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RESUMO

Sabe-se que 50% da insulina secretada no periodo pés-prandial imediato depende da
estimulaciio colinérgica e que no diabetes tipo 2, a fase rapida da secrec@io de insulina € a
primeira a desaparecer. Ilhotas de ratos desnutridos também apresentam perfil de secregio
de insulina sem o padrdo bifasico. Até o momento, pouco se sabe a respeito da regulagdo
autondmica, especialmente da modulagio colinérgica da secrecao de insulina, em ilhotas de
Iangerhans de ratos submetidos & restri¢ao protéica.

Assim, © presente projeto tem como objetivo estudar o efeito da restricdo proteica
sobre a modulacio colinérgica da secregic de insulina em ithotas isoladas de ratos.

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais, um grupo controle
tratado com dieta normoprotéica (NP) (17%) e outro grupo desnutrido tratado com dieta
hipoprotéica (LP) (6%). Apos dois meses de desnutri¢io os animais foram sacrificados para
o inicio dos experimentos.

Nossos resultados indicaram que a dieta hipoprotéica induz uma diminuicdo na
massa corporea dos animais. A albuminemia esta diminuida no grupo tratado com dieta
hipoprotéica. O grupo LP mostrou niveis de acidos graxos livres aumentados no plasma e
reduciio dos niveis de proteinas totais em relagdo ao grupo NP, caracterizando o quadro de
desnutricio. A insulinemia esté reduzida nos animais LP ¢ a glicemia mantida, sugerindo
uma maior sensibilidade dos animais LP ao hormdnio.

A resposta secretOria de insulina pelas ilhotas LP foi menor que a resposta secretoria
das ilhotas NP, quando estimuladas com o agonista muscarinico carbacol (CCh) e o forbol

gster (PMA) em presenca glicose (G). A curva dose resposta para o carbacol mostrou que



as ithotas de ratos submetidos a restrigio protéica sdc menos sensiveis que as ilhotas dos

animais controle (LP Ecso= 4.6410.98 e NP Ecso=2.1530.70 {p<0.03)).

Quando as ithotas foram estimuladas com PMA (200mM) the increased in insulin
secretion was higher in NP islets (3.04 fold for 8.3 mM of G and 1.50 fold for 16.7 mM of
G) (p<0.05}.

A monitoracio do efluxo de calcio mostrou um major efluxo de calcio nas ilhotas de
animais LP estimuladas com CCh e PMA em presenca de glicose. A técnica de
imunohistoquimica, mostrou uma diminuicio na quantidade da proteina quinase C alfa
(PKCa) que foi confirmada utilizando-se a técnica de Western Blotting, onde encontramos
PKCa e fosfolipase C betal (PLCB1) diminuidas em ilhotas isoladas de ratos LP (p<0.05).

O RT-PCR mostrou uma diminuicio na guantidade de mRNA para a enzima PKCa,
o que nos sugeriu uma possivel relagdo entre a restrigdo protéica a qual o animal foi
submetido e alteracdes na transcricio de genes que codificam enzimas relacionadas com o
processo secretorio estimulado com glicose e potencializadas com CCh.

Até o momento podemos concluir que, a alteragdo no contelido destas enzimas neste
modelo experimental permite explicar, pelo menos em parte, a pobre resposta secretoria
encontrada frente a G, e a associagio de CCh e PMA. Mais ainda, a restricio protéica
efetuada no periodo pos desmame poderia estar induzindo modificagbes importantes em
enzimas envolvidas com a transdugio de sinais no sistema colinérgico da ilhota,

repercutindo na fase adulta do animal.



ABSTRACT

We studied the effects of carbamylcholine (CCh) and Phorbol 12-Myristate 13-
Acetate (PMA), in insulin secretion of isolated Largerhans islets of male Wistar rats
maintained with normal protein diet (17% of protein =NP) or low protein dist (6% of
protein =LP). Islets isolated by collagenase digestion of pancreata, were incubated (1h) in
Krebs medium with 8.3 mM or 16.7 mM of glucose (G), with or without CCh and PMA.
The insulin content of media was available by radioimunoassay. Concentrations of CCh
(0,1-1000 uM) increased insulin secretion in both groups. Stimulation with CCh shifted the
LP dose-response curve to the right (LP Ecsp = 4.6420,98 and NP Ecso = 2.15+£0,70)
(p<0,05). When the islets were stimulated with PMA (200nM) the increased in insulin
secretion was higher in NP islets (3.04 fold for 8.3 mM of G and 1.50 fold for 16.7 mM of
G) (p<0.05). Immunocitoquemical showed a decrease in PKCa content in LP islets and
Western blot analysis revealed that PKCo and PLCB1 expression in LP isolated rat islets,
after 2.5 h of incubation in 8.3 mM glucose media, were lower than NP (p<0.05) and RT-
PCR showed a decrease in mRNA levels to PKCa (p<0.05).

Low protein intake is associated with a lowered PKCo and PLCB1 expression in
Langerhans islets. This alteration may be one factor involved in reduced insulin secretion

by LP animals isolated islets, when stimulated with CCh and PMA in presence of glucose.

Keywords: Carbamylcholine; Islets; Insulin; Low protein diet; PMA; PKC
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1- INTRODUCAOQO

1.1 - Desnutricio e Diabetes

Desde a antiguidade reconhece-se o papel do habito alirentar no desenvolvimento
do diabetes mellitus. A desnutri¢Bo € um problema em todas as populagdes do mundo, onde
criangas com baixo peso ao nascer correspondem a 15% do total da taxa de nascimento
(DAHRI et al., 1991}

Na América Latina, em nove paises onde foi efetuado inguérito populacional, a
desnutricio foi um dos fatores responsaveis pela elevada mortalidade em criangas abaixo de
5 anos de idade (ANGELIS, 1977).

SHILS, OLSON & SHIKE (1994) descreveram que deficiéncias protéicas e
energéticas normalmente ocorrem juntas, embora possa haver a predominéncia de uma
sobre a outra. Quando se manifestam de forma severa, podem desencadear sindromes
clinicas demominadas “ Kwashiorkor ” ¢ “ Marasmo ”. Kwashiorkor € resultante de
ingestdo insuficiente de proteinas mas quantidades de carboidratos e de gorduras adequadas
, e 0 marasmo € resultante de deficiéncia energética (NEWSHOLME & LEECH, 1984).

Tradicionalmente, a reducio do peso e a baixa ingestdo de energia estfio associados
a uma menor incidéncia e prevaléncia do diabetes. Nos paises desenvolvidos. ©
sedentarismo associado a alimentac¢do hipercalérica, pobre em fibras e rica em proteinas,
gorduras saturadas e carboidratos simples, tém contribuido para o rdpido aumento do
desenvolvimento do diabetes mellitus do tipo 2 (RAO, 1988). Esta ¢, geralmente,

acompanhada de obesidade, hipertensfio arterial sistémica, dislipidemia e resisténcia a



insulina. O conjunto dessas anomalias foi designada de Sindrome X” (ZAVARONI et al.,
1994) e sua etiopatogenia permanece desconhecida.

HALES & BARKER (1992) formularam a hipétese do "thrifty phenotype” para
explicar a etiopatogenia do diabetes mellitus tipo 2 ¢ da “Sindrome X”. De acordo com essa
hipotese, o diabetes mellitus do tipo 2 e 2 “Sindrome X” sfo determinadas por fatores
ambientais, inclusive nutricionais, e s30 originadas in wfero ou durante a infdncia. Presume-
se que a desnutrigdo intra-uterina e durante o primeiro ano de vida produz mudangas
morfolégicas e funcionais no pancreas, figado, e nos tecidos muscular e adiposo, traduzidas
em insulinopenia e resisténcia a insulina. Quando a resisténcia 2 insulina € agravada pela
obesidade, inatividade fisica ou idade, o péncreas ndo consegue suprir a demanda de
insulina e o diabetes se instala. O padriio de anormalidades metabdlicas e funcionais
depende da fase da vida em que a desnutrigiio ocorre, do tipo e da intensidade da caréncia
nutricional.

Menos freqiiente e menos estudado do que o diabetes do tipo 2, o diabetes mellitus
associado 3 desnutricdo tem recebido maior atengdo nos ultimos anos devido ao aumento da
sua incidéncia ém algumas populagdes vitimas da fome em paises subdesenvolvidos (RAO,
1988). As evidéncias de que a desnutricio pode ser diabetogénica vém de estudos que
mostram intolerdncia & glicose, insulinopenia e resisténcia a insulina em animais (HEARD
& TURNER, 1967; SWENNE, CRACE & MILNER et al,, 1987) e em seres humanos
desnutridos (COOK 1967; BECKER et al. 1971; SMITH et al, 1975). Duas variagBes da
sindrome diabética tém sido associadas 2 desnutrigio cronica:1) diabetes do tipo J,
semelhante ao diabetes tipo 1 pelo seu inicio abrupto e em uma idade bastante precoce,
caracterizado por deficiéncia de insulina, resisténcia periférica a esse horménio ¢ auséncia

de cetose; 2) diabetes pancredtico tropical, presente em individuos severamente



desnutridos, acompanhado por sinais de pancreatite, com macrocalcifica¢des pancreaticas e
faléncia na producdo de insulina (RAO, 1988).

Como no diabetes mellitus tipo 2, o comprometimentc da secregfio de insulina
parece desempenhar uma fungfo central na etiopatogenia do diabetes relacionado a
desnutricdo. Ao avaliarmos a insulinopenia no organismo desnutrido, pelo menos quatro
possibilidades devem ser consideradas: 1) a redugdo do nimero de células beta
pancredticas; 2) o defeito funcional das células beta pancredticas; 3) a combinacdo da
reduciic do numero de células beta com alteragdes funcionais das celulas beta
remanescentes; 4) Alteracfo no sistema auténomo que inerva as ilhotas.

Nos Gltimos anos temos estudado as alteragdes morfolégicas e funcionais das ithotas
pancredticas em modelos de desnutricdo pré e pos-natal (CARNEIRO et al., 1995;
LATORRACA et al., 1998a, b) e observamos que a restri¢io protéica determina a redug@o
do peso absoluto mas nfo do peso relativo do pancreas (LATORRACA et al., 1998a).
Quanto & morfologia, verificamos células beta com volume reduzido e com numero menor
de granulos, varios dos quais imaturos. Observamos ainda, células beta com degeneragdes
mitocondriais e com indicios de permeabilidade celular diminuida (CARNEIRO, 1996). Ao
avaliarmos a capacidade funcional das ilhotas de ratos desnutridos, observamos
comprometimento da secregio de insulina estimulada por aminoacidos; perda do padrio
bifasico de secrecdo; sensibilidade a glicose diminuida (CARNERO et al., 1995). Frente a
diferentes concentracdes de glicose, essas ilhotas apresentaram captacdo de *Ca menor do
que as ilhotas controle (Latorraca et al., 1999). Portanto, defeito na mobilizacio do ion Ca**
parece contribuir para as alteragGes secretorias verificadas em ilhotas de ratos desnutridos

(CARNEIRO et al., 1995; LATORRACA et al., 1998b).



