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Diz o mestre:

Feche os olhos. Nao precisa sequer fechar os olhos. Basta imaginar a seguinte cena: um
bando de passaros voando, ok? Agora diz quantos péassaros vocé vé? Cinco? Onze?
Dezessete? Seja qual for a resposta ~ e dificilmente alguém sabe dizer o namero exato -
alguma coisa fica bem clara nesta pequena experiéncia. Vocé pode imaginar um bando de
passaros, mas o niimero exato de aves fugiu ao seu controle. Entretanto a cena era clara,
definida, exata. Em algum lugar existe a resposta para esta pergunta. Quem definiu

quantos passaros deviam aparecer na cena? Vocé nao foi.
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo estudar alguns dos possiveis determinantes
da resposta pancredtica deficiente a estimulagdo com leucina (L) e a associagao com agente
colinérgico carbacol (CCh), tendo os ratos submetidos a dieta hipoprotéica como modelo
experimental. Os sinais de desnutricdo tais como: baixo peso corporal, hipoalbuminemia,
teores elevados de glicogénio e de gordura hepatica, estiveram presentes nos animais que
receberam dieta hipoprotéica. Esses animais apresentaram ainda menores niveis de insulina
plasmiatica.

A andlise do aminograma mostrou que amincacidos importantes com leucina,
valina, arginina e taurina estdo reduzidos neste modelo experimental, tanto no jejum como
no alimentado.

Por outro lado, os estudos “in vitro” demonstraram menor oxidacao de leucina em
ithotas de rato hipoprotéicos. A monitorizacdo do efluxo de célcio mostrou aumentado em
ilhotas LP em presenca de L e CCh. Contudo a resposta secretéria de insulina das ilhotas
LP foi menor, comparada com a dos animais NP quando estimulada com leucina, potéssio
na auséncia ou na presenca de CCh. O mesmo resultado foi observado quando foram
utilizados os agentes potencializadores tais como: gliceraldeido, cetoisocaproato, IBMX e
PMA em presenca de leucina. Com o uso da técnica de Western Blotting observamos
redugdo na quantidade de proteina p70%k e AKT e por RT-PCR diminuicio da quantidade
de mRNA para a p705¢K,

Diante disso ¢ periodo de restri¢do protéica a que foram submetidos esses animais
alterou em ilhotas pancredticas a oxidacdo da leucina, o movimento de calcio, e
conseqiientemente a secreqdo de insulina frente a leucina, potassio, agentes
potencializadores e CCh. Por fim, a associacdo destes resultados com a reducéo de proteinas
como a p705 e Akt em ilhotas desses animais pode explicar, pelo menos em parte, a pobre

secrecdo de insulina observada neste modelo experimental.
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ABSTRACT

The aim of the present work was to study the effect of low protein diet (LP), in
particular the role of reduced intake of the amino acid leucine (L) in the mechanism of
pancreatic islet insulin secretion.

Male Wistar rats submitted to LP (6% protein) were compared to age and gender
matched controls maintained with normal protein diet (NP) (17% protein). Pancreatic
islets isolated from NL and LP groups were submitted to various glucose concentrations
and stimulatory drugs to compare the amount of the insulin secretion. The insulin was
measured by radioimunoassay. The level of leucine oxidation and $Ca outflow were also
compared by #C0; output and $Ca efflux, respectively.

Western Blotting was applied to compare the levels of p70°*" and Akt and RT-
PCR to evaluate the levels of p70°**! mRNA in both groups.

LP rats presented with significantly lower body weight, serum protein and albumin,
but higher glycogen and liver fat. No differences in serum glucose levels were observed.

The aminogram analysis from serum demonstrated that LP groups either fasted or
fed had significantly lower levels of leucine, valine, arginine, taurine compared to NP.

In vitro insulin secretion in the LP group was significantly lower in the basal
situation and in response to stimulation with carbachol, potassium, gliceraldeid, PMS, KIC,
IBMX. The addition of the amino acids leucine in the media did not elevated the insulin
secretion in the LP group to levels comparable to NP group.

In addition, leucine oxidation and calcium out flow from pancreatic islets of LP
group were significantly lower.

The p70°™*! and Akt protein expression and p70°*! mRNA levels were lower in LP
group as revealed by Western Blotting and RT-PCR analysis, respectively.

These findings indicate that LP diet let to pancreatic islets dysfunction and that
correlated with reduced calcium outflow and decreased leucine oxidation in those cells. The
mechanisms may involve Jower systemic leucine levels, and lower expression of the

signaling elements p70°*'and Akt.

Keywords: Carbamylcholine; islets; insulin; low protein diet; p7056k-1; Akt.
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1- INTRODUCAQ

1.1 - Desnutricao e Diabetes

Desde a antigiiidade reconhece-se o papel do héabito alimentar no desenvolvimento
do diabetes mellitus. Tradicionalmente, a redugdo do peso e a baixa ingestdo de energia
sdo associados a uma menor incidéncia e prevaléncia do diabetes. Nos paises
desenvolvidos, o padrdo de vida sedentério associado a alimentagao hipercalérica, pobre
em fibras e rica em proteinas, gorduras saturadas e carboidratos simples tém contribuido
para o répido aumento da incidéncia de diabetes mellitus do tipo 2 (Rao, 1988). Essa forma
de diabetes mellitus & geralmente acompanhada de obesidade, hipertensao arterial
sistémica, dislipidemia e resisténcia a insulina, amplamente conhecida por “Sindrome X"
(Reaven, 1988). A etiopatogenia dessa sindrome metabélica permanece desconhecida.

