de lipideos (Buettner et al., 2006; Akyol et al., 2009). No entanto, a alimentagdo com a
dieta de cafeteria por periodo prolongado elevou as concentracées plasmaticas de
acidos graxos livres, e também de insulina. A insulinemia aumentada das ratas
obesas também deve ter papel na manutencado de niveis glicémicos normais nestas
ratas. Levando em consideracdo as concentracdes plasmaticas normais de albumina
e de proteinas totais das ratas, apds alimentacdo com a dieta de cafeteria,
consideramos que a modificagdo do padrao dietético consumido pelos animais nao

alterou seu estado nutricional.
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A tolerancia a glicose diminuida e a alta concentracdo de insulina nas ratas
obesas por dieta de cafeteria, principalmente nas ratas prenhes, corroboram
resultados obtidos por outros grupos indicando que a obesidade, e inclusive a dieta de
cafeteria, induzem a resisténcia a insulina (Bonadonna et al., 1990; Prada et al., 2005;
Martyn et al., 2008). O aumento do indice insulina/glicose, e a reducao da fosforilacdo
em tirosina da subunidade B do receptor de insulina e do substrato 1 do receptor de
insulina no figado e musculo das ratas obesas por dieta de cafeteria, observadas
neste estudo, reforcam este ponto.

Em gestantes, a reducdo da sensibilidade a insulina parece ser resultado do
aumento da fosforilagcao do receptor de insulina no residuo serina/treonina, bem como
da reducado da fosforilacdo em tirosina do substrato 1 do receptor de insulina no
musculo esquelético (Friedman et al., 1999; Shao et al., 2000). No presente estudo,
observamos uma reducao da ativagdo do receptor de insulina no musculo séleo de
ratas ja no 15° dia de prenhez. Contudo, a ativacdo do substrato 1 do receptor de
insulina no musculo, ndo foi estatisticamente diferente das ratas controle, assim como
a sensibilidade a insulina nao foi alterada no figado destas ratas neste periodo da
prenhez. Ja aos 19 dias, as ratas prenhes apresentaram uma reducdo na
sensibilidade a insulina nos dois tecidos estudados. Estes dados corroboram o fato de
o aumento da resisténcia a insulina endégena em ratas, in vivo, se estabelecer entre
o 162 e 192 dias de prenhez (Leturque et al., 1980). Em paralelo, as ratas obesas por
dieta de cafeteria apresentaram uma redugédo da sensiblilidade a insulina em maior
intensidade e que parece se estabelecer antes do periodo observado nas ratas
controle.

Em condi¢cées normais, 0 aumento da liberacdo de insulina € suficiente para
manter a tolerdncia a glicose em niveis adequados durante a prenhez, como
observamos nas ratas controle neste estudo, evitando o GDM. A intolerancia a glicose
reconhecida pela primeira vez durante a prenhez € o parametro utilizado no
diagnéstico do GDM. No entanto, ndo se exclue a possibilidade de que esta
intolerancia tenha sido originada antes da prenhez (American Diabetes Association,
2004). No presente estudo, as ratas obesas por dieta de cafeteria apresentaram
reducdo na tolerdncia a glicose e na sensiblidade a insulina, apesar de valores
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normais de glicemia (jejum e alimentado) e da manutencao da capacidade da célula
beta pancreatica em aumentar a secrecdo do horménio durante a prenhez. A
obesidade induzida por dieta de cafeteria ja foi proposta como um modelo para o
estudo do GDM (Holemans et al.,, 2004). Neste modelo, foi observado que ratas
prenhes apresentaram reducao na sensibilidade a insulina, e apesar de maior do que
nas ratas controle, secrecao de insulina (in vivo) insuficiente para vencer a demanda
aumentada pelo horménio durante a prenhez. Em mulheres obesas com GDM, foi
relatado aumento na segunda fase de secrec¢do de insulina em resposta a glicose (in
vivo), acompanhado pela redugdo na sensibilidade ao hormdénio (Catalano et al.,
1999). Esta reducdo na sensibilidade a insulina em mulheres com GDM tem sido
atribuida principalmente a menor ativagcao do receptor de insulina e do substrato 1 do
receptor de insulina no musculo esquelético destas mulheres (Friedman et al., 1999;
Metzger et al., 2007).

Hollness e colaboradores (2007) mostraram um aumento na secrecao de
insulina durante o teste de tolerancia a glicose, aos 19 dias de prenhez em ratas
alimentadas com alto teor de gordura saturada na dieta. Entretanto, assim como no
presente estudo, apesar do aumento da secrecao de insulina in vivo, estas ratas
apresentaram intolerdncia a glicose. Estes autores sugerem que a intolerancia a
glicose &, provavelmente, resultado de um aumento insuficiente da secrecdo de
insulina em resposta ao desenvolvimento da resisténcia a insulina. No entanto, ao
contrario do que observamos neste estudo, a secrecao de insulina em resposta a
glicose por ilhotas isoladas destas ratas estava reduzida. Esta diferenca deve ser
resultado da divergéncia entre os protocolos experimentais empregados tais como:
tipo de dieta, duracao do periodo de alimentacdo das ratas bem como o tempo de
prenhez no qual foram realizadas as analises.

Na realidade, nossos resultados indicam que a obesidade por dieta de cafeteria
reduz a secrecao de insulina em resposta a estimulos provocados por substratos
metabolizaveis, agentes despolarizantes diretos e também ao carbacol,
potencializador da secrecdo. Mas que a prenhez restaura a liberagdo deste hormonio
nestas ratas, indicando uma fungao importante do aumento da atividade metabdlica e,

2+]i

principalmente, do influxo e mobilizagcdo do [Ca“’]; neste processo. Takahashi e
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colaboradores (1991) observaram reducdo da secreg¢ao de insulina em resposta a
glicose em ratos que receberam dieta com alta quantidade de carboidratos, proteinas
ou lipideos. No entanto, tal alteracdo foi relacionada com reducdo na oxidagdo da
glicose, sem diferencas observadas no efluxo do “*Ca®". Corroborando nossos
resultados, Machado e colaboradores (1992) mostraram que a obesidade, em ratos
velhos (12 meses), provoca reducdo na secrecdo de insulina, e no efluxo do **Ca?*,
sugerindo alteragdes no fluxo do Ca* e a participacdo dos canais de Ca®** voltagem
dependentes neste processo.

Entender como ocorre a recuperacdo da capacidade secretoria das ratas
obesas durante a prenhez, e determinar os eventos intracelulares relacionados com
essa melhora é de grande importancia. Neste sentido, nossos resultados contribuem
para o esclarecimento dos mecanismos moleculares envolvidos neste fendmeno.
Durante a prenhez, as ratas obesas por dieta de cafeteria mostraram um aumento na
atividade metabdlica, inclusive em relacao as ratas prenhes controle, aliado a melhora
no manejo do Ca*, e a restauracdo da secrecéo de insulina.