Curiosamente, algumas anormalidades observadas no organismo desnuirido, tais
como reducido do volume das ilhotas, atrofia e perda de granulagdo das células beta,
insensibilidade das ilhotas a glicose e alteragfio da cinética secretéria, sdo similares aquelas
observadas no diabético do tipe 2 (GEPTS & LECOMPT 1981; GRODSKY, 1996;
LEAHY, 1996).

Um estude mais profundo € necessario para o conhecimento dos mecanismos
envolvidos no comprometimento da secregdo insulinica da célula beta pancredtica na
desnutri¢éo. E provavel que, a exemplo do que ocorre em modelos animais de diabetes tipo
2, alteragBes uliraestruturais na inervagio da célula beta (DIANI, PETERSON &
GILCHRIST et al., 1983), nos niveis de neuropeptideos (BAILEY & FLATT, 1988), cuna
acdio de neurotransmissores, como a acetilcolina (HOLST, 1992), contribuam para a
reducio da secrecio de insulina nas ilhotas de animais desnutridos.

Ha relatos de modificagBes no sistema nervoso auténomo com alteragdo da
modulagiio simpatica e parassimpatica em ratos que receberam dieta hipoprotéica. Animais
submetidos a este tipo de dieta apresentaram impulsos parassimpéticos diminuidos e
simpaticos aumentados, acarretando uma elevagiio nos niveis de catecolaminas na
circulagdo e possivelmente uma diminuicio na estimulagdo colinérgica envolvida na
potencializagdo da secre¢do de insulina (TRINDAD, CHRISTOPHER & BERNARD,
1998).

Com a estimulacdo simpitica exacerbada em ratos desnutridos, altos niveis de
catecolaminas estariam circulantes atuando nos seus receptores especificos na célula ‘beta,
diminuindo a secrecdo de insulina (TRINDAD, CHRISTOPHER & BERNARD, 1998).
Esta caracteristica pode ser também observada em pacientes com diabetes tipo 2

(CHRISTENSEN, 1979).



1.2 - A Secrecio de Insulina

As células beta respondem positivamente, secretando insulina, a mudangas na
glicose extracelular, ativadores da fosfolipase-C (acetilcolina e colecistoquinina) ¢
ativadores da adenilato ciclase (Glucagon e GIP) (HADESCOV, 1980; WOLLHEIM &
SHARP, 1981; PRENTKI & MATSCHINSKY, 1987).

A secreg@io de insulina estimulada por glicose inicia-se com o reconhecimento e
entrada da glicose na célula via GLUT2 e subseqiiente fosforilagio da glicose pela enzima
hexoguinase IV. Ap6s fosforilagdo a glicose € clivada na glicdlise ¢ os compostos
formados vio para a mitocdndria onde vio ser utilizados no ciclo de Krebs e
consequentemente na cadeia fosforilativa para a gerag3o de ATP. A diferenca na relagéo
ATP/ADP leva a reducgiio da condutincia ao K' e este evento provoca um actimulo
relativo do referido cation nas células beta, com consegiiente despolarizaciio da membrana
¢ abertura dos canais de Ca®* (L) sensiveis a voltagem. O influxo de Ca*" e o aumento do
Ca2* intracelular ( [Ca®"); ) ativa a maquindria exocitética, finalizando com a migra¢do das
vesiculas armazenadoras de insulina em direcdio & membrana ¢ subseqiliente extrusido do
contetido granular para o liquido intersticial (HADESCOV, 1980; WOLLHIEM &
SHARP, 1981; SUTTER, 1982; PETERSEN & FINDLAY, 1987; GRODSKY, 1989).

Um efetto secundario da elevagiio do [Ca®™]; é a estimulagiio da adenilato ciclase
(AC) e da fosfolipase C (PLC) que podem ser diretamente ativadas por receptores de
membrana especificos para horménios (FLATT, 1996), e gerar AMP. e DAG ativadores da

PKA e PKC, respectivamente.



1.3 — Estimnulacado colinérgica da secreciio de insulina

Aumento na secrecio de insulina estimulada pela via autonbmica ou pela via
end6erina induzida por mecanismos sensoriais e ndo pela absorgfio dos nutrientes sdo
denominadas respostas cefalicas da secre¢io de insulina. Estas respostas sfio divididas em
trés etapas: 1- Sensorial (olfato, gustac3o, visio, e estimulos mecénicos); 2- Integragio dos
sinais aferentes (hipotilamo Ventro-Medial); 3- Eferente (impulsos nervosos) que vao
culminar com a liberacio de neurotransmissores, incluindo a acetilcolina (POWLEY,
1977). A quantidade de insulina secretada na fase cefélica ¢ muito pequena (1-3% do total
de insulina secretada apéds a ingestio dos alimentos) (TEFF & ENGELMAN, 1596).
Apesar da quantidade de insulina secretada na fase cefalica ser muito pequena ¢ de extrema
importincia fisiologica, uma vez que ratos desnervados tratados com pequenas quantidades
de insulina imediatamente apds administracdo oral de glicose tiveram sua tolerdncia a
glicose restaurada (BERTHOUD et al., 1981).

Devido a grande importincia da inervagdo das ilhotas na tolerdncia a glicose, varios
estudos foram realizados demonstrando que a acetilcolina, na presenga de concentragbes
sublimiares de glicose, pode despolarizar a membrana da célula beta e iniciar a atividade
elétrica que culmina com a secre¢dio de insulina. Porém, esse efeito sobre a atividade
elétrica foi observado mediante a despolarizacdo prévia ndo sé por glicose como também
por uma variedade de agentes estimulatérios (GAGERMAN et al., 1978; COOK, CRILL
& PORTE, 1981; HERMANS, SCHMEER & HENQUIN, 1986; SANTOS & ROIJAS,
1989). Trés mecanismos idnicos foram propostos para explicar a despolarizagdo induzida

pela estimulagio muscarinica: 1) aumento da permeabilidade ao Na™ (HENQUIN et al.,



1988); 2) aumento da permeabilidade ao Ca®"; 3) redugio da permeabilidade ao K
(SANTOS & ROJAS, 1989).

As mudancas dos fluxes de K sfio dependentes de trés tipos de canais: um canal de
baixa condutincia (30 pS); um de alta condutincia (200-300 pS8) ativado por Ca®" e
sensivel a voltagem; e um terceiro tipo com condutancia entre 50-80 pS, modulado pela
relacio ATP/ADP celular, chamado de canal K’ a1p (COOK & HALES 1984; STURGESS

et al. 1986; RAJAN et al., 1990).

O canal K+A’1'p exerce papel fundamental na manutenggo do potencial de repouso de
célula beta (ASHCROFT; HARISON & ASHCROFT, 1984; ASHCROFT, 1988). Este
canal é bloqueado por diferentes substincias desencadeadoras e/ou potencializadoras da
secrecdo de insulina, tais como: glicose, gliceraldeido, aminoacidos, metabolitos
intermedidrio do ciclo de Krebs, anestésicos, quinina, sulfoniluréias, proteinas quinases,
fosfatases, proteina G e por neurotransmissores tais como a acetilcolina (BOSCHERO et
al. 1990; SENER et al. 1990; JONES, PERSUAD & HOWELL, 1991; BOYD et al. 1991,
FREDHOLM et al., 1991; CATERRAL & EPSTEIN, 1992; CATERRAL, 1995).

Os canais de K'c,, sdo dependentes da variagio da [Ca®*]i e do potencial de
membrana (MARTY, 1981; HUNTER et al. 1984; MORRIS, GALLACHER & LEE,
1986). No entanto, ndo participam da modulagéo do potencial de membrana induzido por
glicose (PETERSEN & FINDLAY 1987, KUKULJAN, GONCALVES & ATWATER,
1991), mas quando estimulados pela acetilcolina parecem exercer fungdo importante na
repolarizagdo celular (BORDIN et al., 1995).

Os fluxos de Ca®* séo regulados por dois tipos de canais: um canal T que ¢ ativado

entre -50 a -40 mV, sendo insensivel s diidropiridinas, cujo significado fisiolégico ainda



permanece desconhecido (MCCLESKEY et al., 1986; NOWYCKY, FOX, TSIEN, 1985).
Um outro, chamado canal de Ca’*-dependente da voltagem ou L, é ativado em potencial de
membrana entre -70 a -50 mV ¢ se caracteriza por ser sensivel as diidropiridinas. Esses
canais podem ser modulados pelo prépric aumento da {Ca2+}i, agindo, assim, cOmMO um
sinal para inativacdo dos mesmos. Essa autorregulagdio ¢ singular para esses canais, ¢ pode
constituir-se em importante controle da atividade elétrica da membrana e da secregfio de
insulina quando estimulada por glicose (CHAY, 1987).

O influxo de Ca®" extracelular parece ser a fonte principal do fon no aumento da da
concentragdo e atividade citosolica de Ca®*. Entretanto, a liberagio de Ca™'por fragdes
subcelulares, essencialmente o reticulo endoplasmatico, tem papel importante na atividade
secretoria da célula beta. A estimulacio muscarinica promove um substancial aumento na
[Ca”"]i. Essa resposta foi observada em estudos com #Ca (NENQUIN et al. 1984,
MATHIAS et al. 1985) e pela quantificagdo do Ca®" livre com indicadores fluorescentes
(GRAPENGIESSER, GYLFE & HELMAN, 1989). O aumento do [Ca®*]i por acetilcolina
resulta da formacdo de IP; que age como mensageiro intracelular mobilizando o Ca®" de
estoques nio mitocOndriais. A saida de Ca® de estoques intracelulares induzida por
agentes colinérgicos nio é, entretanto, suficiente para estimular a exocitose dos granulos de
insulina, visto que a secrecdo € abolida na auséncia de Ca*" extracelular (WOLLHEIN &
SHARP, 1980). O IP; e outros segundos mensageiros como AMPc, proteinas quinases ¢
proteinas G também modulam os canais de Ca®*, contribuindo para a amplificagio da
secrecdo de insulina (RAJAN, HILL & BOYD, 1989; ZAWALICH, 1988; BROWN &
BIRNBAUMER, 1988).

0 carbaéol como um homologo estrutural da acetilcolina, pode se ligar a receptores

muscarinicos (M3 principalmente) existentes nas células beta e exercer efeitos similares a



acetilcolina. Ap6s a ligagdo da droga nos receptores muscarinicos da célula beta a
respectiva proteina G vai ser ativada, ¢ esta Gltima, que tem a capacidade de clivar GTP,
libera uma de suas trés subunidades que por sua vez vai estimular a PLC. A PLC ativada
hidrolisa fosfolipidios de membrana liberando DAG e IP;. O DAG permanece na
membrana ¢ o IP: liberado € responsével pela mobilizagfio de fons célcio do reticulo
endoplasmatico para o citoplasma, estes ions ligam-se ao DAG, um complexo essencial
para a ativagdo da PKC (DAG-célcio-fosfatidilserina) ¢ entdo formado (HUANG, 1989). A
PKC ativada, fosforila elementos fundamentais na exocitose dos grénulos de insulina

aumentando a liberacfio do conteido granular para o meio extracelular.