Hales & Barker (1992) formularam a hipotese do “thrifty phenotype” para explicar a
etiopatogenia do diabetes mellitus tipo 2 e da “Sindrome X”. De acordo com essa hipétese,
o diabetes mellitus do tipo 2 e a “Sindrome X” sdo determinadas por fatores ambientais,
inclusive nutricionais, e sao originadas in ifero ou durante a infancia. Presume-se que a
desnutricdo intra-uterina e durante o primeiro ano de vida produz mudangas
morfolégicas e funcionais no pancreas, figado, e no tecido muscular e tecido adiposo, que
se traduzem em insulinopenia e resisténcia a insulina. Quando a resisténcia a insulina é
agravada pela obesidade, inatividade fisica ou idade, o pancreas nédo consegue suprir 0s
requerimentos aumentados de insulina e o diabetes se instala. O padrdo de anormalidades
metabdlicas e funcionais depende da fase da vida em que a desnutrigdo ocorre, do tipo e
da intensidade da caréncia nutricional.

Mais recentemente a Organizacao Mundial de Satide (OMS) apresentou uma nova
classificagdo para o Diabetes Mellitus e nesta classificagao a desnutrigao nao esta incluida
como um fator diabetogénico (Gavin IIT et al., 2003). Ao contrario desta classificacao, é
possivel estabelecer que a desnutrigéo exerga um papel primordial no desenvolvimento da
sindrome metabélica, pois trabalhos recentes de nosso grupo de pesquisa e da literatura,
reforgam esta afirmacao.

As evidéncias de que a desnutricdo pode ser diabetogénica vém de estudos que

mostram intoleréncia a glicose, insulinopenia e resisténcia a insulina em animais (Heard &



Turner 1967: Swenne et al,, 1987) e em seres humanos desnutridos (Cook, 1967; Becker et
al., 1971; Smith et al,, 1975). Duas variacbes da sindrome diabética foram associadas a
desnutricdo cronica: 1) Diabetes do tipo J, semelhante ao diabetes tipo 1 pelo seu inicio
abrupto e numa idade bastante precoce, caracterizado por deficiéncia de insulina,
resisténcia périférica a esse hormonio e auséncia de cetose; 2) diabetes pancredtico tropical,
presente em individuos severamente desnutridos, acompanhado por sinais de pancreatite,
como macrocalcificacdes pancredticas e hiperamilasemia e faléncia da produgdo de
insulina (Rao, 1988).

Como no diabetes mellitus tipo 2, o comprometimento da secregao de insulina
parece desempenhar um papel central na etiopatogenia do diabetes relacionado &
desnutricio. Ao avaliarmos a insulinopenia no organismo desnutrido, pelo menos quatro
possibilidades devem ser consideradas: 1) a redugdo do ntimero de células B pancreaticas;
?) o defeito funcional das células B pancredticas; ou 3) a combinacdo da redugdo do
ntmero de células B com alteraces funcionais das células B remanescentes; 4) alteragéo no
sisterna autdnomo que inerva as ilhotas.

Nos tltimos anos temos estudado as alteragdes morfolégicas e funcionais das
ilhotas pancredticas em modelos de desnutricio pré e pés-natal (Arantes et al, 2002;
Ferreira et al, 2003; Carneiro et al., 1995; Latorraca et al., 1998a, b; Viera et al; 2001;).
Observamos que a restrigao protéica determina a redugéo do peso absoluto, mas nao do
peso relativo do pancreas (Latorraca et al., 1998a). Quanto a morfologia, verificamos
células B com volume reduzido; com menos granulos secretores, tendo muitos deles
aspecto de granulos secretores imaturo; células B com degeneracdes mitocondriais e com
indicios de permeabilidade celular diminuida (Carneiro, 1996). Ao avaliarmos a
capacidade funcional das ilhotas de ratos desnutridos, observamos comprometimento da
secrecao de insulina estimulada por aminoécidos; perda do padréo bifdsico de secrecac;
sensibilidade 2 glicose diminuida, representada por uma curva dose-resposta glicose-
insulina deslocada para a direita em relagdo a curva dos ratos controles. Mediante
estimulos com diferentes concentracdes de glicose, essas ithotas apresentaram captagao de
#Ca menor do que as ilhotas controle. Portanto, defeito na mobilizacao do jon Ca? parece
contribuir para as alteragbes secretérias verificadas em ilhotas de ratos desnutridos

(Carneiro et al., 1995; Latorraca et al., 1998b, 1999).



Curiosamente, algumas anormalidades observadas no organismo desnutrido, tais
como, redugdo do volume das ilhotas, das vascularizacdes das ilhotas, diminuigdo do
conteido de insulina das ilhotas, atrofia e perda de granulagio das células B,
insensibilidade das ithotas a glicose, alteracdo da cinética secret6ria, sdo similares aquelas
observadas no diabético do tipo 2 (Gepts & Lecompt, 1981; Grodsky, 1996; Leahy, 1996;
Cherif et al, 2001).