Para analisar a atividade metabdlica das ilhotas, em resposta a glicose,
utilizamos como recurso a quantificacdo da producdo de compostos redutores em
resposta a este acucar. O método empregado para esta finalidade infere
principalmente a producdo de NADPH. Como ja se sabe, a prenhez eleva o
metabolismo da glicose em células beta pancreaticas, aumentando a atividade da
glicocinase, enzima chave da via glicolitica, e a oxidagao de glicose (Weinhaus et al.,
1996). Corroborando com estes dados, nossos resultados mostraram que as ratas
prenhes apresentaram um aumento do metabolismo celular em resposta a glicose,
sendo que as ratas obesas tiveram a atividade metabdlica durante a prenhez maior do
que a observada nas ratas controle.

A sinalizacao redox é importante para a o desempenho normal das funcdes
celulares, e € de grande importancia no caso das células beta pancreéticas, onde o
metabolismo oxidativo é o principal sinal que desencadeia a secrecao de insulina. A
maior parte do NADPH contido no interior das células € proveniente da via das
pentoses. O NADPH pode ser gerado na mitocondria por desidrogenases, ou no
citoplasma sendo produto da glicose-6-fosfato ap6s algumas reacdes enzimaticas
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(Ying, 2008). Em ilhotas pancreaticas, ocorre um aumento do NADPH intracelular
apdés estimulo com glicose, sendo que o aumento da razido NADPH/NADP* é
importante para a secregdo de insulina. Ja a razdo NADH/NAD" parece nao estar
relacionada com o processo de secrecao deste hormdnio (Malaisse et al., 1979;
Hedeskov et al., 1987). Além disso, tem sido proposto que o NAPDH tem importancia
na homeostase do Ca?* (Ying, 2008). De fato, NADPH parece ser importante para a
exocitose dos granulos de insulina induzida por Ca**, participando do controle do
estado redox da glutationa, agindo sobre a glutationa redutase dependente de
NADPH. A glutaredoxina 1, que pode ser formada pela glutationa reduzida, participa
do controle pos-transcricional de proteinas SNARE (MacDonald et al, 2005;
Reinbothe et al., 2009). Sendo assim, o aumento do NAPDH demonstrado em nossos
resultados, provavelmente deve contribuir para a restauracdo da capacidade
secretdria durante a prenhez em ratas obesas por dieta de cafeteria. Além disso, o
aumento da oxidacao da glicose, observado no presente estudo, sugere um maior
fornecimento de glicose-6-fosfato para a formacao de NADPH.

O Ca?* desempenha varias funcdes nas células em geral, sendo importante na
sinalizagdo intracelular e fundamental para o processo de exocitose (Douglas &
Rubin, 1961). Nas células beta pancreaticas, existe uma correlacdo entre o padrao
oscilatério da secregdo de insulina e as oscilagbes do [Ca®]i (Tengholm & Gylfe,
2009). De fato, ilhotas pancreéticas isoladas, apresentam aumento das oscilagdes do
Ca?* citoplasmatico em resposta a estimulagdo com glicose (Santos et al., 1991).
Nossos resultados mostram que a obesidade induzida pela dieta de cafeteria
provocou uma alteracdo no manejo dos ions Ca®* em ilhotas isoladas, sendo que este
efeito parece ser dependente de uma redugdo na mobilizagdo do Ca®* proveniente
dos estoques intracelulares, e principalmente, pela diminuicdo no influxo deste cation.
A reducdo da secregcdo de insulina em resposta a agentes tais como altas
concentragdes de KCI ou tolbutamida (bloqueia o canal de K*arp), que despolarizam a
menbrana das células beta pancreaticas, independentemente do metabolismo celular,
aliada a menor expressdo da subunidade a1.2 do canal de Ca?®* voltagem dependente
(Caya1.2 - que forma o poro ibnico do canal e & responsavel pela ativacdo em
resposta a alteracées na voltagem da membrana) reforcam a hipétese de que ha uma
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reducdo do influxo de Ca®" nas ilhotas das ratas obesas por dieta de cafeteria.
Corroborando estes resultados, Schulla e colaboradores (2003) demonstraram que
camundongos com delecdo para o Caya1.2, especifica em células beta pancreéticas,
apresentam alteracées na secrecdo de insulina e na tolerancia a glicose. Por outro
lado, a reducdo da secrecdo de insulina em resposta ao carbacol (analogo da
acetilcolina), e a resposta normal ao PMA, ressaltam a evidéncia de que deve haver
uma dificuldade na mobilizagdo de Ca®* do reticulo plasmatico nas ratas obesas. A
ativacao dos receptores M3 pela acetilcolina ou seus andlogos leva a foramacao de
IP; que age sobre receptores no reticulo endoplasmatico, liberando Ca®* para o
citoplasma. Além disso, esta ativacao resulta na formagcao de DAG, que ativa a PKC,
levando a extrusdo dos granulos contendo insulina. No entanto, ao contrario do
observado com todos os outros estimulos, ndo houve diferenca na secrecdo de
insulina pelas ilhotas das ratas obesas por dieta de cafeteria, em resposta a ativagao
da PKC através do PMA. Estudos mostram que a ativacdo da PKC por altas
concentragcdes (acima de 100 nmol/L) de éster de forbol (TPA ou PMA), estimula a
secrecdo de insulina em resposta a glicose mesmo na auséncia de Ca®* no meio
extracelular, ou apés o bloqueio do canal de Ca®*-VD com nitrendipina (Sharp et al.,
1989; Komatsu et al., 1995; Sato et al., 1998). Ainda corroborando nossos resultados,
foi demonstrado que em modelos animais de tolerancia diminuida a glicose, a
reducdo na secregdo de insulina esta associada com alteragées no manejo do Ca®*
em resposta a glicose (Marie et al., 2001). Tais alteracbes parecem ser atribuidas a
menor a atividade e expressdo da SERCA, proteina envolvida na regulacdo do
manejo do Ca?* na célula beta pancreatica (Marie et al., 2001; Kulkarni et al., 2004).
Apesar do Ca®" originado do compartimento extracelular ter maior importancia na
secrecdo de insulina, tem sido demonstrado que o Ca®" proveniente do reticulo
endoplasmatico também desempenha algum papel no processo secretério. Foi
demostrado que a acetilcolina ativa a movimentacdo das vesiculas intracelulares
contendo insulina através do Ca®* mobilizado pelo IPs em células beta pancreaticas
(Niwa et al., 1998)