1.4 - Proteina quinase C

As PKCs sio distribuidas em diversos tecidos animais, mas especialmente
enriquecida no tecido nervoso, pois estdo envolvidas na liberagdo de neurotransmissores &
na plasticidade neural. Na célula beta podemos encontrar diversas isoformas de PKCs,
dentre elas as dependentes e independentes de calcio. Essas enzimas possuem sitios
distintos de autofosforilacdo e sio distinguidas por anticorpos especificos para cada enzima
(HUANG, 1989).

A familia das PKCs consiste em aproximadamente 12 diferentes polipeptidios,
indicados pelos simbolos: o, B, BI, v, &, &, &, 7, 8, 1, A e u. Estas diferentes isoformas
podem possuir atividades biologicas distintas dependendo da sua estrutura e de seus

ativadores.
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A divisio da familia das PKCs estd baseada pa estrutura primaria de seus
respectivos polipeptidios. A PKC ¢ responsavel por uma variedade de respostas celulares,
sneluindo 2 secrecdo de insulina, iniciadas pela fosforilagio de residuos de serina e treonina
(GARRETT & CHARLES, 1995). A maijor parte das isoformas de PKCs tem peso
molecular de aproximadamente 80 KDa. A maioria das isoformas PKCs possuem pelo
menos algumas regibes conservadas e também algumas regides varidveis distribuidas em
dois dominios, o regulatdrio e o catalitico.

As regides conservadas sio responsdveis pela ligagdo de ativadores, dentre eles o
Ca™ (regidio C2), DAG e TPA (regido C1). A regido C3, presente em todos os isétipos de
PKC, é responsavel pela ligagdo com o ATP.

Algumas destas enzimas podem ser estimuladas por ésteres de forbol (PMA),
hormonios, fatores de crescimento e neurofransmissores. As vias de sinalizagio envolvidas
no aumento os niveis de Ca™ e DAG parecem estar implicadas na ativagdio de diversas
isoformas de PKC. A desnutri¢do pode estar relacionada com alteragGes no conteudo de
enzimas, incluindo as PKCs. Estas enzimas podem ter sua atividade alterada em diversos
orgdos de roedores submetidos a desnutri¢io (BANSAL ET AL., 1996; NAIR et al., 1995;
KATHAYAT et al,, 1997).

Diante disto, a interagfo restrigdo protéica e modulagfio colinérgica da secregao de
insulina deve ser considerada um importante alvo de estudo, dando énfase a alteracdes de
enzimas envolvidas na secregio de insulina estimulada com glicose e potencializada com

CCh.

i1
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2- OBJETIVOS

Trabalhos anteriores de nosso laboratério e dados da literatura demonstraram
redugio da secregdo de insulina induzida por glicose em ilhotas de ratos submetidos a
restricio protéica. Com bases nestes trabalhos, avaliamos a modulacdo colinérgica da
secrecio de insulina neste modelo de desnutri¢io, bem como as enzimas envoividas na

cascata de eventos pos-ativagio dos receptores muscarinicos.
2.1 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

& Verificar o crescimento dos animais LP e NP.

% Verificar os pardmetros bioquimicos dos animais LP e NP.
& Verificar a secregiio de insulina em presenga de CCh e PMA.
& Verificar o efluxo de célcio em ilhotas NP e LP.

& Verificar a expressio da PKCa e da PLCPB1 em ilhotas LP e NP.

& Verificar a transcricdo do gene que codifica a enzima PKCo.

UNiCAawmep
%f%é??’?&m CENTRAL
SECAD CIRCULANTE
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3 . MATERIAL E METODOS

3.1 - Animais e dieta:

Toram utilizados ratos machos, da linhagem Wistar, com 28 dias de vida,
provenientes do Biotério Central da UNICAMP. Os ratos foram distribuidos em dois
grupos experimentais:

a) Controie (normoprotéice): ratos alimentados dos 28 dias até a idade adulta (90dias)
com dieta contendo 17% de proteina.

b) Desnutridos (hipoprotéice): ratos alimentados dos 28 dias até a idade adulta (90dias)
com dieta contendo 6% de proteina.

Os ratos Foram mantidos em gaiolas coletivas (5 ratos por gaiola) sob condigdo
padronizada de iluminagdo {ciclo claro/escuro de 12 horas) e temperatura de 22+2 °C.
Durante todo o periodo experimental tiveram livre acesso 4 agua e as respectivas dietas.

As dietas, misturas de sais e mistura de vitaminas, cujas composi¢cdes encontram-se
descritas nos Quadros 1, 2 e 3, foram preparadas no Departamento de Fisiologia e
Biofisica, do Instituto de Biologia, da UNICAMP. A dieta controle segue as
recomendacdes do Instituto Americano de Nutricio (AIN-93) para roedores nas fases de

crescimento, gravidez e lactagdo.



Quadro 1 - Composic#o das dietas

Normoprotéica Hipoprotéica
Ingredientes {17% de proteina) | (6% proteina)
gKg g/Kg
Caseina (84% de proteina)™ 202 71,5
Amido 397 480
Dextrina 130,5 156
Sacarose 100 121
L-cistna 3 1
Fibra (microcelulose) 50 50
Oleo de soja 70 70
Mistura de sais ANG3G** 35 35
Mistura de vitaminas AIN93G** 10 10
Cloridrato de colina 2,5 2,5

*Valores corrigidos em fungfio do contetdo da quantidade de proteina desejada.

** Composicdo detalhada dada por REEVES, NILSEN & FAHEY, 1993.
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Quadro 2 - MISTURA DE VITAMINAS (AIN-93G-VX)

VITAMINAS gKg
1 Acido nicotinico 3.0

2 Pantotenato de célcio 1.6

3 Piridoxina-HCl 0.7

4 | Tiamina-HCi 0.6

5 Riboflavina 0.6

6 Acido fdlico 0.2

7 d-biotina 0.02
8 Vitamina B, {cianccobalamina) 0.1% em manitol 2.5

9 | Vitamina E {acetato de a~tocoferol) (500 Ulig) 15.6
10 | Vitamina A (retinil palmitato) (500.000 Ul/g) 0.8
11 | Vitamina D3 (colecalciferol) (400.000 UL/g) 0.25
12 | Vitamina K (filoquinose) 0.075
13 | Sacarose 974.65
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Quadre 3 - MISTURA DE MINERAIS (AIN-93G-MX)

Sais gKg
1 Carbonato de célcio anidro 357
) Fosfate de potassic monobasico 196
3 Citrato de potassio ribasico monohidratado 73.78
4 Cloreto de sodio 74
5 Sulfato de potdssio 46.6
6 Oxido de magnésio 24
7 Citrato férmrico 6.06
8 Carbonato de zinco 1.65
g Carbonato manganoso 0.63
18§ Carbonato cliprico 0.30
11 |lodato de potassio 0.01
12 | Selenato de sédio anidro 0.01025
13 | Paramobilidato de aménio.4H,0 0.00795
14 | Meta-silicato de sddio iZHZO 1.45
15 | Sulfato de erémio e potdssio 12H0 0.275
16 | Cloreto de litio 0.0174
17 | Acido borico 0.0815
18 | Fluoreto de sédio 0.0635
19 | Carbonato de niquel 0.0318
20 | Vanato de amoOnio 0.0066
21 | Sacarose 221.026




3.2 - Avaliacdo do estado nutricional

Um grupo de ratos foi sacrificado por decapitagio e o sangue coletado em tubos
de vidro sem anticoagulante. O soro foi separado por centrifugacio a 700 rpm durante 15
minutos e parte foi armazenado a —20 °C para posterior determinacéo de glicose, proteinas
totais, albumina (DOUMAS, WATSON & BIGGS, 1971) e mais alguns parimetros

bioquimicos.
3.3.1 - Glicose ¢ Proteina

O soro dos ratos foi coletado e a concentragio de proteinas e glicose foram
determinados usando métodos enzimdticos colorimétricos (Merck — Diagnostic Darmstadt

Germany).

3.2.2 - Insulina Sérica

Os animais foram sacrificados por decapitagdo, recolbendo-se o sangue em tubos de
plastico. O soro foi separado por centrifugagdo a 700 rpm durante 15 min. Foram
armazenados 3mL a -20 °C para posterior determinagao de insulina por radioimunoensaio

como descrito no item 3.3.4.
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3.2.3 - Albumina sérica

A concentragio de albumina sérica foi determinada através do método colorimétrico
do verde de bromocresol. Foram adicionados a 0,02 m! de soro, 5,0 mi de reagente de cor,
contendo solugdo de verde de bromocresol 0,6 mM, tampdo succinato 0,1 M, surfactante
nio-ibnico 30%, pH 4,0. As absorbancias foram avaliadas a 630 nm e as concentragles

determinadas através de uma curva de calibragho de albumina, linear até concentragdes de 6

o/L (DOUMAS, WATSON & BIGGS, 1971).

3.2.4 - Gordura hepitica

Fragmentos de tecido hepatico pesando aproximadamente 500 mg, foram retirados e
digeridos em 2 ml de solucio KOH 30%. A precipitagio do glicogénio foi feita em 0,1 ml de
N2,S0, ¢ 7,0 ml de etanol, em banho-maria fervente por 2 min. Apos extragio, a amostra foi
centrifugada e o sobrenadante, contendo a fragdo lipidica, foi armazenado. A seguir tubos de
ensaio receberam a identificagio de “padrio” (P1) e “desconhecido” (D;) ¢ nesses foram
adicionados 20 ul de solugdo de etoxilados de lanolina equivalentes a 10 g/l de lipideos
totais(utilizado como padrio para lipideos) e 20 ul da amostra desconhecida {frac#o lipidica),
respectivamente. Em seguida em cada tubo foi colocado 1,0 mi de 4cido sulfiirico e agitado
vigorosamente para homogeneizagdo das amostras ¢ levados para o banho (fervente) por 10
min. Apés esse periodo, os tubos permaneceram em repouso até que atingissem a

temnperatura ambiente. Em outros 3 tubos, branco (B), padrdo (P;) e desconhecido (D7)
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colocamos 100 pl de acido sulftrico, 100 ul de padrdo (P)) e 100 pl da amostra
desconhecida(D1). Apds este procedimento, juntou-se 2 esses tubos 2,5 ml do reagente
fosfovanilinico (solugio de vanilina a2 9,02 mmol/l em 4cido fosférico) e foram agitados para
homogeneizacfio & colocados em banho a 37 °C durante 10 min. Finalizada a incubag8o 0s
tubos foram retirados do banho e deixados em repousoc por 30 min sendo as amostras

avaliadas em espectrofotometro a 550 nm.