Observacbes anteriores demonstraram que anirmais alimentados com uma dieta
hipoprotéica (8% de proteina) adquiriram uma severa intolerancia a glicose comparados
aqueles que receberam uma dieta normoprotéica (20% de proteina). O periodo de restrigéo
protéico que passam esses animals tem sua atividade enzimdtica hepética
permanentemente alterada, incluindo aquelas enzimas de primordial importancia na
homeostase da glicose (Ozanne et al, 1996). Observa-se que hd uma diminui¢do nas
enzimas glicoquinase (GK) e um aumento da fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK -
enzimas chave para a glicélise e gliconeogénese, respectivamente). Pode-se sugerir, com
isso, que a desnutricao conduza a uma reprogramacao da atividade enzimatica hepética
associada com a homeostase da glicose a qual pode levar a uma mudanca na regulacio da
producdo de glicose do figado. Muitas referéncias tém documentado que no diabetes
mellitus ndo dependente de insulina hd um aumento da producao hepéatica de glicose.
Uma explicagdo possivel & que possa estar ocorrendo redugdo na habilidade da insulina
em suprimir a producado hepética de glicose (DeFronzo, Bonadonna & Ferrannini, 1992).

Muito hd que se estudar para obtencdo de um panorama mais completo do
conhecimento sobre os mecanismos envolvidos no comprometimento da secrecao
insulinica da célula B pancrestica na desnutrigdo. E provével que, a exemplo do que ocorre
em modelos animais de diabetes tipo 2, alteragdes ultraestruturais na inervacéo da célula B
(Diani et al., 1983), nos niveis de neuropeptideos (Bailey & Flatt, 1988), ou na agdo de
neurotransmissores como a acetilcolina (Holst, 1992) possam estar contribuindo para a

supressao da secrecdo de insulina.

1.2 - Secrecdo de Insulina

A secrecao de insulina estimulada por glicose inicia-se com o reconhecimento e

subseqtiente metabolizagao do nutriente pelas células B, gerando um ou diversos sinais



que levam & reducdo da condutincia ao K. A diminuicao da condutancia ao K* provoca
um acimulo relativo do referido cétion nas células B, com conseqiiente despolarizacdo da
membrana e abertura dos canais de Ca?* sensiveis a voltagem. O influxo de Ca2* e o
aumento do Ca?t intracelular ([Ca?¢];) ativa a maquinaria exocitética, resultando na
secregio de insulina. Um efeito secundério da elevagio do [Ca**); é a ativagao da
Adenilato Ciclase (AC) e Fosfolipase C (PLC), que agindo sobre substratos especificos,
geram AMP ciclico (Ampc), diacilglicerol (DAG) e inositol 1, 4, 5 trifosfato (IPs). Estes
aumentam o [Ca?*]; por liberar os estoques celulares e por promover a fosforilagao de
proteinas que sensibilizam o processo secretorio. As enzimas AC e PLC séo diretamente
ativadas por receptores de membrana especificos para horménios e neurotransmissores
(Flatt 1996).

Outros nutrientes podem alterar a permeabilidade ao K* e estimular a secrecéo de
insulina. Floyd et al, 1963; Henquin & Meissner, 1981; Blacher et al, 1989 demonstraram
que leucina e arginina aumentam a secrecao de insulina tanto “in vivo” como “in vitro”.
Esses aminodcidos, através da alteracdo dos fluxos idbnicos modificam o potencial de
membrana das células B, influenciando assim a permeabilidade ao célcio, (Henquin, 1980;
Herchuelz et al, 1984; Blacher et al, 1989 & Sener et al, 1990).

Leucina e seu derivado a-cetoglutarato (KIC) reduzem a permeabilidade aos fons
K+ em células B pancreaticas, com magnitude idéntica aquela observada por glicose. Esses
substratos entram diretamente no ciclo de Krebs e sdo metabolizados, gerando ATP.
Estudos mais recentes demonstraram uma a¢do regulatoria exercida pela leucina na
sintese de diferentes proteinas envolvidas no metabolismo celular. Esse aminodicido
modula a expressdo génica de proteinas envolvidas na regulagdo do crescimento e
proliferacao das células B. (Xu et al, 2001).

Arginina, ao contrdrio da glicose e da leucina, aumenta a permeabilidade ao
potéassio. Portanto, 0 mecanismo responsével pela acao insulinotrépica deste aminoécido
difere daqueles envolvidos na resposta secretdria a outros estimulos de nutrientes e néo
nutrientes. Embora a arginina eficientemente metabolizada, gerando poliamidas que
podem servir de substratos para as transaminases ou ativar as proteinas quinases
(Henquin & Meissner, 1981; Tamagawa & Henquin, 1982; Gomis et al, 1983; Garcia-
Morales et al, 1984; Thams, Capito & Heldeskov, 1986), a resposta secretéria pode ser

meramente atribuida ac acimulo dessa molécula carregada positivamente no interior das
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células B. A captacdo deste aminodcido catidnico coincide com a despolarizagio da
membrana plasmaética e, conseqlientemente, abertura de canias de calcio sensiveis a

voltagem(Henquin & Meissner, 1981; Blacher et al, 1989; Sener et al, 1990).
1.3 ~ Estimulo Colinérgico da Secre¢io de Insulina

E sabido que a estimulacgo colinérgica exerce acao moduladora sobre a secregao de
insulina iniciada por estimulo metab6lico. Varios estudos tém demonstrado que a
acetilcolina, na presenca de concentragdes sublimiares de glicose, pode despolarizar a
membrana da célula B e iniciar a atividade elétrica que culmina com a secrecio de
insulina. Porém, esse efeito sobre a atividade elétrica foi observado mediante a
despolarizacdo prévia néo s6 pela glicose, como também por uma variedade de agentes
estimulatorios, em especial pela leucina (Gagerman et al., 1978; Cook et al., 1981; Santos
& Rojas, 1989; Hermans et al,, 1986). Trés mecanismos idnicos foram propostos para
explicar a despolarizacdo induzida pela estimulagdo muscarinica: 1) aumento da
permeabilidade ao Na* (Henquin et al., 1988); 2) aumento da permeabilidade ao Ca?*; c)
reducdo da permeabilidade ao K* (Santos & Rojas, 1989).