Varios dos eventos envolvidos no processo de secrecdo de insulina sao
modulados durante a prenhez (Sorenson & Brelje, 1997; Amaral et al., 2004; Bordin et
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al., 2004; Cunha et al., 2006). A prolactina, os horménios placentarios e o hormonio
do crescimento parecem ser 0s principais responsaveis por tais alteracées. No
entanto, tem sido demonstrado que vérios destes efeitos sdo resultantes da ativagéao
do receptor de prolactina (Malaisse et al., 1969; Sorenson et al., 1987; Brelie &
Sorenson, 1988; Brelje & Sorenson, 1991; Galsgaard et al., 1999; Nielsen et al., 1999;
Sjéholm et al., 2000; Collares-Buzatto et al,, 2001; Levy & Darnell, 2002; Tian &
Laychock, 2003; Cunha et al, 2007). Sendo assim, é provavel que as melhoras
observadas nas ilhotas das ratas obesas por dieta de cafeteria, durante a prenhez,
sejam causadas pela prolactina. A prenhez aumenta a expressdao protéica da
SERCA2 em ilhotas pancreaticas, sendo que a inibicdo desta proteina reduz a
primeira fase de secrecao de insulina durante a prenhez, sugerindo que os estoques
intracelulares de Ca?* (i.e. reticulo endoplasmatico) desempenham funcéo importante
no aumento da capacidade secretéria das ilhotas durante esse estado fisiologico. Tal
efeito parece ser mediado pela prolactina, uma vez que a exposicao a este horménio
aumentou a expressdo da SERCAZ2 via STAT3 em células beta tumorais (RIN) (Anhe
et al., 2007). Além disso, a ativacdo do receptor de prolactina pelo horménio do
crescimento aumenta a [Ca®‘]i e a secrecdo de insulina em células beta da linhagem
BRIN-BD11 (Zhang et al.,, 2006). Por outro lado, a elevacao dos niveis de cAMP
aumenta o influxo de Ca®** através dos canais de Ca®* voltagem dependentes em
células beta pancreéticas, sendo este 0 mecanismo pelo qual o cAMP potencializa a
secrecao de insulina em resposta a glicose (Rajan et al.,, 1989). Durante a prenhez,
ha um aumento das concentracdes de cAMP em ilhotas (Green et al., 1973). E
possivel que este aumento também favoreca a melhora no manejo do Ca?'
citoplasmatico observado nas ilhotas das ratas obesas por dieta de cafeteria durante
a prenhez.
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CONCLUSAO

e A alimentacdo com dieta de cafeteria induziu obesidade, diminuiu a tolerancia a
glicose e reduziu a sensibilidade a insulina no musculo e figado de ratas. Além
disso, ilhotas isoladas destas ratas secretaram menos insulina, 0 que parece

estar associado & maior dificuldade no manejo dos ions Ca®* pelas mesmas.

e A prenhez aumentou o metabolismo da glicose, melhorou 0 manejo do Ca®** e
aumentou a secrecdo de insulina em ilhotas isoladas, tanto nas ratas controles
quanto nas ratas obesas. Além disso, diminuiu a sensibilidade a insulina no
musculo e figado de ratas controles, e de maneira mais exacerbada nas ratas

obesas.

e A prenhez nas ratas obesas melhorou o manejo do Ca?* e restaurou a secregéo
de insulina. No entanto, esta restauracdo nao foi suficiente para vencer o
aumento da resisténcia periférica a insulina e normalizar a tolerancia a glicose

nestas ratas.
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APENDICE 1

Analise do efeito da dieta de cafeteria em machos

Assim como as fémeas, apdés 14 semanas de alimentacdo com a dieta de
cafeteria, os machos apresentaram um aumento no peso dos depdsitos de tecido
adiposo periepididimal e retroperitoneal, em relacdo aos ratos que receberam a dieta
controle (Figura 1a). No entanto, ndo houve diferenca no peso corporal dos ratos ao

final do tratamento (dados nao mostrados).
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Figura 1a. Peso dos depdsitos de gordura periepididimal (A) e retroperitoneal (B) de ratos
alimentados com a dieta padrdo (Ctl) ou com a dieta de cafeteria (Caf). Os dados estao
expressos como g/100 g de peso corporal. Média + EPM; n = 8. Teste “t’"de Student. * indica
diferenca estatistica entre os grupos; P < 0,001.

Os machos que receberam a dieta de cafeteria apresentaram um aumento na
glicemia de jejum (91 £ 3 vs 75 £ 5; P < 0,05) e de alimentado, assim como das
concentracdes plasmaticas de insulina e de triglicerideos (TG) no estado alimentado
(Tabela 1a). Nao houve diferenca no colesterol total (COL) entre os grupos.
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Tabela 1a. Glicose sanguinea e parametros bioquimicos plasmaticos de
ratos machos alimentados com dieta padréo ou de cafeteria.

Alimentado Ctl Caf P
Glicose (mg/dL) 84 + 2 (8) 94 + 3 (8) *
Insulina (ng/mL) 1,13 £ 0,31 (5) 2,33 £ 0,34 (6) *
COL (mg/dL) 51,3+1,8 (5) 55,4 £ 3,0 (8) ns
TG (mg/dL) 85,5 +5,7 (5) 178,8 £ 15,7 (8) e

Ctl — controle; Caf — cafeteria. Os valores representam a média + EPM de dois
grupos independentes de tratamento com a dieta; (n). Teste “t"de Student. * P
< 0,05.

A figura 2a mostra a glicemia dos ratos durante o teste de tolerancia
intraperitoneal a glicose. A area sob a curva de glicose foi maior nos ratos
alimentados com a dieta de cafeteria, em comparacdo com os ratos que receberam a
dieta padrédo (31515 + 1559 vs 24740 + 2205, respectivamente; mg/dL.min"'; média +
EPM,; teste “t’de Student; P < 0,05). No entanto, ndo houve diferenca entre os grupos

quando comparamos a glicemia em cada tempo do teste.

400+
3004

200

Glicose sanguinea
(mg/dL)

1004

]
0 30 60 90 120
Tempo (min)

Figura 2a. Glicose sanguinea durante o ipGTT em ratos que receberam a dieta padrao (Ctl)
ou dieta de cafeteria (Caf) durante 14 semanas. Os valores representam a media + EPM; n =

7 ratos.
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A liberacéo de insulina estimulada por 11,1 mmol/L de glicose foi menor nas
ilhotas isoladas dos ratos alimentados com a dieta de cafeteria, em relacao as ilhotas
dos ratos controle (Figura 3a). Nao houve diferenga entre os grupos quando as
ilhotas foram incubadas com 2,8 ou 16,7 mmol/L do agucar. O conteudo total de
insulina foi similar entre as ilhotas dos ratos controle e cafeteria (79 £ 8 vs 71 £ 8,

respectivamente; ng/ilhota; média + EPM; n = 10; teste “t"de Student; ns).
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Figura 3a. Secregéo estatica de insulina induzida por glicose em ilhotas isoladas de ratos
alimentados com a dieta padrdo (Ctl) ou dieta de cafeteria (Caf). G2,8 — 2,8 mmol/L de
glicose; G11,1 — 11,1 mmol/L; G16,7 — 16,7 mmol/L. Os valores sdo média £+ EPM; n = 20
grupos de ilhotas isoladas de 5 ratos. Teste “t"de Student. * indica diferenca estatistica entre
os grupos; P < 0,05.
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ANEXO 1
Artigo publicado referente a tese

Am J Physiol Regulatory Integrative Comp Physiol 298:320-328, 2010. First published
Nov 11, 2009.