3.2.5 - Glicogénio Hepaticeo

Fragmentos de tecido hepatico foram processados de modo semelhante 20 item 5.5.
Apos extrag@o, as amostras foram centrifugadas e o precipitado suspenso em 25 ml de agua
deionizada. A 1,0 ml desse extrato foram adicionados 20 ul de fenol 80% (m/v) em agua e
2.5 ml de 4cido sulfurico concentrado. A mistura foi levada & fervura durante 15 min e em
seguida ficou em repouso até atingir a temperatura ambiente, para a medida da absorbéncia

em 490 nm. Foram utilizadas solugoes padrdes de glicose para as curvas de calibragdo.

3.3 — Avaliacio da secrecio de insulina e quantificaciio das enzimas

3.3.1 - Isolamento de ilhotas pancreaticas

Dois animais de cada grupo foram sacrificados por decapitagio. Apobs incisdo
abdominal e oclusfio da extremidade do ducto biliar comum, foi inserida uma cénula

através de uma pequena incisfo na parte proximal (hepatica) deste ducto. Através da canula
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de polietileno, foi injetada solugio de Hanks enriquecida com 2.8 mM de glicose ¢
colagenase 1 mg /mL, que promoveu a divulsio do tecido acinoso. O pancreas foi excisado
e dissecado de gorduras, da maioria do tecido vascular e dos ganglios linfaticos. A seguir,
foi reduzido a fragmentos pequencs que foram transferidos para um tubo de ensaio
contendo Hanks e colagenase (Boehringer Mannheim Biochemicals, USA). Em seguida, os
fragmentos foram incubados em banho-maria a 37°C durante aproximadamente 18
minutos. Apds © periodo de iﬁcubac;ﬁo, o tubo foi agitado manualmente por
aproximadamente 1 minuto ou até a obtengdo de mistura com viscosidade homogénea. O
contetido foi transferido para um becker e o material foi lavado com solugdo de Hanks 4
vezes para 2 remocio da colagenase, das enzimas digestivas liberadas durante a incubagio €
também dos fragmentos celulares.

As ilhotas, completamente separadas do tecido acinoso, foram coletadas uma a
uma, sob lupa, por aspiragdo com © auxilio de pipeta de Pasteur, previamente estirada ¢

siliconizada.
3.3.2 - Secrecio estatica de insulina

As ilhotas coletadas foram transferidas para placas de cultura com 24 reservatorios
contendo 0,5 ml de solucio de Krebs, suplementada com 0,5% de albumina bovina (m/v) e
5,6 mM de glicose. Em todos os experimentos 5 ilhotas foram colocadas em cada
reservatorio. A seguir as placas foram acondicionadas em banho-maria a 37 °C e ma‘ntidas
em ambiente controlado (umidificado e gaseado com mistura carbogénica). O pH da
solugdo foi ajustado em 7,4 pela injegdo desse gas. Inicialmente as ilhotas foram pre-

incubadas por 60 minutos em meio contendo 5,6 mM de glicose.. A solugdo foi
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rapidamente removida e substituida por nova solucio de incubagdio contendo glicose
(8.3mM ou 16.7mM) juntamente com CCh e/ou ativadores da proteina quinase C (PMA).
Apés 60 minutos de incubagdo, as placas foram resfriadas em banho de gelo ¢ o
sobrenadante removido, transferido para tubos de ensaio e armazenado a —20 °C para

posterior dosagem de insulina por radioimunoensaio descrito no item 3.3.4.
3.3.3 - Secreciio dindmica de insulina

Apos isolamento, 4 grupos de 100 ilhotas foram lavadas 4 vezes com solugdo de
Krebs com 8.3 mM de G e em seguida transferidas para 4 cAmaras de perfusdo contendo
membrana millipore SW1300 (poro 8 pm). As cémaras foram conectadas ao sistema de
perfusio constituido por 4 recipientes ligados por intermédio de cateteres a uma torneira de 2
vias. As solucdes perfusoras contendo G, CCh e PMA foram mantidas a 370C e equilibradas
constantemente com a mistura carbogénio. A razio de efluxo do sistema de perfusdo foi 1
ml/min, impulsionado por uma bomba peristaltica de 4 canais (Ismatec). As amostras do
perfusato foram coletadas em frascos de polietileno, a intervalos regulares de 1 ou 2 min. O

efluente de cada frasco foi estocado em -80°C para posterior dosagem de insulina por

radioimunoensaio.
3.3.4 - Dosagem da insulina

A insulina secretada durante os diferentes experimentos “in vitro” foi determinada

por radioimunoensaio. Para isso transferiu-se 0,1 ml das amostras desconhecidas (em



duplicata) as quais receberam a seguir 0,2 ml de uma solugdo contendo anticorpo anti-
insulina (1:200) e insulina marcada com 1231 (tragador) em tampdo fosfato pH 7.4, acrescido
de NaCl 0.9 % ¢ albumina 0,5 %. Em seguida foram preparados os seguintes controle:

a) 3 tubos (Totais) que receberam somente 0,2 ml do tampfo fosfato contendo insulina
marcada ‘=1 para averiguagio da radiagéo maxima.

b) 3 tubos (Ligacdo ndo especifica) contendo 0,2 ml do tampao fosfato contendo insulina
marcada '°T e 0,1 ml de tampdo fosfato, para determinar possiveis interferéncias no ensaio
pelos componentes do tampao.

¢) 3 tubos (Referéncia) contendo 0,2 mi de solugiio tampdo fosfato contendo insulina
marcada com 1251 ¢ anticorpo anti-insulina e 0.1 mi de tampéo fosfato, constituindo assim ¢
zero de insulina da curva padrao.

Em seguida preparou-se, também em triplicata, uma série de tubos {curva padrio),
contendo 0,1 ml de insulina conhecida nas seguintes concentragdes: 0,02; 0,039; 0,078; 0,16;
0,31; 0,63; 1,25; 2,5; ¢ 5,0 ng/ml. Cada tubo dessa série recebeu também 0,2 ml de solugdo
tampdo fosfato contendo insulina marcada '] e anticorpo anti-insulina. No final da
preparacio dos tubos (amostras, controle e curva padro), eles foram agitados em vortex e
estocados a 4 °C, durante 48 h.

Apds este periodo de incubacfio, com excecdo dos totais para analise da radiagdo
maxima, todos os outros tubos receberam 0,2 ml de uma solugdo contendo 2,5 % de carvéo
Morit A), 0,5 % de albumina ¢ 0,25 % de dextran T 70. Os tubos foram deixados em
repouso durante 20 min e a seguir centrifugados durante 20 min (2800 rpm) a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e a radioatividade contida em cada tubo avaliada em contador de

radiagio gama. Os 3 tubos elaborados para anslise da radiagiio mdaxima ndo tiveram o
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sobrenadante descartado, sendo a radiagdo dos mesmos avaliada diretamente. Com bases nos
valores obtidos nos tubos contendo insulina conhecida elaborou-se uma curva padrio que foi
utilizada para a avaliaglio dos valores desconhecidos das amostras. Os resultados foram

expressos em ng/mL de insulina secretada durante 0s experimentos “in vitro”.

3.3.5 - Efluxo de radioisétopo

Apos o isolamento, as ilhotas foram distribuidas em frascos de 1,5 ml O
sobrenadante foi removido e substituido por meio de incubagdo contendo 10 a 20 uCi/mL de
45¢aCl, em presenca de 16,7 mM de glicose. Os frascos contendo 150 ilhotas foram
incubados por 120 min, em banho-maria gaseados com mistura carbogénica. Ao final desse
periodo as ilhotas foram lavadas 4 vezes com solugio de incubagdo ndo radioativa,
transferidas para 4 cdmaras de perfusdo contendo membrana millipore SW1300 (poro 8 pum).
As camaras foram conectadas ao sistema de perfusdo constituido por 4 recipientes ligados

por intermédio de cateteres a uma torneira de 2 vias. As solugdes perfusoras contendo

diferentes concentragdes de glicose em presenca de CCh, foram mantidas a 37°C e
equilibradas constantemente com a mistura carbogénio. A razdo de efluxo do sistema de
perfusdo foi 1 mL/min, impulsionado por uma bomba peristaltica de 4 canais (Ismatec). As
amostras do perfusato foram coletadas em frascos de polietileno, a intervalos regulares de 1
ou 2 min. Em cada frasco foi adicionado liquido de cintilagdo para a leitura do Ca; a
radioatividade contida no efluente de cada frasco foi medido em contador de particula beta

(Beckman LS 6000TA).



3.3.6 - Imunohistoquiimica

Ratos Wistar machos, submetidos ou ndo a dieta hipoprotéica por 90 dias foram
anestesiados com pentobarbital {50 mg/kg). Apds perda de reflexos pedioso e corneano,
realizou-se toracotomia mediana com canulagio trans-cardiaca da artéria aorta. Os animais
foram entdio perfundidos com 80 ml de solugZo fisiologica heparinizada (0,01 % v/viea
seguir 80 ml de paraformaldeido (4 % em 4gua destilada), ambos numa velocidade de
infusio de 4 mL/min. Ao final da perfusdo retirou-se o pancreas o qual permaneceu por
mais 24 hs em solucfo de paraformaldeido 4 %. O érgio foi incluido em blocos de
parafina, secionados (5 um) e fixados em l4minas para microscopia. Apés desparafinizacio
as secgbes foram incubadas por 12 hs a + 4°C com anticorpos primérios anti- PKCa: (20 a
40 pg/ml). Os anticorpos foram retirados por 5 rinsagens consecutivas com PBS. A seguir
as secgOes foram incubadas por 2 hs a temperatura ambiente em cAmaras umidificadas com
anticorpos secundarios conjugados a peroxidase. Apds 5 etapas de rinsagem com PBS, as
laminas contendo sec¢des marcadas com peroxidase foram reveladas com DAB e HyO; em
PBS, contra-coradas com hematoxiiina de Harris e montadas com Entellan. A analise foi

realizada em microscépio ético e documentadas por micro-fotografia.

3.3.7 - Western Blotting
Para detectar o nivel de expressio celular da PKCo. foi empregada a metodologia de

Western Blot. Grupos de 500 ilhotas recém-isoladas e incubadas por 2,5 horas em Krebs

contendo 8.3 mM de glicose foram centrifugados rapidamente e o sobrenadante
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desprezado. A seguir, foram adicionados 200uL de Coquetel Anti-protease. As ilhotas
foram entio politronizadas nesta solug@io, por aproximadamente 10s, e o homogeneizado
foi centrifugado a 3000g por 10min.

O precipitado foi desprezado e foi feita a dosagem protéica no sobrenadante obtido,
utilizando-se o reagente para ensaio de proteina da “BioRad Protein Assay-Dye Reagent
Concentrate” (Melville, NY). Foi utilizade como referencial, uma curva padrio de
albumina.

As amostras foram entfio incubadas 4 37°C por 1h em 20% do volume de Tampao
de Laemmli 5X (Azul de bromofenol 0.1%, fosfato de sédio 1M, glicerol 50%, SDS 10%).