As mudangas dos fluxos de K* sdo dependentes de trés tipos de canais: um canal
de baixa condutancia (30 pS); um de alta condutancia (200-300 pS) ativado por Ca?* e
sensivel a voltagem; e um terceiro tipo com conduténcia entre 50-80 pS, modulado pela
relagao ATP/ADP celular, chamado de canal K*arp (Cook & Hales, 1984; Sturgess et al,,
1986; Rajan, 1990).

O canal K’ arr exerce papel fundamental na manutencio do potencial de repouso
de célula B (Ashcroft et al., 1984; Ashcroft, 1988). E bloqueado por diferentes substancias
desencadeadoras e/ou potencializadoras da secreqao de insulina, tais como: glicose,
gliceraldeido, leucina, arginina, metab6litos intermediarios 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
et al., 1991; Boyd III et al., 1991; Fredholm et al., 1991; Caterral & Epstein, 1992; Caterral,
1995).

Os canais de K*c. sdo dependentes das variacdes das [Ca?}i e do potencial de
membrana (Marty, 1981; Hunter et al., 1984; Morris et al., 1986). Sua condutancia pode



ser inibida pelo fon tetraetilamonic e caribdotoxina, caracterizando assim seu papel na
repolarizacdo das células B pancredticas. No entanto, ndo participam da modulagdo do
potencial de membrana induzido por glicose (Petersen & Findlay, 1987; Kukuljan et al.,
1991), mas em presenca de acetilcolina parecem exercer func@o importante na
repolarizacao celular (Bordin et al., 1995).

Os fluxos de Ca?* sdo regulados por dois tipos de canais: um canal T que é ativado
entre -50 a -40 mV, sendo insensivel as diidropiridinas, cujo significado fisiologico ainda
permanece desconhecido (McCleskey et al., 1986; Nowycky et al., 1985). Um outro,
chamado canal de Ca2-dependente de voltagem ou L, é ativado em potencial de
membrana entre -70 a -50 mV e se caracteriza por ser sensivel as diidropiridinas. Esses
canais podem ser modulados pelo préprio aumento da [Ca®};, agindo assim, como um
sinal para inativacdo dos mesmos. Essa autoregulacdo & especifica para esses canais, e
pode constituir-se em importante controle da atividade elétrica da membrana celular e
consegiientemente da secregdo de insulina quando estimulada por glicose (Chay, 1987).

O influxo de Ca?* extracelular parece ser a fonte principal do ion no aumento da
concentrac@o e atividade citosélica de Ca?*. Entretanto, a liberacdo de Ca? por fra¢bes
subcelulares, essencialmente o reticulo endoplasmdtico, tem papel importante na
atividade secretéria da célula B. A estimulagdo muscarinica promove um substancial
aumento na [Ca?]i. Essa resposta foi observada em estudos com 4Ca (Nenquin et al.,
1984; Mathia et al., 1985) e pela quantificacdo do Ca?* livre com indicadores fluorescentes
(Grapengiesser et al., 1989). O aumento do [Ca?*]i induzido por acetilcolina resulta da
formacao de IPs, que age como mensageiro intracelular mobilizando o Ca? livre no
citoplasma. A saida de Ca?* de estoques intracelulares induzidas por agentes colinérgicos
nio é, entretanto suficiente para estimular a exocitose dos granulos de insulina, visto que
a secrecao é abolida na auséncia de Ca?* extracelular (Wollhein & Sharp, 1980). O IPs e
outros segundo mensageiros como AMPc, proteinas quinases e proteinas G também
modulam os canais de Ca?*, contribuindo para a amplificacdo da secrec@o de insulina
(Rajan et al., 1989; Zawalich, 1988; Brown & Birnbaumer, 1988).

O carbacol como um andlogo da acetilcolina, pode se ligar a receptores
muscarinicos (Ms principalmente) existentes na célula B e exercer efeitos similares a
acetilcolina. Ap6s a ligacao da droga aos receptores muscarinicos da célula B, a respectiva

proteina G ir4 ser ativada e esta, por sua vez, tem a capacidade de clivar GIP, liberando




uma de suas trés subunidades a qual ird estimular a PLC. A PLC ativada hidrolisa
fosfolipidios de membrana liberando DAG e IP:. O DAG permanece na membrana e o IP;
liberado é responsavel pela mobilizagdo de ions célcio do reticulo endoplasmatico para o
citoplasma, estes ions ligam-se a0 DAG, um complexo essencial para a ativacio da PKC
(DAG-calcio-fosfatidilserina) ¢, entdo, formado. (Huang, 1989). A PKC ativada, fosforila
elementos fundamentais na exocitose dos granulos de insulina aumentando a liberaco do

conteido granular para o meio extracelular.