Pregnancy restores _insulin_secretion from pancreatic islets in_cafeteria_ diet-
induced obese rats

E. C. Vanzela, R. A. Ribeiro, C. A. Machado de Oliveira, F. B. Rodrigues, M. L.
Bonfleur, E. M. Carneiro, K. L. A. Souza, and A. C. Boschero

Department of Anatomy, Cellular Biology, Physiology and Biophysics, Institute of
Biology, State University of Campinas, Campinas, Brazil

Abstract

Insulin resistance during pregnancy is counteracted by enhanced insulin secretion.
This condition is aggravated by obesity, which increases the risk of gestational
diabetes. Therefore, pancreatic islet functionality was investigated in control
nonpregnant (C) and pregnant (CP), and cafeteria diet-fed nonpregnant (Caf), and
pregnant (CafP) obese rats. Isolated islets were used for measurements of insulin
secretion (RIA), NAD(P)H production (MTS), glucose oxidation (**CO, production),
intracellular Ca®* levels (fura-2 AM), and gene expression (real-time PCR). Impaired
glucose tolerance was clearly established in Caf and CafP rats at the 14th wk on a
diet. Insulin secretion induced by direct depolarizing agents such as KCI and
tolbutamide and increasing concentrations of glucose was significantly reduced in Caf,
compared with C islets. This reduction was not observed in islets from CP and CafP
rats. Accordingly, the glucose oxidation and production of reduced equivalents were
increased in CafP islets. The glucose-induced Ca®* increase was significantly lower in
Caf and higher in CafP, compared with all other groups. CP and CafP islets
demonstrated an increased Ca®* oscillation frequency, compared with both C and Caf
islets, and the amplitude of oscillations was augmented in CafP, compared with Caf
islets. In addition, Cava1.2 and SERCA2a mRNA levels were reduced in Caf islets.
Cavai.2, but not SERCA2a, mRNA was normalized in CafP islets. In conclusion,
cafeteria diet-induced obesity impairs insulin secretion. This alteration is related to the
impairment of Ca®* handling in pancreatic islets, in especial Ca®* influx, a defect that is
reversed during gregnancy allowing normalization of insulin secretion.

Keywords: Ca“"; insulin resistance; metabolism; pancreatic [-cells; metabolic
syndrome

INTRODUCTION
Pregnancy associated with peripheral insulin resistance, which is compensated
by increased insulin secretion during normal circumstances (3, 19, 30). Pancreatic
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islets undergo major structural and functional changes during pregnancy to fulfill this
increased demand for insulin (1, 30, 34). These alterations in rats peak at around days
14—16 of pregnancy, and the placental lactogens and/or prolactin ormones play an
important role in this process (6, 8, 23, 33). The mechanisms responsible for
increasing the capacity of the B-cells to respond to a higher demand of insulin during
pregnancy is very relevant in the context of Type 2 diabetes studies, since it may
provide clues for potential therapeutics. The inability of maternal p-cells to respond to
this increased demand for insulin can lead to the development of glucose intolerance
and to gestational diabetes mellitus (10, 11). Several models of experimental obesity
have been used to date. Among them, the use of the fat-rich diet is an interesting
approach, since it closely resembles the overfeeding intake of humans, affecting
specific tissues involved in the regulation of energy expenditure (9, 36). An
improvement for this model is the use of the cafeteria diet, which is even closer to
human food intake, since it is more palatable, strongly increases adiposity, and has
been proposed to be the rodent model that best fits human obesity (25, 27, 28). In this
study, we investigated glucose homeostasis and pancreatic islet functionality in
nonpregnant and pregnant cafeteria diet-induced obese rats. We found that glucose
tolerance is impaired in obese cafeteria-fed pregnant and nonpregnant rats. Cafeteria
diet-induced obesity impairs insulin secretion induced by glucose, tolbutamide, and
KCI in freshly isolated islets. However, this inhibitory effect is overcome in islets from
pregnant rats, probably as a result of an increase in metabolic activity, associated with
a better intracellular Ca®* handling, in especial Ca®* influx.

MATERIALS AND METHODS
All applicable institutional and governmental regulations concerning the ethical

use of animals were followed during this research study. The experimental procedures
were approved by the university’s Committee for Ethics in Animal Experimentation
from the State University of Campinas (protocol number 1198-1).
Chemicals

D-[U-14C]glucose and 125I-human recombinant insulin were purchased from G.
E. Health Care (Little Chalfont, Buckinghamshire, UK). MTS/PMS preparation was
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from CellTiter96 aqueous assay (Promega, Madison, WI). Standard commercial kits
were used for measurement of plasma total cholesterol (CHOL), triglycerides (TG)
(both from Roche Diagnostics; Mannheim, Germany) free fatty acids (FFA; Wako
Chemicals, Neuss, Germany), and albumin and total proteins (Laborlab; Guarulhos,
SP, Brazil). Fura-2 AM was purchased from Invitrogen (Carlsbad, CA). Routine
reagents were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).

Animals, dietary regimen and composition of diet
Virgin female Wistar rats (70 days old, obtained from the State University of

Campinas Central Breeding Centre) were randomly assigned to two diet groups: a
standard rodent chow and water ad libitum or cafeteria diet for 14 wk. The cafeteria
diet group received soft drinks ad libitum, instead of water, alternated daily (Coca-Cola
and Guarana“ Antarctica) and were fed a pellet made of 37.5% standard rodent chow,
25% peanuts, 25% chocolate, and 12.5% cookies, offered together with palatable food
items comprising wafer, snacks, cakes, and biscuits, totaling 4.41 kcal/g (43.1% from
carbohydrates; 12.1% from proteins, and 46.9% from fats) as opposed to the 2.63
kcal/g of the standard chow diet Nuvilab CR-1 (Nuvital, Colombo, PR, Brazil). To
guarantee the success of this protocol, leftovers were collected and replaced with new
items daily. During the feeding period, rats’ weight gain was measured weekly. After
12 wk of treatment, the rats were mated by housing males with females overnight
during 3 days, and the presence of sperm in vaginal smears was verified each
morning. On the occasion of presence of sperm (day 1 of pregnancy), the female rat
was housed separately for confirmation of pregnancy and further utilized in
experiments on the 15th/16th day of pregnancy, corresponding the 14th wk of
treatment. During the experimental period, rats were housed at 22 + 2°C on a 12:12-h
light-dark cycle (lights on 0600—1800).
Animal features

At the end of the feeding period, and on the 15th/16th day of pregnancy, the
rats were killed by decapitation, and perigonadal and retroperitoneal fat pad weights
were measured. Blood glucose levels were measured using a glucose analyzer (Accu-
Check Advantage I, Roche, Basel, Switzerland). Plasma CHOL, TG, FFA, aloumin,
and total proteins were measured using standard commercial kits, according to the
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manufacturer’s instructions. Insulin was measured by RIA using rat insulin as
standard. Intraperitoneal glucose tolerance test. At 14—15 days after the onset of
pregnancy, all groups of rats were submitted to an intraperitoneal glucose tolerance
test (ipGTT). Food was withdrawn 12 h before the experiment, and then the rats were
weighed, and a basal blood sample was taken from the tip of the tail (t = 0 min).
Subsequently, each rat received a glucose solution load (2 g/kg ip body wt), and
additional blood samples were collected at 15, 30, 60, and 120 min after injection.
Glucose levels during the test were measured immediately. The area under the curve
was calculated from values for each rat.