Para corrida eletroforética foi utilizado gel bifasico: gel de empithamento (EDTA
4mM, SDS 2%, Trisma base 750mM, pH 6.7) ¢ gel de resolugdo (EDTA 4mM, SDS 2%,
Trisma base 50mM, pH 6.7). A corrida foi efetuada a 200V por aproximadamente 30min
com Tampdo de Corrida (Trisma base 200mM, glicina 1.52M, EDTA 7.18mM e SDS
0.4%), diluido 1:4. As amostras foram transferidas para uma membrana de Nitrocelulose
(BioRad). A transferéncia foi realizada durante 60min & 30V em gelo, banhada com
Tampéo de Transferéncia (Trisma base 25mM, glicina 192M).

Apbs transferéncia, a membrana foi bloqueada com 5% de leite desnatado em
soluggo Tris Salina (TBS) (Trisma base 1M, NaCl 5M, Tween 20 0.5%) overnight 4 4°C. A
PKCo. foi detectada na membrana de Nitrocelulose por incubagéo por 2h, & temperatura
ambiente, com anticorpo monoclonal especifico anti-PKCo (Sta Cruz, diluigdo 1:500 em
TBS com 3% de leite desnatado). Em seguida, a membrana foi incubada com o anticorpo

policlonal anti-IgG de camundongo (diluigdo 1:1000 em TBS com 3% de leite desnatado)
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seguido de exposi¢io por 2h a temperatura ambiente com protefna A marcada com I'»
(diluigao 1:1000 emn TBS com 1% de leite desnatado).

O complexo anticorpo- [I'*°] proteina A foi detectado por autoradiografia, apés
armazenamento desta membrana & ~70°C por aproximadamente 5 dias dentro de cassete

provido de uma tela amplificadora.

3.3.8 - Extracae de RNA total

Para a extracio dos RNAs totais das ilhotas foi utilizado o reagente Trizol
(Invitrogen, EUA), de acordo com as recomendagdes do fabricante. Resumidamente, o
tecido foi inicialmente rompido com sonicador e homogeinezado com o regente Trizol até
completa solubilizagdo. Em seguida a mistura foi incubada por 5 min a temperatura
ambiente, acrescida de 0,2 mL de cloroformio por mL de Trizol para desproteinizagdo. O
sobrenadante foi separado por centrifugagéo (12.000 x g, 15 min, 4°C), ¢ o RNA contido na
fase aquosa foi precipitado com isopropanol, lavado com etanol 75% e 100%, e dissolvido
com H-O desionizada previamente tratada com DEPC (dietilpirocarbonato). O RNA obtido
foi quantificado por espectrofotometria nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm. Apés
quantificagio, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose desnaturante

a 1,2%, para anilise da integridade do RNA.
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1.3.9 - RT-PCR semi-quantitative

Inicialmente, uma amostra de 2ug de RNA foi submetida a reagio de transcrigéo
reversa com primers randdmicos. A partir dos ¢DNAs obtidos foram realizadas as curvas
de ciclos para cada primer (Ver Tab. 2), com o minimo de 5 pontos para cada curva. Apds
obtengio das curvas os experimentos foram realizados com um numero de ciclos
equivalente a 20% abaixo do ponto de saturagdo da reagdo (plato).

Os resultados obtidos no RT-PCR, foram expressos como média + erro padrao da média.
Devido a grande dificuldade de se encontrar um controle interno para a normalizag8o dos
resultados, utilizou-se um controle externo (RNA de um virus de planta (PVX}), uma vez
que os controles internos mais utilizados para normalizagio se mostraram alterados nos
animais desnutridos. Na comparagio de dois grupos foi utilizado teste t de Student para
dados niio pareados, sendo adotado o nivel de significancia P<0.05.

Tabela II — Primers utilizados.

GENE Sense Primer (5’ a 3°) Antisense Primer (3’ a 3°)

PKCo. CCTGCTCTACGGACTTATC TGTAGTATTCACCCTCCTC

Gene Bank

(X072586)

PVX CGATCTCAAGCCACTCTCCG GTAGTTGAGGTAGTTGACCC

Gepe Bank

(D00344)

28




3.4 - Procedimento Estatistico

Os resultados foram expressos em média e erro padrdo. Nos resultados referentes aos
parfmetros bioquimicos (proteinas séricas totais, albumina, glicose sérica, AGL séricos,
glicogénio hepatico ¢ gordura hepética) e dosagem de PKCo através de densitometria
(programa utilizado Beta 4.0.2 of Scion Image - Scion Corporation) foram aplicados o teste t
(Student) para amostras independentes. O nivel de significAncia adotado foi de p<0.05.

Para obtenciio das areas nas figuras de efluxo de calcio, calculamos uma curva
exponencial tedrica para cada grupo (normoprotéico ¢ hipoprotéico) baseada em todos os
pontos excluindo-se 0s pontos que faziam parte dos picos. Em seguida fizemos a diferenca
entre a curva obtida experimentalmente e a teodrica, integramos para obter a area
correspondente. Em seguida realizamos o teste t (Student) para as reas calculadas.

Com relagio ao dados obtidos nas secregoes dindmicas e estaticas foi utilizado
analise de varidncia (duas fontes: estado nutricional (normoprotéico ¢ hipoprotéico) e
droga. Foi realizado o teste de comparagio multipla (teste Tukey) para a primeira € para a
segunda fonte de variagdo ¢ na interagdo das duas fontes. O nivel de significincia adotado
foi de p<0.05. A homogeneidade das variancias foi testada segundo Cochran, Hartley e
Bartlett. As analises foram feitas utilizando-se o programa “STATISTICA” ( versdio 4.3,

1993 ) da StatSoft, inc.
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4 - RESULTADOGS

4.1 - Avaliac@o do estado putricional dos animais

Os ratos jovens mantidos dos 21 aos 90 dias com a dieta hipoprotéica apresentaram
peso corporal (Fig.1A) e teor sérico de albumina (Tab.I) menores do que agueles mantidos
com dieta normoprotéica. Os ratos LP ¢ NP nfio apresentaram edema ¢ o contetido hepético
de glicogénio, de gordura ¢ cidos graxos mostraram-se significativamente mais elevados
nos animais LP do que nos animais NP (Tab. I). Os niveis séricos de proteina total foram
menor no grupe LP (p<0.05) e a glicose sérica ndo diferiu entre os dois grupos
experimentais (Tab. I).

A Fig. 1A ilustra a massa corpdrea entre os grupos NP ¢ LP, mostrando que nao
havia diferenca significativa na massa corpérea dos animais na primeira semana de
desnutricio (semana 1). As diferengas significativas comegaram a ser observadas a partir da
guarta semana, onde os animais NP apresentaram uma maior massa corpdérea quando
comparados aos animais LP (p<0.05).

A Fig. 1B representa a velocidade do ganho de massa corporea, mostrando que a
velocidade de crescimento do grupo NP foi maior que a velocidade de crescimento do
grupo LP. O grupo NP atingiu a velocidade méxima de crescimento uma semana antes que
o grupo LP. O grupo NP atingiu sua velocidade maxima de crescimento na terceira semana,
enquanto que o grupo LP atingiu sua velocidade maxima na quarta semana.

Quando os valores maximos de velocidade de ganho de massa de ambos os grupos

foram analisados, pudemos observar ainda que o grupo NP apresentou uma velocidade de
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Tabela I - ParAmetros bioquimicos avaliados nos ratos ao final do periodo experimental.

Parimetros NP LP
Proteinas séricas totais Jejum (g/dD) 53+02 4,7 +0,3%
Albumina sérica Jejum {g/db) 35+8,1 3,3+0,1%
Glicose sérica Jejum (mg /dD) 1275+ 74 1300 * 14,6
AGL séricos Jejum (mM) 0,4 = 0,01 0,6 + 0,09*
Insulina sérica Jejum (ng/mL) 4,94+ 0,13 9,71 £ 0,18
Insulina sérica alimentado (ng/mlL) 1,93+ 0.6 0,67+02*
Glicogénio hepatico Jejum (mg glicose/1860mg 0,7+ 0,1 1,14 £0,1*
tecido)

Gordura hepatica Jejum (g AG/100g tecido) 7,005 12,3 £ 0,9*

Resultados expressos como média + se; n=10.* Diferenga significativa (P <0,05).
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Fig. 1A- Ganho de massa corpérea de ratos machos Wistar de 28 dias NP ¢

LP, avaliado ao longo de oito semanas. Valores expressos em média * se;
n=15. * Diferenga significativa (p < 0.05).
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crescimento de aproximadamente duas vezes a velocidade de crescimento do grupo LP na

terceira semand.

4.2 - Efeito do Carbacol e do PMA sobre a secrecio de insulina.

A Fig. 2 representa o efeito de concentragBes crescentes do agonista muscarinico
carbacol (CCh), sobre a secregdo de insulina em ilhotas isoladas de animais NP e LP
incubadas durante h em presenga de 8.3mM de glicose. A secregao de insulina em valores
absolutos foi significativamente maior nas ilhotas provenientes de animais NP, quando
comparadas as ilhotas isoladas de animais LP. Em condictes basais (G 2.8mM) a secregao
de insulina das ilhotas NP foi 1.6 vezes maior que a secrego de insulina das ilhotas
proveniente de animais LP. Com o aumento da concentragiio de glicose para 8.3 mM, este
aumento foi de 1.83 vezes. Os respectivos aumentos na secrecdo de insulina, de ilhotas de
ratos NP em relagdo as ilhotas de ratos LP, em diferentes concentragdes de CCh foram:
1.86 vezes (0,1 pM), 1.76 vezes (1 uM), 2.18 vezes (3.3 uM), 1.42 vezes (10 uM), 2.03
vezes (100 pM), 1.85 vezes (330 uM) e 1.97 vezes (1000 f:LM) (p<0.05). O limiar para a
secregio de insulina com estimulo colinérgico (CCh) foi mais elevado em ilhotas
provenientes de animais LP quando comparados aos animais NP. A Ecsg dos animais LP
foi de 4,64 + 0.98 uM contra 2,15 £ 0.70 uM para as ilhotas NP.

Na Fig. 3A avaliamos a secregiio dindmica de insulina por ilhotas provenientes de
ratos NP e LP. As ilhotas foram perfundidas durante 90 min na presenca de 8.3 mM de
glicose € estimuladas ou nfio com CCh (100uM). Na auséncia do CCh, a insulina secretada

foi maior nas ilbotas de ratos NP quando comparadas as ilhotas de ratos LP.
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Fig. 2 — Efeito da concentragio crescente do agonista muscarinico Carbacol
(0,ipM - 1000pM) na secregdio de insulina em ilhotas isoladas de ratos Wistar
machos incubadas por 1 h em solugio de Krebs contendo 2.5 mM de Ca™ ¢ as
diferentes concentraces de Carbacol, em presenca de 8.3 mM de glicose. As
barras indicam a média + se; n=20. * Diferenca significativa (p < 0.05).
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Fig. 3A — Efeito de 100 uM de Carbacol sobre a secregéo de
insulina, por ilhotas isoladas de ratos. As ilhotas foram
perfundidas com solugdo de Krebs contendo 8.3mM de
glicose (min 0 - 40) e Carbacol (min 40 - 90). Os resultados

foram expressos em média * se; n=4. Fig.3B— Calculo das
areas sob as curvas (min 20 - 40 e 40 - 90). Letras diferentes
representam diferenga significativa (p<0.05).