1.4 - Envolvimento de Proteinas Fundamentais Para a Sintese Protéica

Recentes estudos tém demonstrado que a insulina e aminoé4cidos regulam a sintese
protéica em ilhotas pancredticas. A insulina e também fatores de crescimento estio
associados com 0 aumento da massa das células B e esse efeito é controlado pela via de
sinalizacao da PI3K (fosfoinositol 3-quinase). Uma importante proteina relacionada com
essa via € a Akt ou proteina quinase B (PKB), a qual apés ser ativada, fosforilando uma
gama de alvos intracelulares que estdo envolvidos com crescimento e sobrevivéncia
celular, inibicdo da apoptose, translocagio do GLUT-4 para a membrana plasmética em
tecido periférico, controle do metabolismo de glicogénio e progressao do ciclo celular
(Bernal-Mizrachi et al, 2001).

Outra proteina relacionada a esta familia é a mTOR (alvo da rapamicina em células
de mamifero), uma proteina que é sensivel a mudancas na concentracao dos nutrientes,
estando relacionada com a regulagdo de amplas respostas metabélicas em diferentes
tecidos, por exercer um controle da funcio ribossomal (Dennis et al, 2001). Para exercer
seu papel nos diferentes tecidos, ela precisa fosforilar outras proteinas de extrema
importancia na via de sinalizacéo da PI3K,, tais como as quinases: p705% e PHAS-I (Acid-
stable Protein Regulated by Insulin). Estas tém a importante funciio de controlar a sintese
protéica relacionada a intmero fatores de transcrigao (Sherwood et al, 1999).

Como destacamos anteriormente, além da insulina, os aminoécidos também
participam do controle de ativagdo destas proteinas e dentre eles podemos citar os
aminodcidos de cadeia longa, leucina, isoleucina e valina cujo produto da sua oxidagao é
capaz de produzir sinais metabblicos que ativam a via mTOR. Essa interacio entre

aminoécidos e mTOR leva a proliferacao celular (Xu et al, 2001).



Em células B a secreqio de insulina induzida por leucina ¢ mediada pelo seu
metabolismo na mitocdndria através de sua descarboxilacdo além de ativar
alostéricamente a glutamato desidrogenase favorecendo a entrada de substrato para o
ciclo de Krebs (acetil CoA e a-cetoglutarato, respectivamente) e com isso promover o
aumento da razao ATP/ADP necessdrios para o controle do processo de secrecao
induzido por este nutriente. Por outro lado, o produto do metabolismo deste aminoécido
gerados pela mitocdndria também podem, independentes de insulina, induzir ativagiio
das proteinas Akt, mTOR e p7056X, como j& discutido anteriormente (Patti et al, 1998; Xu
et al, 2001). A existéncia deste mecanismo envolvendo leucina e a presenga de insulina no
micromeio que compde as ilhotas de Langerhans podem em parte ser o responsavel pelo
controle do processo de proliferacéo celular e possivelmente de produgao e liberagdo de
insulina, a longo prazo, em presenca deste aminodcido ou de outros nufrientes que
possam usar a mesma via de estimulacéo.

A inativacdo da via de sinalizacdo ja citada, controlada pela insulina e/ou por
aminodcidos,  IR/IRS/PI3K/PKB/mTOR/S6K  por  determinados  processos
fisiopatol6gicos, pode promover hipoinsulinemia, intolerancia a glicose, diminui¢do da
massa de célula B e do contetido de insulina encontrada em tais células. Essas alteragbes
estdo relacionadas com o estado patolégico de diabetes mellitus tipo 2 e podem ser
dependentes de estados nutricionais (Pende et al, 2000).

Diante disso o conhecimento da interagao metaboélica produzida pela leucina, e a
acao insulinica presente no micromeio das ithotas de Langerhans pode ajudar a explicar
alteragbes hormonais associadas com a sindrome metabélica resultante da exposicdo de
diferentes organismos a pobre nutricio em fases iniciais da vida, as quais produzem
permanentes mudangas no metabolismo dos nutrientes nas células B pancreéticas. Entre
essas modificacdes destacamos a reducdo da capacidade da célula B secretar insulina e
também o desenvolvimento de resisténcia periférica a este hormonio, caracteristicas que
em associacdo com obesidade e inatividade fisica sdo importantes fatores desencadeadores

do diabetes tipo 2.
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2~ OBJETIVOS

O objetivo foi avaliar a modulagéo colinérgica da secre¢éo de insulina em presenga
de leucina, bem como quantificar proteinas envolvidas no aumento da massa celular e

sintese protéica em ilhotas de Langerhans de animais que passaram por um periodo de

restricao protéica.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - ANIMAIS E DIETA:

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

a) Controle (normoprotéico - NP): ratos alimentados dos 28 dias até a idade adulta
(90dias) com dieta contendo ( 17% de proteina).

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

¢) Recuperados (Rc): ratos alimentados dos 28 dias até a idade adulta (90dias) com dieta
contendo (6% de proteina) e dos 90 dias até os 110 dias alimentados com dieta contendo
17% de proteina.

Os ratos foram mantidos em gaiolas coletivas (5 ratos por gaiola) sob condicio
padronizada de iluminacao (ciclo claro/escuro de 12 horas) e temperatura de 2242 °C.
Durante todo o periodo experimental tiveram livre acesso a dgua e as respectivas dietas.

As dietas, mistura de vitaminas e mistura de minerais, cujas composicoes
enconiram-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
recomendacbes do Instituto Americano de Nutriggo (AIN-93) para roedores nas fases de

crescimento, gravidez e lactacgo.