Islet isolation, insulin secretion, and insulin content

Islets were isolated from fed rats (pregnant or not; 14 wk of treatment, 15th/16™
day of pregnancy) by collagenase digestion of pancreas and then selected with a
micropipette under a microscope to exclude any contaminating tissues. Groups of four
islets were first incubated for 45 min at 37°C in Krebs-Ringer bicarbonate buffer (KRB)
containing glucose 5.6 mmol/l and equilibrated with 95% 02-5% CO2, pH 7.4. The
solution was then replaced with fresh KRB, and the islets were incubated for a further
90-min period with medium containing 2.8, 5.6, 8.3, 11.1, 16.7, or 27.7 mmol/l glucose;
2.8 mmol/l glucose plus 40 mmol/l KCI; or 2.8 mmol/l glucose plus 100 pmol/l
tolbutamide. The incubation medium contained (mmol/l): 115 NaCl, 5 KCI, 24
NaHCO3, 2.6 CaCl2, 1 MgClI2, and 25 HEPES; pH 7.4, supplemented with BSA (0.3%
wt/vol; Sigma). For measurement of the total insulin content, groups of 10 islets were
collected and transferred to tubes of 1.5 ml. Alcohol-acid solution (1 ml; final
concentration of 20% of ethanol and 0.2 mmol/l of HCI) was added to the samples
followed by sonication of the pancreatic islets (3 times, 10-s pulses). The insulin in the
media was measured by RIA.

DNA assay.

Pancreatic islets were homogenized through short bursts of sonication in 500 pl
of buffer composed of 50 mmol/l Tris - HCI, 10 mM EDTA, 1% SDS (pH 8.1). DNA was
extracted in phenol/chloroform, precipitated in ethanol, and resuspended in low Tris-
EDTA buffer. RNA was subsequently removed by digestion with 1 pg of RNase A
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(Sigma) for 30 min at 37°C. Thus, DNA was quantified using a commercial kit (Quant-
iT PicoGreen, Invitrogen), according to the instructions in the manual.
Glucose oxidation

Groups of 25 islets were incubated for 2 h at 37°C in KRB supplemented with
11.1 mmol/l glucose with trace amounts of D-[U-14C]glucose (20 pCi/ml) for 14C0O2
formation. Islet glucose metabolism was stopped with HCI (1 N) with consequent cell
cleavage. 14C0O2 released was absorbed by NaOH (1 mol/l) for 1 h at 4°C, obtaining
NaH14CO3. Scintillation fluid was added, and radioactivity was counted in a liquid
scintillation counter.
Metabolic activity

Metabolic activity of islets was assessed by measuring reducing equivalents,
namely NAD(P)H, through reduction of a water-soluble tetrazolium salt, MTS (3-
[4,5,dimethylthiazol-2-yl]-5-[3-carboxymethoxy-phenyl]-2-[4-sulfophenyl]-2H -
tetrazolium, inner salt) to its respective formazan product in a living tissue system (29,
33). For this purpose, groups of 100 freshly isolated islets were incubated for 150 min
in Krebs/HEPES sterile buffer containing 11.1 mmol/l glucose, 15% MTS, and 1%
phenazine methosulfate (PMS).The absorbance was acquired at 490 nm, every 10
min after the addition of the reagent solution, according to the manufacturer’s
instructions.
Measurement of intracellular Ca**

Freshly isolated islets were incubated in RPMI 1640 medium supplemented with
5% fetal calf serum, 11.1 mmol/l glucose, 100 Ul of penicillin/ml, 100 pg of
streptomycin/ml at 37°C in a 95% 0,-5% CO, for 46 h. Thereafter, islets were
transferred to plates containing KRB medium (mmol/l concentrations were 115 NaCl, 5
KClI, 24 NaHCO3, 1 MgCl,, 2.6 CaCl,, 25 HEPES; pH 7.4) with 5 mmol/l glucose and 5
umol/l fura-2 AM for 1 h. Islets were then transferred to a thermostatically regulated
open chamber (37°C), placed on the stage of an inverted microscope (Nikon UK,
Kingston, UK), and perifused with KRB at a flow rate of 1.5 ml/min. A ratio image was
acquired approximately every 5 s with an ORCA-100 charge-coupled device camera
(Hammamatsu Photonics Ibérica, Barcelona, Spain), in conjunction with a Lambda-10-
CS dual-filter wheel (Sutter Instrument Company, Novato, CA), equipped with 340 and
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380 nm, 10-nm bandpass filters, and a range of neutral density filters (Omega
Opticals, Stanmore, UK). Data were obtained using the ImageMaster5 software
(Photon Technology International, Birmingham, NJ). The amplitude and frequency of
Ca** oscillations were determined after the first peak following the introduction of 11.1
mmol/l glucose in the medium. For the amplitude, the first increase in Ca®'
concentration was calculated subtracting basal values (2.8 mmol/l) from values
obtained at the zenith (11.1 mmol/l). The amplitude of oscillations was calculated by
subtracting the highest from the lowest value of individual oscillation at 11.1 mmol/|
glucose. We considered as oscillation every increment in Ca®* fluorescence ratio
(F340/F380) at least two times greater than any change in F340/F380 at basal glucose
concentration. The frequency was calculated by counting the number of oscillations
during 11.1 mmol/l glucose, and it was expressed as oscillations per minute. In the
experiments with tolbutamide, the area under the curves was calculated during the
period that the drug was present in the medium, after subtracting the basal values (2.8
mmol/l glucose).
Real-time PCR

Total cellular RNA was extracted from groups of 500 islets using TRIzol
reagent. Two micrograms of total RNA were reverse transcribed using a reverse
transcriptase and random hexamer primers. Real-time PCR reactions were performed
in a total volume of 15 ul using the Fast SYBR Green technology (Applied Biosystems,
Foster City, CA). Samples were denatured at 94°C for 10 min followed by 40 PCR
cycles at 95°C/60°C. PCR amplifications were performed in duplicate. The purity of the
amplified PCR products was verified by melting curves. The expression of the target
genes was normalized against the expression levels of the housekeeping gene
GAPDH. Sequence of the primers used were (5-3’): sarcoplasmic/endoplasmic
reticulum Ca* ATPase 2a (SERCA2a) forward:
GGTACTGGCTGATGATAACTTCTCC, reverse: TGTTGTTGTAGATGGCACGGC; L-
type-a1.2  subunit  voltage-sensitive = Ca2+ channel (Cayal.2) forward:
GACACAGAGAGGAAGTTCAAGGG, reverse: GCGTGGGCTCCCATAGTTG; L-type-
B2 subunit voltage-sensitive Ca** channel (CayBy) forward:
TGCACTGGAGTATCCAAGCG, reverse: CCACTTCGTCTCAGCCACTC.
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Statistical analysis

Data were expressed as means + SE for the number of rats and samples (n)
indicated. Statistical analysis was performed by the Student’s t-test or two-way
ANOVA, followed by the Newman-Keuls posttest. P < 0.05 was considered statistically

significant.