38



Apés a adigio do CCh (min 40) , ambos os grupos de ithotas responderam com uma
maior secrecdo de insulina, sendo que o grupo de ilhotas de ratos NP respondeu com um
maior aumento (p<0.05). Este incremento na secrecao de insulina ﬁ)i melhor visualizado
quando calculamos as 4reas sob as curvas (Fig, 3B), onde observou-se uma diferenga
significativa na secrego dindmica de insulina em concentragdes de 8.3 mM de glicose em
presenga ou auséncia do agonista CCh (p<0.05). Ilhotas provenientes dos ratos NP
apresentaram maior secregdo de insulina em relacdio as ilhotas de ratos LP em presenca de
apenas glicose {(8.3mM) e na presenca do agonista CCh, estes aumentos foram de 1.5 vezes
e 1.43 vezes respectivamente.

Na Fig. 4A avaliou-se o efeito do CCh (100uM) sobre o efluxo “*Ca em presenca
de 83 mM de glicose em ilhotas de ratos NP e LP. Com a introduciio do agonista
muscarinico CCh (min 44 a 75) a taxa de efluxo elevou-se a0 maximo nos dois grupos
experimentais proximo ao min 46, sendo mais elevado nas ilhotas de ratos LP. A elevagdo
da taxa de efluxo apresentado por essas ilhotas pode ser comprovada pela anélise da 4rea da
Fig. 4B. Na Fig. 4B observou-se uma diferenca significativa entre o efluxo de céleio do
grupo NP e o grupo LP em presenca de 8.3 mM de glicose mais CCh (100uM) (p<0.03).

Na Fig. 5A, avaliamos mais uma vez a secregio dindmica de insulina de ilhotas
provenientes de animais NP e LP, perfundidas durante 60 min em 16.7 mM de glicose na
presenga ou auséncia do agonista CCh (100pM). Na auséncia do agonista muscarinico CCh
a insulina secretada, minuto a minuto, foi significativamente maior nas ilhotas provenientes
dos animais NP quando comparadas as ilhotas do grupo LP. Apds a adi¢io de CCh (min
30) , ambos 0s grupos de ilhotas responderam com uma elevagéo na secregdo de insulina,

mas o incremento na secregio deste horménio foi mais uma vez significativamente maior
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Fig. 4A - Efeito de 100 pM de Carbacol sobre o efluxo de **Ca de
ilhotas isoladas de ratos Wistar macho em presenga de 8.3mM de
glicose. O refererido isétopo foi incorporado apés incubagio das
ilhotas em Krebs contendo 16.7 mM de glicose, auséncia de Ca™ ¢
tracos de #°Ca. Em seguida as ilhotas foram perfundidas durante 75
min. Os circulos indicam a média + se; n=4. Fig. 4B - Célculo das
4reas sob os picos das curvas (min 45-55) derivadas da Fig 4A. *
Diferencga significativa (p < 0.05).
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Céalculo das areas sob as curvas da fig (min 20-30 e 30-60) derivadas
da Fig. 5A. Letras diferentes representam diferenga significativa (p <
0.05).
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no grupo de ilhotas NP. Calculando-se as areas sob as curvas (Fig. 5B), cbservou-se
diferenca significativa na secre¢io dindmica de insulina entre 0s grupos de ilhotas em
estudo. O incremento secretério do grupo de ilhotas de ratos NP em raiagﬁo ao grupo LP foi
de 1.61 vezes (G16.7mM) e de 2.01 vezes (G16.7mM + CCh) (p<C.03).

A Fig. 6A representa o efluxo de cdlcio em ilhotas de ratos NP e LP em presenga de
glicose (16.7mM) potencializada com CCh. O gréfico mostrou que o efluxo de calcio
elevou-se ao méaximo nos dois grupos de ilhotas no min 32, sendo mais elevado nas ilhotas
provenientes de ratos NP. A elevagio da taxa de efluxo apresentado por essas ilhotas foi
verificado pela andlise da 4rea dos picos como mostra a Fig. 6B. A Fig 6B demonstrou que
ndo ha diferenca significativa entre o efluxo de calcio de ilhotas de ratos NP ¢ LP em
presenga de 16.7 mM de glicose potencializada com CCh.

Na Fig. 7A avaliamos a secregfio dindmica de insulina de ilhotas provenientes de
animais NP e LP, perfundidas durante 60 min em presenga de 8.3 mM de glicose, mais
PMA(100nM) ¢ CCh(100uM). Em 8.3mM de glicose, a insulina secretada, minuto a
minuto, foi significativamente maior nas ilhotas provenientes de ratos NP. Apés a adigdo de
PMA (min 30) , ambos os grupos nio responderam com uma elevagio significativa da
secregdo de insulina quando comparada com seus respectivos controles (G 8.3mM). Ja a
associagdo entre PMA e CCh (min 50), induziu um incremento significativo na secregfo de
insulina nos dois grupos experimentais. Porém este aumento foi significativamente maior
no grupo NP (p<0.05). Este resultado pode ser methor visualizado quando calculou-se as
4reas sob as curvas para cada condigio experimental (Fig. 7B).

Na Fig. 8A avaliamos o efluxo 454 nas mesmas condigdes apresentada na Fig. 7A.

Com a introdugdo do PMA(100nM) e CCh(100 uM) (min 50 2 60) a taxa de efluxo se
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Fig. 6A - Efeito de 100 uM de Carbacol sobre o efluxo de ¥°Ca em ilhotas
isoladas de ratos Wistar machos, em presenga de 16.7mM de glicose. O
refererido isétopo foi incorporado apds incubagho das ilhotas em Krebs
contendo 16.7 mM de glicose, auséncia de Ca™ e tragos de $Ca. Em
seguida as ilhotas foram perfundidas durante 60 min. Os circulos indicam
a média + se; n=6. Fig. 6B - Calculo das éreas sob os picos das curvas
(min 30-40) derivadas da Fig 6A.
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Fig. 7A — Efeito secretério de 100 uM de Carbacol + 100nM de PMA
em ilhotas isoladas de ratos em presenga de 8.3mM de glicose. As
jthotas foram perfundidas com solugio de Krebs contendo 8.3 mM de
glicose (min 0-30), 100 nM PMA (min 30-40), 8.3 mM glicose (min
40-50) e 100 pM CCH e 100 nM PMA (min 50-60). Resultados
expressos em média + se; n=4. Fig. 7B - Calculo das areas sob as
curvas derivadas da Fig. 7A. Letras diferentes representam diferenca
significativa (p<0.03).
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Fig. 8A - Efeito de 100 pM de Carbacol + 100nM de PMA no efluxo de
45Ca em ilhotas isoladas de ratos Wistar machos, em presenga de 8.3mM
de glicose. O isdtopo foi incorporado apés incubacio das ilhotas em Krebs
contendo 16.7 mM de glicose, auséncia de Ca™ e tragos de **Ca. Em
seguida as ilhotas foram perfundidas durante 60 min Valores expressos em
média + se; n=6. Fig. 8B - Calculo das 4reas sob os picos das curvas (min
50-60) derivadas da Fig. 8A. * Diferenga significativa (p<0.05).



elevou ao maximo nos dois grupos experimentais aproximadamente min 53, sendo mais
clevado nas ilhotas provenientes de animais LP. Na Fig. 8B observou-se diferenga
significativa entre © efluxo de célcio do grupo NP ¢ LP em presenca CCh (100uM) mais
PMA (100nM) mostrando um maior efluxo pelas ilhotas LP (p<0.05).

Como nio verificamos um aumento significativo na secrecio de insulina quando
estimulamos as ilhotas com 100nM de PMA (Fig. 7A), realizamos ura secregdo estatica de
insulina elevando a concentragdo de PMA para 200nM e mantendo a concentragiio de
glicose em 8.3 mM (Fig. 9A).

A Fig 9A represenia a secregdo estatica de insulina, mostrando a secregdo do
horménio insulina em presenca de 8.3 mM de glicose juntamente com PMA (200nM). A
figura mostra que as ilhotas de ratos NP secretaram mais insulina que as ilhotas de ratos LP
(2.83 vezes) em presenca de apenas 8.3 mM de glicose (p<0.05) e 3.04 vezes adicionando-
se PMA (200nM) (p<0.05).

Flevando a concentragdo de glicose para 16.7 mM ¢ mantendo PMA 200 nM (Fig
9B), o aumento do grupo NP em relagdo ao grupo LP na presenca de apenas glicose
16.7mM foi de 2.06 vezes e com o acréscimo de PMA foi de 1.5 vezes (p<0.05). Nesta
condigdo os valores absolutos de secregdo de insulina continuaram sendo maiores nas
ithotas NP (p<0,05), porém a resposta relativa foi maior nas ilhotas LP, mostrando uma
melhora na secre¢dio quando utilizamos concentra¢des supralimiares de glicose.

As Figs. 10A ¢ 10B ilustram a imunohistoquimica de pancreas de ratos submetidos

a dieta NP ¢ LP. As figuras demonstraram uma diminuigdo no contetido da enzima PKCa
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Figs. 10A e 10B - Imunohistoquimica de péncreas de ratos Wistar
machos mostrando ilhota de rato NP (Fig.10A) ¢ LP (Fig.10B),
indicando a presenca da enzima PKCao nas ilhotas. (Aumento de 100
vezes). Setas indicam marcagdo por imunoperoxidase revelando uma
maior concentracio da enzima PKCa..
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Fig. 11 - Quantificagfio da enzima PKCa por densitometria das bandas do gel de
poliacrilamida em ilhotas isoladas de ratos incubadas por 2,5 h em meio contendo
8.3mM de glicose. * Indica diferenca significativa (p<0.05; n=6).



em ilhotas de provenientes de ratos LP. Verificamos ainda a quantidade desta enzima pela
técnica de Western Blotting (Fig.11) e a densitometria das bandas revelou que a enzima
realmente estava reduzida em aproximadamente 30% em ilhotas provenientes de ratos LP
{p<0.05).

Com a redugfo da expressio da enzima PKCo, analisamos ainda se estas alteracBes
poderiam ou ndo ser transcricionais. Verificamos entfio 2 quantidade de mRNA para a
enzima PKCo em ambos os grupos de ilhotas e foi constatado uma reducio também na
quantidade de mRNA para a enzima em questio nas ilhotas provenientes de animais LP
(Fig.12A) (p<0.05). A Fig.12B representa ¢ mRNA do virus que foi utilizado para a
normalizagdo dos resultados obtidos no RT-PCR para a enzima PKCa.