Quadro 1 - Composicdo das Dietas

Ingredientes Normoprotéica Hipoprotéica
(17% de proteina) {6% proteina)

Caseina (84% de proteina)* 202 715
Amido 397 480
Dextrina 130,35 159
Sacarose 100 121
L-cistina 3 1
Fibra (microcelulose) 50 50
Oleo de soja 70 70
Mistura de sais AIN93G** 35 35
Mistura de vitaminas 10 10
AINIBG*
Cloridrato de colina 2,5 2,5
*Valores corrigidos em fungio do conteiido de proteina na caseina.
** Composicio detalhady dada por Reeves et al. 1993.
Quadro 2 - Mistura de Vitaminas (AIN-93G-VX)

Vitaminas g/Kg
1 Acido nicotinico 3.0
2 Pantotenato de célcio 1.6
3 Piridoxina-HCI 0.7
4 Tiamina-HCl 0.6
5 Riboflavina 0.6
6 Acido f6lico 0.2
7 d-biotina 0.02
8 Vitamina Bi: (cianocobalamina) 0.1% em manitol |2.5
9 Vitamnina E (acetato de a-tocoferol) (500 Ul/ g) 15.0
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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Quadro 3 - Mistura de Minerais (AIN-93G-MX)

Sais g/Kg
1 Carbonato de célcio anidro 357
2 Fosfato de potédssio monobdsico 196
3 Citrato de potéssio tribasico monohidratado 70.78
4 Cloreto de s6dio 74
5 Sulfato de potassio 46.6
6 Oxido de magnésio 24
7 Citrato férrico 6.06
8 (arbonato de zinco 1.65
9 Carbonato manganoso 0.63
10 Carbonato ctprico 0.30
11 Iodato de potéssio 0.01
12 Selenato de s6dio anidro 0.01025
13 Paramobilidato de amonio. 4H,O 0.00795
14 Meta-silicato de so6dio 12H>O 1.45
15 Sulfato de cromio e potassio 12H>O 0.275
16 Cloreto de litio 0.0174
17 Acido bérico 0.0815
18 Fluoreto de sédio 0.0635
19 Carbonato de niquel 0.0318
20 Vanato de aménio 0.0066
21 Sacarose 221.026
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3.2 - PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.2.1 - Avaliacao de Estado Nutricional:

O peso corporal de quatro animais de cada grupo foi monitorado semanalmente,
dos 28 dias aos 90dias de vida.

No final do periodo experimental, no periodo da manha, um grupc de ratos foi
sacrificado por decapitacdo e o sangue coletado em tubos de vidro sem anticoagulante. O
soro foi separado por centrifugacao a 700 G durante 15 minutos e parte foi armazenado a -
20 °C para posterior determinagéo de insulina por radioimunoensaio (Scott et al. 1981),
glicose (Trinder 1969), proteinas totais (Wolfson et al. 1948), albumina (Doumas, Watson
& Biggs, 1971) e acidos graxos livres (Nonesterified fat acid C Kit, WAKO Chemicals
GmbH, Neuss, Germany). Parte do soro foi transferido para tubos de pléstico estéreis para
a andlise automatica de aminoécidos.

Apos a coleta de sangue, procedeu-se a abertura da cavidade peritoneal, sendo o
figado ressecado e pesado, para determinagio da concentragéo de glicogénio e de gordura

hepéticos.
3.2.2 - Avaliagdo dos Parametros Bioquimicos
1- Glicose sérica

Foi determinada pelo método da glicose oxidase-peroxidase, usando kit
comercialmente disponivel (Merck - Diagnostic Darmstadt Germany). A 1 mL de reativo
contendo fenol 2,5 mM, 4 (p-benzoquinona monoimino) fenzona 1,14 mm, tampao Tris 0,04

mM, glicose-oxidase 2,7 U/L nados 10 ul de soro. Apés 15 minutos de incubacdo, as

absorbancias das amostras e do padréo foram lidas a 505 nm (Trinder 1969).
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2- Proteinas totais séricas

Foram determinadas pelo método enzimético colorimétrico, usando kit
comercialmente disponivel (Merck-Diagnostic Darmstadt, Germany). O método utiliza a
presenca de ions cobre em meio alcalino reagindo com as ligacbes peptidicas das
proteinas, dando origem a um complexo de cor violeta, portanto, proporcional ao teor de
proteinas. Os valores das amostras foram obtidos adicionando 10ul de soro, 0,2 mL de
reagente de biureto (sulfato de cobre a 10%). As absorbancias das amostras foram lidas a

550 nm (Wolfson et al. 1948).

3 - Albumina Sérica

A concentragdo de albumina sérica foi determinada através do método colorimétrico
do verde de bromocresol. Foram adicionados a 0,02 mL do soro, 5 mL do reagente de cor,
contendo sclugéo de verde de bromocresol 0,6 mM, tampao succinato 0,1 M, surfactante nio
idnico 30% e com pH = 4. As absorbancias foram avaliadas a 630 nM e as concentragdes
determinadas através de uma curva de calibragéo de albumina , linear até concentracdes de

6 g/L (Doumas, Watson & Biggs, 1971).

4- Acidos Graxos Livres

As medidas de &cidos graxos livres foram feitas utilizando-se Kits enziméaticos da
WAKQ (Alemanha) e ROCHE (Alemanha) respectivamente conforme instrugdes do
fabricante. Os métodos originais foram modificados para utilizacdo de microamostras em
placas de ELISA, onde utilizamos 2 pl. de amostra de soro e dos padrdes e 200 pl do
reagente do Kit.