RESULTS
Animal features

Cafeteria-diet-fed rats showed a greater weight gain than control chow diet-fed
rats from the 3rd until the 12th wk of the feeding period, when females were mated
with males (Fig. 1). At the end of the diet period (14th wk), body weight,
retroperitoneal, and perigonadal fat pad weights were heavier in Caf and CafP rats,
compared with the C and CP groups (Table 1). CafP and CP rats presented higher
body weight than Caf and C rats, respectively, because of the contribution of the
weight of the fetuses. After 12 h of fasting, plasma insulin, TG, FFA, albumin, and total
plasma protein levels were similar for the groups (Table 2). Fasting blood glucose and
plasma (CHOL) levels were lower in CP and CafP than the C and Caf groups. In the
fed state, plasma insulin and FFA levels were higher in Caf and CafP than C and CP
rats. Fed blood glucose levels were diminished in both CP and CafP rats, compared
with nonpregnant groups. In CP rats, fed TG plasma levels were higher than those of
the C group. CHOL, albumin, and total plasma proteins values were similar in the
groups during the fed state. Insulin/glucose index was higher in Caf and CafP than C
and CP groups in both fasting (12 h) and fed conditions.
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Figure 1. Weight gain during the feeding period was measured weekly in rats fed on a
chow (dotted lines) or a cafeteria (solid lines) diet. Initial body weights were 218 + 3 g
and 215 + 4 g for C and Caf, respectively (NS). Values are means + SE; n=10-20 rats
for each group. * P < 0.05.

Table 1. Body weight (bw) and fat pad weight at the end of the diet treatment

Group bw Retroperitoneal Fat Pad Perigonadal Fat Pad P
(9) (9/100g bw) (g/100g bw)
1 C 261+7.8 0.68+0.06 1.32+0.09 )
2 CP 280+8.6 0.91+0.10 1.54+0.23 -
3 Caf 317+11.2* 2.27+0.14*** 3.82+0.33*** *vs 1;2
4 CafP 332+15.8* 2.28+0.23*** 3.48+0.33*** *vs 1;2

Values are expressed as means + SE. C, nonpregnant; CP, pregnant; Caf, cafeteria
diet fed nonpregnant; and CafP, cafeteria diet fed pregnant. *P < 0.05; ***P < 0.001.
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Table 2. Blood glucose, plasma insulin, CHOL, TG, FFA, albumin, and total proteins
levels and insulin/glucose index of non-pregnant and pregnant rats fed a chow or
cafeteria diet

c CP Caf CafP
Fasted
Glucose (mg/dL) 69+2 (28) 58+4 (9) 3 712 (25) 60+2 (10) 3
Insulin (ng/mL) 0.34+0.04 (12) 0.47+0.11 (5) 0.62+0.07 (11) 0.58+0.07 (4
Ins/Glu Index 4.7+0.4 (9) 6.8+0.5(3)  9.1+1.0(10)2  10.2+1.6(4) 2
CHOL (mg/dL) 7547 (15) 33+3(7) 3 759 (13) 4446 (6) ®
TG (mg/dL) 5143 (18) 61+3 (5) 6445 (15) 4916 (5)
FFA (mmol/L) 1.13+0.17 (10) 0.80+0.13 (7) 0.95+0.13(8) 0.67+0.19 (5)
Albumin (g/dL) 3.140.02 (3) 3.240.1 (3)  3.5+0.1 (4) 3.4+0.1 (3)
é%al_')p'asma proteins 56,04 (3) 65:01(3) 6.940.01 (4)  6.7+0.1 (3)
Fed
Glucose (mg/dL) 87+3 (16) 67+3 (5) 3 9142 (19) 73+2 (6) 3
Insulin (ng/mL) 1.740.2 (12)  1.940.2(3) 3.440.3(15)' 4.9+1.3(5)"
Ins/Glu Index 1942 (8) 27+2 (3) 39+3 (8) * 9746 (3) *
CHOL (mg/dL) 5945 (20) 33+4 (7) 7246 (28) 5317 (8)
TG (mg/dL) 10547 (17) 16722 (5)* 9048 (22) 124414 (7)
FFA (mmol/L) 0.280.03(14) 0.29+0.03(6) 0.42+0.03(18) ' 0.47+0.03(6) '
Albumin (g/dL) 3.0+0.1(7)  3.0+0.1(4)  3.3+0.1 (12)  3.3+0.1 (4)
é%al_')p'asma proteins 5 4102(7)  6.8:03(4) 7.4+02(12)  7.0:0.1 (4)

Values are means * SE; (n) from three different treatment groups.
1 P < 0.05; different from C and CP;

2 P < 0.01; different from C;

3 P < 0.05; different from C and Caf;

4 P < 0.01; different from all other groups.
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Glucose tolerance

As installation of insulin resistance in diet-induced obesity is time dependent
and tissue specific (25), our first studies were performed in rats fed on a cafeteria diet
for 8 wk. After this period, we observed an increase in weight gain, but only a marginal
impairment in glucose tolerance in the cafeteria-diet-fed rats (data not shown) and, for
this reason, we decided to extend the diet period for 6 additional weeks. After 14 wk,
cafeteria diet-induced obesity provoked impaired glucose tolerance in pregnant and
nonpregnant rats (Fig. 2A). This effect was dependent only on obesity, rather than on
the pregnancy state or on the interaction between both conditions. At 30 min after
glucose challenge, blood glucose concentrations were higher in Caf than C rats (P <
0.05) and in CafP than C and CP rats (P < 0.05). After 1 h, glycemia was still higher in
Caf and CafP rats than C and CP rats (Fig. 2A). The area under the curve in response
to glucose load was higher in Caf and CafP than in control groups [32,370 + 1,680 Caf
(n=19), 31,280 = 3,015 CafP (n = 6) vs. 22,800 + 1,095 C (n = 18), 20,500 + 885 CP
(n = 6), respectively; mg.dl™.min"] (P < 0.01). This effect, at least in the CafP rats, was
probably due to an increase in insulin resistance, since plasma insulin during the GTT
(Fig. 2B) in CafP rats at 15 min (interaction among obesity and pregnancy) and 1 h
(effect of obesity) was higher than that of the other groups.
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Figure 2. Blood glucose (A) and plasma insulin (B) during ipGTT from non-pregnant
(solid symbols) and pregnant (open symbols) rats on day 14-15 of pregnancy in rats
fed on a chow (dotted lines) or cafeteria (solid lines) diet. Values are means + SE;
n=6-20 rats from three different treated groups. Symbols represent statistical
differences between groups, P < 0.05; (A) * vs C; # vs CP; (B) * vs all the other
groups.
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Islet insulin content and insulin secretion induced by glucose, KCI, and
tolbutamide