Sabendo que a restrigio protéica estava diminuindo a transcrigio e a expressio da
enzima PKCo importante na modulagio colinérgica da secre¢do de insulina, verificamos
ainda a expressdo da enzima PLCB1 que também estava reduzida nas ilhotas provenientes

de animais LP (Fig. 13).
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Figs. 12A e 12B - Expressio do mRNA da enzima PKCa
isolado de ilhotas de Ratos Wistar machos incubadas por 2,5 h em
meio contendo 8.3 mM de glicose. Os niveis de mRNA foram
semiquantificados através da técnica de RT-PCR (Fig.12A). A
intensidade das bandas da enzima PKCa, obtidas por
densitometria, foram normalizados pela expressdo do virus PVX
(Fig.12B). As barras indicam média + se; n=5. * Indica diferenga
significativa (p<0.05).
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5. DISCUSSAQC

5.1 - Medelo Experimental ¢ Pardmetros Bioguimicos.

Ratos jovens, mantidos dos 21 aos 90 dias com dieta contendo 6% de proteina
apresentaram  caracteristicas observadas na desnutrigdo infantil ¢ nos modelos
experimentais de desnutricio (WEINKOVE, WEINKOVE & PIMSTONE, 1976; HEARD
et al, 1977;CHAVES, 1985), tais como: baixo peso corporal, hipoalbuminemia, teores
elevados de glicogénio e gordura hepatica (Figs. 1A e 1B e Tab. I). A auséncia de sinais de
edema ndo surpreendeu, tendo em vista a dificuldade anteriormente relatada por outros
pesquisadores em produzir edema em ratos (WIDOWSON & McCANCE, 1957;
WEINKOVE, WEINKOVE & PINSTONE, 1976; CARPINELLI, 1978). E dificil atribuir
todas as diferencas observadas entre os ratos LP e NP exclusivamente a diferenca na
quantidade de proteina da dieta. Embora ambas as dietas sejam isocaloricas, a dieta LP
possui um alto teor de carboidratos (para que as calorias sejam mantidas com a retirada de
proteina), o que deve ser levado em consideracdo.

Nossos resultados mostraram uma diminuiciio na concentraciio sérica de proteinas
nos ratos submetidos a restrigio protéica, que confirmaram dados da literatura que mostrou
que a desnufrigdo em ratos poderia causar uma diminuigdo na albumina sérica (LUNN &
AUSTIN, 1983; WIKES et al. 1996). Ratos mantidos por 7 meses com dieta hipoprotéica a
partir dos 21 dias apresentaram diminuigdo de 25% na concentragio sérica de proteinas
(OKITOLONDA, BRICHARD & HENQUIN, 1990). CLAYESSENS et al, 1990,
encontraram uma diminui¢io nos niveis de proteina plasmdtica em animais submetidos a

uma dieta contendo 6% de proteina durante trés semanas.
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A diminuiciio na insulina sérica em ratos LP, foi também constatada em nossos
experimentos (Tab. I) e € explicada baseando-se em trabalhos anteriores desenvolvidos por
nossc grupo de pesquisa, que demonstraram wma diminuicdo da massa de células beta,
diminuicdo da metabolizagio de nutrientes (glicose ¢ aminoacidos), alteragOes
morfologicas e funcionais das ilhotas pancredticas e/ou uma diminuigdo na captagio de
célcio pelas células beta nas ilhotas provenientes de ratos LP (CARNEIRO et al.,1995,
CARNEIRO et al, 1996, LATORRACA et al.,1998ab). Os ratos LP, apesar de
apresentarem baixos niveis de insulina sérica no periodo alimentado, apresentaram uma
glicemia normal quando comparados aos ratos NP. E possivel sugerir que os animais LP
possuam uma maior sensibilidade ao horménio insulina. Na literatura € possivel encontrar
trabalhos que sustentam a idéia de que a desnutri¢do acarreta uma maior sensibilidade ao
referido horménio (CRACE, 1990; LATORRACA et al.,1998a,b).

Houve também uma elevacio na quantidade de AGLs sérico (Tab. I) nos ratos LP,
resultado este em acordo com trabalhos publicados por outros autores (KUMAR, DEO &
RAMALINGASWANI, 1972; LATORRACA et al., 1998a). Uma possivel explicagdo é
que a insulina, um dos mais potentes inibidores da lipase horménio sensivel do tecido
adiposo, estando diminuida em ratos LP, estaria aumentando os niveis de dcidos graxos
Hvres no sangue.

O glicogénio hepatico mais elevado em ratos LP (Tab. I) também foi demonstrado
em nossos experimentos. O aumento de AGLs poderia estar influenciando a sintese de
glicogénio, uma vez que o aumento dos niveis de AGLs pode suprimir a glicolise ¢
favorecer a sintese de glicogénio (PROIETTO et al., 1999). Mais ainda, ratos desnutridos
avaliados com 28 semanas de vida apresentaram 32% de aumento do glicogénio hepatico

em relagio aos controles (OKITOLONDA et al., 1987; CLAYESSENS et al, 1990). Este
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aumento pode ser causado ainda pela ineficicia do hormdpio glucagon efou menor
atividade de diversas enzimas, dentre elas a Glicose 6-fosfatase (GALDINO et al., 2000).
Avaliamos a gordura hepatica e observamos um aumento lnos ratos LP quando
comparada a ratos NP (Tab. I). Estes dados podem ser confirmados por autores que
obtiveram os mesmos resultados em seus experimentos (ALLEYNE et al., 1972; KUMAR,
DEO & RAMALINGASWANI, 1972; TRINDADE, NOBREGA & TONETE, 1986).
Devido a menor secregio de insulina e conseqiiente aumento de AGLs no sangue dos ratos
LP, estaria ocorrendo um maior fluxo destes AGLs para o figado e provavelmente a
chegada de lipidios no figado estaria maior que 2 saida, gerando um actmulo (LEWIS &
FELDMAN, 1964). Outra hipotese é que ¢ aumento de carboidratos na dieta hipoprotéica
poderia estar sobrecarregando o figado, pois parte destes carboidratos se depositariam como
glicogénio ¢ parte como lipidios (TRINDADE, NOBREGA & TONETE, 1986). Mais ainda
poderia estar ocorrendo alteraces na liberago dos lipidios hepéticos, devido a reducdo de
proteinas transportadoras (lipoproteinas) cuja sintese ¢ sensivel & restrigdo protéica.

(KUMAR, DEO & RAMALINGASWANI, 1972).
5.2 - Secreciio de insulina, estimulos colinérgicos ¢ efluxe de calcio.

A modulacdo neural das fungles das células B € importante para assegurar uma
perfeita homeostase da glicose. Numerosos estudos, usando diferentes modelos
experimentais, tém demonstrado que acetilcolina aumenta a liberagéo de insulina agindo
diretamente sobre os receptores muscarinicos, (subtipo Ms) das células B (WOODS &
PORTE, 1974; HERMANS, SCHMEER & HENQUIN, 1986; BOSCHERO et al, 1995;

BORDIN et al, 1995). Esses receptores muscarinicos estio acoplados a uma fosfolipase C ¢
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tem seu efeito mediado por proteina G (HENQUIN & NENQUIN, 1988; SANTOS &
ROJAS, 1989; VERCHERE, KWAK & BROWN, 1991; BOSCHERO et al, 1995).

Em presen¢a de concentracdes fisiologicas de calcio, a acetilcolina induz
despolarizagio da membrana das células B, podendo resultar em um influxo de Na' efou
Ca** na célula (COOK, CRILL & PORTE, 1981; HENQUIN et al, 1988; SANTOS &
ROJAS, 1989; HUGHES, CHALK & ASHCROFT, 1990 & GILON & HENQUIN, 1993).
Actimulo intracelular de Na* pode mobilizar Ca®* de estoques distintos daqueles sensiveis
ao IPs. Finalmente, a geracdo de diacilglicerol, como um produto do aumento do turnover
do fosfatidil inositol, ativa a PKC, aumentando assim a secre¢dio de insulina (HENQUIN et
al, 1988; PRENTKI & MATISCHINSKY, 1987). Baseado na literatura, avaliamos em
ilhotas provenientes de animais hipoprotéicos a liberagdo de insulina durante 1h frente a
concentragdes crescentes de CCh (Fig. 2), agonista semelhante a acetilcolina que apresenta
uma meia vida mais longa que este horménio. Esta droga ¢ de grande valor para o estudo da
resposta colinérgica em ilhotas de Langerhans (SHIRVAN, POLLARD & HELDMAN,
1991; BOSCHERO et al, 1995). CCh potencializou a secre¢io de insulina com maior
intensidade nas ilhotas de ratos NP que nas ilhotas de ratos LP.

Nosso grupo de pesquisa demonstrou anteriormente que a secregdo de insulina,
estimulada por glicose, estd comprometida neste modelo experimental, onde observou-se
um deslocamento para a direita da curva dose resposta a esse agente insulinotrépico em
relagdio ao grupo controle (CARNEIRO et al., 1995).

Quando foram adicionados glicose 8.3 mM e concentragbes crescentes de CCh
(0,11M-1000pM), verificamos que a Ecso das ilhotas dos animais LP foi de 4.64+0.98 ¢

que a Eeso das ilhotas dos animais NP foi de 2.1520.70. Este resultado demosntrou que a



restrigdo protéica, a que foram submetidos esses animais, além de comprometer a resposta
secretoria 2 glicose, também interferiu com as vias envolvidas na potencializagio induzida
por CCh. Uma critica que poderia surgir frente a esta conclusfo, seria o tempo em que estas
ilhotas ficaram exposta ao carbacol (1h), pois poderia estar induzindo um falso resultado, ja
que as ilhotas acumulam diversas substdncias no meio onde se encontram, sendo estas
substincias inibitorias ou estimulatorias sobre a secrecdo de insulina. Em funcdio disto,
verificamos a secrecio de insulina minutc a minuto em 8.3 e 16.7 mM de glicose em
presenca de CCh (Fig. 3A, 3B, 5A e 5B) e observamos 0 mesmo comportamento. As
ilhotas de ratos LP tiveram um menor incremento na secregdio de insulina quando
comparadas as ilhotas de ratos NP.

O calcio ionizado é um dos sinais mais comuns de transdugfio de sinals para as
células e, diferentemente de outros segundos mensageiros, ¢ requerido para a manutengao
da vida, e sua permanéncia livre no citosol, por periodos prolongados, pode levar a morte
celular. Jons célcio ndo sofrem transformagio como outras moléculas consideradas
segundos mensageiro; assim, a célula regula os niveis intracelulares de calcio atraveés de
varios ligantes e compostos especializados na sua liberagdo para o citosol (CLAPHAM,
1995).