5- Andlise Automatica de Aminodcidos Livres no Soro
O soro dos animais NP e LP foram desproteinizados usando uma solugéo orgénica
composta por metanol, TCA e acetonitrila de 4dgua. O soro foi misturado a solucdo

desproteinizadora na proporcio 2:1 (v/v) e incubadas a temperatura ambiente (20° C) por
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15 min. Ap6s o tempo de incubagéo, as amostras foram centrifugadas a 3800 xg por 3 min e
aliquotas de 200 uL foram misturadas ao tampao de amostra do analisador de amino4cidos
(tampéo de litio pH 2.2) na proporgao 1:2 (v/v) (Pharmacia).

A anélise dos aminoécidos foi realizada em sistema de derivatizagao p6s coluna
usando um reagente de ninhidrina e a mistura dos aminoécidos livres foi realizado em
uma coluna de troca idnica da Pharmacia para aminodcidos livres. A eluigdo dos
aminodcidos foi realizado usando um gradiente “step waise” de tampio de litio em

diferentes pH e molaridades como indicados pelo sistema Biochrom 20 Plus (Pharmacia).

6 - Gordura Hepitica

Fragmentos de tecido hepdtico, pesando aproximadamente 500 mg, foram retirados
e digeridos em 2 ml de solucdo KOH 30%. A precipitacio do glicogénio foi feita em 0,1 ml.
de Na;50; e 7 mL de etanol, em banho-maria fervente por 2 min. Ap6s extracio, a amostra
foi centrifugada e o sobrenadante, contendo a fragdo lipidica, foi armazenado. A seguir
tubos de ensaio receberam a identificacdo de “padrao” (P1) e “desconhecido” (D1) e nesses
foram adicionados 20 pL de solugdo de etoxilados de lanolina equivalentes a 10 g/L de
lipideos totais (utilizados como padrdo para lipideos) e 20 pl. da amostra desconhecida
(fragao lipidica), respectivamente. Em seguida em cada tubo foi colocado 1mL de 4cido
sulfirico e agitado vigorosamente para homogeneizago das amostras e levados para o
banho (fervente) por 10 min. Ap6s esse periodo, os tubos permaneceram em repouso até
que atingissem a temperatura ambiente. Em outros 3 tubos, branco (B), padrio () e
desconhecido (D), colocamos 100 uL de 4cido sulftrico, 100 pL de padrdo (P1) e 100 uL da
amostra desconhecida (Dy). Ap6s esse procedimento, juntou-se a esses tubos 2,5 mL do
reagente fosfovanilico (solucao de vanilina a 9,02 nmol/L em é&cido fosférico) e foram
agitados para homogeneizacéo e colocados em banho a 37 °C durante 10 min. Finalizada a
incubagio os tubos foram retirados do banho e deixados em repouso por 30 min. sendo as

amostras avaliadas em espectrofotometro a 550 ym.
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7 - Glicogénio Hepético

Fragmentos de tecido hepdtico foram processados de modo semelhante ao item
anterior. Apbs extracdo, as amostras foram centrifugadas e o precipitado suspenso em 25
ml. de 4gua deionizada. A 1 mL desse extrato foram adicionados 20 pL de fenol 80% (m/v)
em dgua e 2,5 mL de dcido sulftrico concentrado. A mistura foi levada a fervura durante 15
min. e em seguida ficou em repouso para atingir a temperatura ambiente e a absorbancia foi
medida em 490 nm. Foram utilizadas sclugdes padroes de glicose para as curvas de
calibracgao.

O soro dos animais NP e LP foram desproteinizados usando uma solugio organica
composta por metanol, TCA e acetonitrila de agua. O soro foi misturado a solucio
desproteinizadora na proporgdo 2:1 (v/v) e incubadas a temperatura ambiente (20° C) por
15 min. Apés o tempo de incubagio, as amostras foram centrifugadas a 3800 xg por 3 min e
aliquotas de 200 pL foram misturadas ao tampé&o de amostra do analisador de aminodcidos
(tampéo de litio pH 2.2) na proporgao 1:2 (v/v) (Pharmacia).

A andlise dos aminodcidos foi realizada em sistema de derivatizacao pés coluna
usando um reagente de ninhidrina e a mistura dos aminoécidos livres foi realizada em uma
coluna de troca idnica da Pharmacia para aminoacidos livres. A eluicio dos aminoécidos foi
realizada usando um gradiente “step waise” de tampdo de litio em diferentes pH e

molaridades como indicados pelo sistema Biochrom 20 Plus (Pharmacia).