Pregnancy enhanced total insulin content in islets from CafP rats compared with
the other groups (43.7 £ 3.7 vs. C 15.6 £ 1.2; CP 19.1 £ 1.5; Caf 12.6 £ 1.1, ng/ng
DNA P < 0.001; n = 14-19). This effect was dependent on both obesity and the
pregnancy states and also on the interaction between both conditions. Total insulin
content was similar in C, CP, and Caf islets. The insulin released by islets during static
incubation in response to increasing glucose concentrations (2.8 —27.7 mmol/L),
normalized by the islet DNA content, is shown in Fig. 3. In all groups, insulin secretion
was represented by a sigmoidal curve. At 2.8 mmol/L glucose, insulin released was
higher in Caf and CafP compared with C and CP islets (P < 0.05). At 5.6 mmol/L
glucose, secretion was higher in islets from pregnant (CP and CafP) than nonpregnant
rats (C and Caf) (P < 0.05). The insulin secretion, in the presence of 8.3 mmol/L
glucose, was lower in Caf compared with CP and CafP groups (P < 0.01). At 11.1
mmol/L glucose, the insulin secretion was significantly lower in Caf compared with C,
CP, and CafP islets (P < 0.05). Finally, at 16.7 mmol/L glucose, but not at 27.7
mmol/L, insulin secretion was higher in CafP than Caf islets (P < 0.05). Pregnancy
shifted the dose-response curve to the left in both chow (CP) and cafeteria diet (CafP),
compared with nonpregnant rats (C and Caf groups). When the insulin secretion was
expressed as a percentage of the maximal release inside each group (Fig. 3, inset),
the half-maximal release (ECso) was higher in Caf compared with other groups (12.3
0.6,10.6 £0.2,9.3 £ 0.1, and 9.6 + 0.5 mmol/L, respectively for Caf, C, CP, and CafP;
P < 0.05). It is of note that normalization of insulin secretion by total insulin content
shifted the glucose dose-response curve to the right in the CafP group (not shown).
However, it seems that this kind of normalization does not reflect the capacity of
individual islets to secrete insulin, as judged by the results normalized to total DNA

content.
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Figure 3. Comparative glucose dose-response curves for isolated islets from non-
pregnant (solid symbols) and pregnant (open symbols) rats fed on a chow (dotted
lines) or cafeteria (solid lines) diet. Islets were incubated for 90 min with increasing
concentrations of glucose, and insulin released was normalized by respective islet
DNA content. Values are means + SE; n=8—15 groups of islets from three different
rats. Symbols represent statistical differences between groups in each concentration
of glucose, P < 0.05; # vs C and Caf; * vs all the other groups; § vs CP and CafP; & vs
Caf; differences at 2.8 mmol/L glucose are indicated in the text. In the inset, values
represent the percentage of the maximal insulin release inside each group. The 100%
released was calculated subtracting basal values from maximal secretion (16.7 or 27.7
mmol/L glucose).

Insulin secretion stimulated by 40 mmol/l KCI or 100 umol/L tolbutamide, in the
presence of 2.8 mmol/L glucose, was strongly reduced in Caf islets compared with all
of the other groups, and higher in CafP than CP islets (P < 0.05; n = 8-10) (Fig. 4).
These results indicate that Caf islets also secreted less insulin than the other groups
when the islet cells were depolarized by agents that bypass nutrient metabolism and
that pregnancy restores insulin secretion in those experimental conditions.
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Figure 4. Insulin secretion induced by KCI and Tolbutamide, at 2.8 mmol/L glucose, in
isolated islets from C, CP, Caf and CafP rats. The insulin values were normalized by
the respective islet DNA content. Values are means + SE; n=8—10 groups of islets
from three different rats. Symbols on the top of each column represent statistical
differences between groups, P < 0.05; * vs C, CP and CafP; # vs CP and Caf; ** vs C,
CP and Caf.

Glucose oxidation and metabolic activity.

Because insulin secretion from B-cells is closely linked to metabolism of
glucose, we analyzed some metabolic indicators in islets from obese and pregnant
rats. At 11.1 mmol/L glucose, the D-[U-"*C]glucose conversion to *CO, (glucose
oxidation) was higher in islets from CafP rats, compared with the other groups (CafP
29+ 01vs.C21+£0.2;,CP 20 % 0.1, and Caf 1.9 + 0.1 pmol/ng DNA 2 h; P <
0.001; n = 12). This effect was dependent on both obesity and the pregnancy state
and also on the interaction between both conditions. We also measured the generation
of reducing equivalents [i.e., NAD(P)H] in the presence of 11.1 mmol/L glucose, as an
indicator of the metabolic activity of the islets (33). CafP showed a higher metabolic
activity compared with C and CP islets already at 10 min, and this activity was higher
compared with all other groups from 30 up to 150 min (effect of both obesity and
pregnancy with interaction) (Fig. 5). It is of note that CP also showed higher glucose
oxidation and metabolic activity compared with C group in absolute values, a
difference not seen after normalization to total DNA content (not shown).
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Figure 5. Metabolic activity of islets stimulated with 11.1 mmol/L glucose, normalized
by the islet DNA content. Values are means + SE; n=12 batches of islets from three
different rats. Symbols on the top of each column represent statistical differences
between groups at each time point, P < 0.05; # vs C and CP; * vs C, CP, and Caf.

Glucose- and tolbutamide-induced cytoplasmic Ca** alterations

After exposure of pancreatic islets to 11.1 mmol/L glucose, cytosolic Ca?*
concentrations were increased in all groups (Fig. 6, A-D). The amplitude of the Ca®*
alterations, measured after 3—6 min glucose exposure, was significantly lower in islets
from Caf, compared with the other three groups (Fig. 6E) (P < 0.05; with interaction
among obesity and pregnancy). The frequency of oscillations was similar between
islets from C and Caf and increased significantly in islets from both CP and CafP
groups (Fig. 6F) (P < 0.05). Finally, the amplitude of the oscillations was higher in
CafP, compared with Caf islets (P < 0.05). The cytosolic Ca®* concentrations were
also increased by tolbutamide (100 — mol/l) in all groups, and the area under the curve
was lower in Caf compared with C islets (0.72 + 0.14 vs. 1.20 £ 0.10 F340/F380 min;

P < 0.05; n = 6), an effect of obesity without interaction.
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Figure 6. Representative curves of changes in intracellular Ca2+ concentrations in
response to 11.1 mmol/L glucose (bars) in islets isolated from C (A), CP (B), Caf (C),
and CafP (D) rats. The means * SE represent the amplitude in ratio units (E),
frequency (F) and amplitude of oscillations in ratio units (G) of [Ca2+]i at 11.1 mmol/L
glucose. n=6-10 islets from three different rats; same letters above columns indicate
similarity between groups, P < 0.05.

Cava1.2, CavpB2, and SERCA2a gene expression

A reduction of both Cavai.2 (64% vs. C; P < 0.01) and SERCA2a (27% vs. C; P
< 0.05) gene expression was observed in Caf compared with C islets (Fig. 7, A and C).
Pregnancy enhanced both Caval.2 (56% vs. C; P < 0.05) and SERCA2a (27% vs. C;
P < 0.05) islet gene expression in control rats (Fig. 7, A and C). Caval.2 gene
expression was augmented in CafP compared with Caf islets (77% vs. Caf; P < 0.001),
while no differences were found in SERCA2a between these groups. These results
showed separated effects of obesity and pregnancy (without interaction) in SERCA2a
gene expression, while in Caval.2 gene expression, there was an effect of both
nutritional and physiological conditions with interaction. CavB2 gene expression was

similar among the groups (Fig. 7B).
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Figure 7. Real-time PCR determination of Cavai.2 (A), CavB2 (B) and SERCAZ2a (C)
mRNA expressions in isolated islets from C, CP, Caf and CafP rats. The data were
corrected for GAPDH expression, and are shown as percentage of C; means * SE;
n=5-8. Symbols on the top of each column represent statistical differences between
groups, P < 0.05; (A) *vs C, CP and CafP; # vs C and Caf; (C) * vs C, Caf and CafP; #
C and CP.
DISCUSSION