A monitoracio do efluxo do **Ca de ilhotas previamente marcadas revela que a
glicose e outros secretagogos, exerce um duplo efeito sobre seu efluxo (HERCHUELZ,
COUTURIER & MALAISSE, 1980). Primariamente provoca uma queda inicial, seguida
de um aumento na taxa do efluxo do isotépo (TENGHOLM, HELMAN & GYLFE, 1999).
Essa queda inicial do efluxo de “Ca poderia ser conseqiiéncia de uma real redugio na taxa
de efluxo ou de um aumento na recaptagéo do **Ca por organelas intracelulares. O aumento

secundario correspende aos processos de troca Ve ¥Ca que reflete a taxa de entrada do
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0% nas células das ilhotas (MALAISSE, BRISSON & BAIRD, 1973; GYLFE &
HELLMAN, 1978; HERCHUELZ & MALAISSE, 1978; KIKUCHI et al 1978;
BOSCHERO et al, 1990; TENGHOLM, HELMAN & GYLFE, 1999).‘

Diante deste principio avaliamos a permeabilidade do referido ion em presenga de
diferentes concentracdes de glicose acrescida de CCh (100uM), (Fig 4A, 4B, 6A ¢ 6B). As
Tthotas provenientes de ratos LP, expostas a CCh em presenca de 8.3 mM de glicose, foram
capazes de mobilizar mais célcio que as ilhotas de ratos NP. Apesar deste aumento no
efluxo de calcio, as ilhotas de ratos LP niio conseguiram secretar quantidades de insulina
semelhante as ilhotas de ratos NP. Em 16.7 mM de glicose observamos que as ilhotas
provenientes de ratos NP responderam elevando seu efluxo de calcio e igualando-se ao
grupo LP (Fig. 5A, 5B, 6A ¢ 6B). As ilhotas de ratos NP responderam de forma mais eficaz
em 16.7 mM de glicose, enquanto as ilhotas de ratos LP ndo conseguiram responder de
forma similar, pois o efluxo de célcio nas ilhotas de ratos LP atingiu seu maximo em 8.3
mM de glicose. Este resultado sugere que o sistema de mobilizagio de calcio nas ilhotas de
ratos LP estio operando com sua capacidade total em 8.3 mM de glicose, enquanto que as
ilhotas de ratos NP estio com o sistema menos sobrecarregado e sdo capazes de aumentar
seu efluxo em presenca de 16.7 mM de glicose. Este comportamento das ilhotas de ratos LP
nos sugere ainda que ha uma necessidade de grandes quantidades de fon cdlcio para que
estas ilhotas possam secretar insulina, mesmo que esta secrecdo néo se iguale a secrecdo
das ilhotas de ratos NP.

Mensageiros intracelulares também regulam a secregdo de insulina pela célula B. A
PKC é um segundo mensageiro ativado durante a quebra dos fosfoinositideos (METZ,

1988). O mecanismo preciso pelo qual a ativagdio da proteina quinase C (PKC) estimula a
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secrecdo de insulina n#o estd ainda esclarecido, mas sabe-se que a ativacio dessa proteina
esta relacionada com a alteragio do fluxo de K™ e de Ca®" nas células B e em outros tecidos
(WOLLHEIM et al, 1988; MALAISSE et al, 1985; BERGGREN, ARKHANMMAR &
NILSSON, 1989; JONES, PERSAUD & HOWELL, 1991).

Ativadores exdgenos da PKC, tais como ésteres de forbol (TPA ou PMA) ou
analogos do diacilglicerol, estimulam a translocagdo desta proteina quinase em ilhotas de
ratos (EASOM et al, 1989; PERSAUD et al., 1989b). TPA em concentragdes nanomolares
estimula as PKCs, que por sua vez estimulam a secregfo de insulina, demonstrando o papel
fundamental desta quinase na regulagiio da secregio do horménio (BERGGREN,
ARKHAMMAR & NILSSON, 1989).

Observamos que os valores absolutos da secrecdo de insulina, estimuladas por 1 h,
em presenga de 8.3 ou 16.7 mM de glicose na presenga ou auséncia de PMA (200nM)
foram mais altos nas ilhotas provenientes de ratos NP quando comparadas as ithotas de
ratos LP (Fig.9A e 9B). As Fig.9A e 9B mostraram também a secregio relativa de insulina,
isto &, a condig@o estimulada com PMA em relagdo ao seu respectivo basal (8.3 ou 16.7
mM de glicose). Em 8.3 mM de glicose as ilhotas NP apresentaram uma secrecao de
insulina relativa maior que as ilhotas LP. Quando aumentamos a concentragio de glicose
para 16.7mM, as ilhotas de ratos LP passaram a apresentar uma secrego relativa maior que
as NP. Este comportamento poderia indicar que em concentragdes supralimiares de glicose
(16.7 mM), a maquinaria exocitotica, incluindo a enzima PKC, ¢ capaz de responder mais
eficientemente a0 PMA. Mesmo com o sistema altamente responsivo, as ilhotas de ratos LP
ndo conseguiram secretar quantidades absolutas de insulina semelhantes aquelas secretadas

pelas ilhotas NP.
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Da mesma forma, quando analisamos a secre¢do de insulina minuto a minuto, em
presenga de PMA e CCh, as ilhotas de ratos NP continuaram secretando mais insulina que
as ilhotas LP (Fig.7A e 7B). Com estes resultados sugerimos que hd possibilidade de
alteragbes na enzima PKC em ilbotas provenientes de ratos LP, uma vez que estes
potencializadores néo foram capazes de estimular a secregdo de insulina em ithotas LP
comparadas ao grupo NP.

Virias isoformas de PKCs sio encontradas na célula beta, sendo que a isoforma
dominante entre as PKCs classicas (dependentes de calcio e sensiveis a DAG) ¢ a PKCu
(ARKHAMMAR et al,, 1994; GANESAN et al,, 1990; ZAITSEV et al., 1995). As PKCs
s&0 responsdveis por diminuir os niveis de calcio citoplasmatico em células beta,
modulando os canais de calcio voltagem dependentes (Cag,) NAKAMURA et al., 2001).
Baseado nestes dados da literatura, avaliamos o efluxo do *Ca em presenca de PMA, nas
ilhotas em estudo (Figs. 8A, 8B) e observamos que as ilhotas LP foram mais habeis em
aumentar a taxa efluxo do referido isétopo somente quando associou-se 100nM de PMA ¢
100 uM de CCh (Figs. 8A e 8B). Esta resposta pdde mais uma vez, nos sugerir alteracdes
na enzima PKC, pois como ja mencionado anteriormente, existe uma relacdo entre PKC ¢
diminuigéo do influxo de célcio para o citosol da cé¢lula beta (NAKAMURA et al., 2001).

Desta forma pode-se sugerir que a PKC, estando diminuida em ilhotas de ratos Lp,

seria responsavel, pelo menos em parte, pelo aumento do efluxo de célcio.
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5.3 — Expressfo de enzimas fundamentais na estimulacfio colinérgica

Com base em resultados obtidos até o momento realizou-se experimentos para
verificar se a quantidade de PKCux das ilhotas LP poderia estar alterada. Pela técnica de
imunohistoquimica em pancreas isolado foi verificado uma reducio dos niveis de PKCa
em ilhotas de ratos LP (Figs. 10A e 10B). Quantificamos a enzima por Western Blotiing e
encontramos uma redugiio de 30% na quantidade de proteina nas ilhotas provenientes de
animais LP (Fig. 11B).

Confirmada a diminuicio da expressio da PKCo verificamos se o problema da
diminuicio da expressdo da enzima poderia ser transcricional. Para isto realizamos o RT-
PCR para a enzima em questio e obtivemos uma diminui¢iio também nos niveis de mRNA
(Fig. 12A), mostrando que a transcrigio do gene que codifica a enzima PKCo estd
diminuida.

As PKCs tem capacidade de fosforilar as PLCs ¢ diminuir sua atividade quando esta
Gltima esta sendo estimulada por calcio (LITOSCHI, 1996). Baseado nesta informacéo uma
hip6tese seria que as PLCs (dependentes de calcio) estariam mais ativas, uma vez que a
diminuicdo da PKCot levaria a um maior influxo de célcio ¢ 2 uma menor fosforilagdo das
PLCs. Com a maior ativagio das PLCs os niveis de DAG e IP3 também estariam
aumentados, levando a uma maior mobilizagdio de calcio do reticulo para o citoplasma.
Estes eventos poderiam explicar o maior efluxo de célcio encontrado em ilhotas
provenientes de ratos LP estimuladas com CCh.

Sabendo da relagio existente entre as PKCs e as PLCs verificamos ainda a

expressdo da PLCBI1, ja que detectamos redugdo nos niveis da PKCo em ilhotas de ratos
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LP. Para nossa surpresa também encontramos uma diminuicfio no conteudo da PLCB1, que
¢ a principal enzima envolvida na quebra de fosfolipidios durante a estimulacdo
muscarinica (Fig. 13A).

Diante dos resultados encontrados, a redugfio das enzimas PKCa e PLCPRI
comprometeu a secreciio de insulina potencializada por CCh ¢ PMA em presenga de
glicose. Frente a esta situacfio, as células B das ilhotas provenientes de animais LP
poderiam estar mobilizando mais céleio para tentar normalizar o processo secretdrio (uma
vez que estas enzimas, entre outras, sdo dependentes de calcio). Na pratica néo € o que
ocorre, pois mesmo aumentando os niveis de calcio, as ilhotas de ratos LP ndo foram
capazes de secretar valores absolutos semelhantes as ilhotas de ratos NP, indicando que este
mecanismo compensatério ndo foi suficiente para suprir a deficiéncia das enzimas PKCa e
PLCPR1 entre outras possiveis alteragdes ocasionadas pela restrigio protéica.

Pode-se especular que a quantidade de proteinas que o animal recebeu durante seu
desenvolvimento foi fundamental para o controle da expressao génica de diversas enzimas,
dentre elas enzimas relacionadas com a cascata de eventos que culminam com a secre¢io
de insulina. Estas alteragdes podem ser vistas como alteragdes adaptativas ao estresse
nutricional ao qual o animal foi submetido, e possivelmente teria 0 objetivo de manter a
homeostase do animal.

As alteragdes no contetido das enzimas PKCa ¢ PLCP1, apresentada neste modelo
experimental, permitiram explicar, pelo menos em patte, a pobre resposta secretoria € o
maior efluxo de calcio encontrado em ithotas de ratos LP, frente a potencializa¢@o com

CCh e PMA em presenga de glicose.
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Desta forma ratos submetidos a restrigio protéica tiveram seu contetido enzimatico

comprometido, incluindo enzimas envolvidas no processo de secrecdo de insulina

estimulada por glicose e potencializada por CCh. A longo prazo € possivel que estas

alteracBes possam contribuir para distarbios na homeostase glicémica do animal.
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VI - CONCLUSAO
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6 - CONCLUSAC

O periodo de restrigéo protéica a que os animais foram submetidos, conferiu uma
reducio de enzimas chave (PKCa e PLCR1) no processo de secregiio de insulina
estimulada por glicose e potencializada por CCh. Isto poderia explicar em parte a redugio

absoluta da secrecdio de insulina & o aumento do efluxo de cdicio apresentado neste modelo

experimental.
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Resultados das analises estatisticas ( ANOVA ).
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