Obesity is reaching epidemic proportions worldwide, mainly due to changes in
lifestyle and easy access to both imbalanced food and overfeeding (7). Many diseases
are associated with or have increased risks for health in obese patients, including
Type 2 diabetes (4, 13). Under normal situations, the organism is able to compensate
the demand for insulin, increasing the hormone secretion from pancreatic B-cells (24).
Defects or inability of the B-cells to respond to glucose certainly have a role in the
onset of Type 2 diabetes. Therefore, the mechanisms that make B-cells capable of
overcoming insulin resistance during pregnancy are of great importance within the
scope of biomedical sciences, having potential implications for humans. To address
this question, we used an experimental model in which obesity was achieved by

feeding female rats on a high-fat/high-calorie cafeteria diet (25, 35). Because the
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metabolic disorders induced by the cafeteria diet closely resemble those observed in
humans, this is an attractive model to study obesity and also its consequence upon
pregnancy. Our results show that cafeteria-induced obesity impairs insulin secretion
stimulated by glucose and also by direct depolarizing agents, which is ameliorated in
obese rats during pregnancy, and point to an important role of increased metabolic
activity and especially of Ca®* influx and mobilization in this process.

The impaired glucose tolerance observed in obese rats, both pregnant and
nonpregnant, is in accordance with several observations showing that obesity induces
insulin resistance (4, 16, 22, 25). Interestingly, fasted and fed plasma glucose is
normal in the insulin-resistant rats, especially in pregnant groups, indicating that the
higher plasma insulin levels are enough to maintain normoglycemia. The resistance to
endogenous insulin in rats develops between days 16 and 19 of pregnancy (18),
justifying the normal insulin levels observed in the pregnant chow-diet rats during
ipGTT at the 14—15th day of pregnancy.

Reductions in insulin secretion stimulated by glucose in islets from rats fed on
high-carbohydrate, high-protein or high-lipid diets have been previously observed (31).
Thus, it is expected that obese cafeteria rats also present lower insulin release
capacity. Nevertheless, the recovery of this capacity during pregnancy is of crucial
interest and the information regarding intracellular events leading to this enhanced
insulin secretion is not yet known. Therefore, our results showing increased metabolic
activity, improved Ca®* handling, and recovery of insulin secretion in pancreatic B-cells
of obese rats during pregnancy are, to our knowledge, the first data to contribute to the
clarification of the molecular mechanism of this phenomenon. On the other hand, it is
at variance with decreased insulin secretion observed in high-saturated-fat-fed
pregnant obese rats (15). We understand that different findings may be the outcome of
different scientific strategies (type and time of diet, and time of pregnancy), but it is
clear that a cafeteria diet is much closer to human overfeeding than other experimental
models.

It is well established that the redox signaling is important for normal cellular
functions, and it is of the greatest importance in the case of B-cells, where the
oxidative metabolism is the main signal for insulin secretion. The majority of the
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NADPH inside the cells comes from the pentose phosphate pathway owning to the
oxidative phase of reactions. At the molecular levels, NADPH can be generated by
mitochondrial transhydrogenase or in the cytosol from glucose-6-phosphate by several
enzymes (37). It has been known since long ago that intracellular NADPH increases
following a load of glucose on pancreatic islets, and it is assumed that the increase in
the ratio of [NADPH/NADP+] is important for insulin secretion (14, 20). Conversely, the
[NADH/NAD+] ratio seems to be of no importance for proper insulin secretion (14).
Recently, it has been proposed that NADPH is important for Ca®* homeostasis (37).
Indeed, NADPH is essential for Ca?*-induced insulin exocytosis, an effect that seems
to be mediated by the NADPH-dependent protein glutaredoxin-1 (26). Therefore, the
increase in NADPH showed in this study may partly explain the recovery of the insulin
secretion capacity of pregnant obese rats. We speculate that a possible increase in
the nonoxidative phase of pentose phosphate pathway may also provide additional
substrate (fructose-6-phosphate) to glycolysis. This hypothesis is in line with the
increase in glucose oxidation in pregnant obese rats, albeit it cannot be excluded by
our data that these pathways are independently regulated.

Several of the steps involved in the insulin secretion process are modulated
during pregnancy (1, 5, 8, 30). Ca®* has a multitude of effects on the cells and plays an
essential role on exocytosis (12). A correlation between the oscillatory insulin secretion
pattern and oscillations of free Ca®* within B-cells is well established (32). Cafeteria
diet-induced obesity provoked a defect in Ca®* handling by the islets. This effect
seems to be dependent on a reduction of Ca®* influx, as well as internal Ca®
mobilization. Our experiments showing that direct depolarization of the cell membrane
by KCI and tolbutamide (circumventing glucose metabolism) is impaired in Caf islets
associated to a reduction in the L-type Ca®" channel Caval.2 subunit expression,
support this hypothesis. In accordance reduced insulin secretion is also associated
with defective glucose-dependent cytosolic Ca?* handling in animal models of glucose
intolerance (21), a defect linked to alterations in the activity and expression of the
SERCA, which is involved in the regulation of Ca®* handling by B-cells (17, 21).
Actually, pregnancy increases SERCA2 protein expression in pancreatic islets, as
shown in this study, and the inhibition of this protein decreases the first phase of
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insulin secretion, suggesting that intracellular Ca®* stores in pancreatic islets from
pregnant rats play a role in the enhancement of insulin release capacity (2). It seems
that normalization of the Cava1.2 gene expression in CafP islets is sufficient to restore
cytoplasmic Ca®** levels and insulin secretion in these islets, independent of

modifications on the SERCA2a expression.
Perspectives and Significance

The present observations indicate that cafeteria diet induces obesity and insulin
resistance, as well as diminishes insulin secretion stimulated by glucose and other
depolarizing agents. The inhibitory effect of obesity on insulin secretion seems to be
due to a defect in Ca®* mobilization by these islets, independently of alterations in
islets metabolism. Pregnancy recovers the secretory capacity in islets from obese rats,
which is linked to the restoration of the B-cell ability to manage Ca?*, especially by
increasing the capacity of Ca®* uptake. This phenomenon seems to be, at least in part,
dependent on the augmentation of the expression of the L-Type Ca** channels sub-
unit a1.2. In addition, during pregnancy pancreatic islet metabolic activity is enhanced
in obese rats, which may increase the glucose responsiveness of pancreatic B-cells.
Further studies aiming at clarifying the deleterious effects of obesity on Ca?'
movements and insulin secretion, as well as the discovery of agents that help the islet
cells to recover such an ability during the pregnant state, may help in developing
strategies to maintain normoglycemia in Type 2 diabetic obese patients.
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Certificamos que o Protocolo n® 1198-1, sobre "Secre¢do de insulina em ilhotas

isoladas de ratas prenhes obesas por dieta cafeteria", sob a responsabilidade

de Prof. Dr. Antonio Carlos Boschero / Emerielle Cristine Vanzela, esta de

acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela
Comisséo de Etica na Experimentagdo Animal (CEEA)-IB-UNICAMP em 27 de

fevereiro de 2007.
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We certify that the protocol n® 1198-1, entitled "Insulin secretion from pregnant
obese rats fed cafeteria diet", 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 February 27
2007.
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