3.2.3 - Metabolismo de Nutrientes

1 - Metabolismo de Leucina

A oxidacao de leucina nas ilhotas isoladas foi avaliada através da determinacéo da
oxidagdo da D-[U-1Clleucina em “CO, (Malaisse et al., 1973). Para isso, grupos de 25
ilhotas foram coletas e transferidas para tubos de ensaio com volume aproximado de 0,7 mL
contendo soluc¢do de Krebs 2,8 mM de glicose. A seguir 0 meio de coleta foi descartado
sendo introduzido 75 pl de meio de incubagio Krebs contendo 2,8 mM de glicose e tracos
de D-[U-4C]leucina (10 uCi/ml). Paralelamente, preparou-se para cada condicio

experimental, 3 tubos-controle que receberam os respectivos meios de incubaciao com a
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leucina marcada, porém sem as ithotas (correspondeu ou BG). Os tubos de ensaio foram

introduzidos em frascos maiores (suportes), hermeticamente fechados com tampas de

borracha e incubados durante 120 min a 37 OC sob constante agitacao, sendo o pH 7,4
equilibrado com carbogénio durante os primeiros 10 min. |
Apés o periodo de incubacao, foram adicionados aos tubos de ensaio 0,1 mL de uma
solugzo de citrato a 0,1 N, para interromper a oxidacéio, e 0,25 mL de hiamina nos frascos
suportes para a captagao do '“CO» liberado no meio. Para que todo o *CQj liberado no
meio fosse captado pela hiamina, os frascos suportes foram agitados durante 60 min a
temperatura ambiente. Ap6s este periodo, os tubos contendo as ilhotas e os controles foram
descartados. Foram preparados também, 3 frascos denominados MAX, onde se introduziu
1,0 ul dos respectivos meios de incubacdo. Todos os frascos receberam 10 mL de liguido de
cintilagdo e a radioatividade de cada frasco foi medida em um contador de radiacio beta.
Através da equagdo:

{Ly x 1073

25 x cpm (MAX)

Obteve-se o fator F que multiplicado pelo ntmero de cpm de cada amostra propiciou a
quantidade em pmol de glicose oxidada durante 120 min por ilhota.

Na equacdo:

[L] = concentragio molar da leucina no meio de

incubagao;

25 = ntimero de ilhotas em cada tubo de ensaio

cpm (MAX) = ntimero de radiacdes por min obtido em 1 ul do meio de

incubacao.
3.2.17 - Avaliacdo de Aminoéicidos e Proteinas Plasmaticas

1 ~ Eletroforese de Proteinas
De acordo com Shagger and Von Jagow 1987, utilizou-se um gel de empacotamento
de 7.5% e um de corrida de 12% em condicBes desnaturantes em presenca de SDS 20%

(Tricina SDS-PAGE). Previamente as amostras foram liofilizadas e 2.5pg/ul de sokio de
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proteinas foram preparadas em um volume final de 100 pl, que foram aquecidas durante 5
min a 100°C, centrifugadas e aplicadas na cavidade das placas. O sistema eletroforético
usado foi o sistema Rubby SE 600 da Pharmacia, as dimensodes dos géis foram 18x16cm, a
corrida foi realizada “over night” por aproximadamente 12 horas a 15°C, a 70V constantes.
As placas foram coradas com coomasie e posteriormente descoradas e as imagens

analisadas em um sistema de andlise de géis Personal Densitometer SI (Pharmacia).

3.2.4 - Avaliacdo da Secrecdo de Insulina e Quantificacdo de Enzimas

1 - Isolamento de Tlhotas Pancreaticas

Utilizou-se a técnica da colagenase, descrita por Moskalevsky (1965), modificada
por Lacy e Kostianovsky (1967) e adaptada por Boschero et al. {1980). Animais dos
respectivos grupos (NP, LP e Rc) foram sacrificados por decapitacdo. Apds incisao
abdominal e oclusdo da extremidade do ducto biliar comum, foi inserida uma canula
através de uma pequena incisdo na parte proximal (hepética) deste ducto. Através da
canula de polietileno, foi injetada solugao de Hanks enriquecida com 2.8 mM de glicose e
colagenase para o grupo NP e Rc 0,9 mg/mL e para o grupo LP 0,7 mg/mL que
promoveré a divulsao do tecido acinoso. O péncreas foi excisado e dissecado de gorduras,
da maioria do tecido vascular e dos ganglios linfaticos. A seguir, foi reduzido a fragmentos
pequenos que serao transferidos para um tubo de ensaio contendo Hanks e colagenase.
Em seguida, os fragmentos foram incubados em banho-maria a 37°C durante
aproximadamente 18 minutos. Ap6s o periodo de incubacdo, o tubo foi agitado
manualmente por aproximadamente 1 minuto ou até a obtencdo de mistura de viscosidade
homogénea. O contetido foi transferido para um Becker e o material lavado com solugao
de Hanks 4 vezes para a remogao da colagenase, das enzimas digestivas liberadas durante
a incubagao e também dos fragmentos celulares.

As ilhotas, completamente separadas do tecido acinoso, foram coletadas uma a
umna, sob lupa, por aspiracdao com o auxilio de pipeta de Pasteur, previamente estirada e

Osiliconizada.



2 - Secrecdo Estatica de Insulina

As ithotas coletadas foram transferidas para placas de cultura com 24 reservatérios
contendo 0,5 mL de solugéo de Krebs, suplementada com 0,5% de albumina bovina (m/v)
e 5,6 mM de glicose (fase de pré-incubagao). A seguir as placas foram acondicionadas em
banho-maria a 37 °C e mantidas por um periodo de 60 minutos em ambiente controlado
(umuidificado e gaseado com carbogénio). O pH da solugdo foi ajustado em 7,4 pela injecao
desse gas. A seguir, 0 meio foi removido, e as ilhotas foram incubadas por 60 ou 90
minutos nas seguintes condi¢fes experimentais:

a) Glicose (2,8 mM), leucina (20mM), na auséncia ou na presenca de concentracdes

crescentes de carbacol (0,1; 1,0; 3,3; 10,0; 100,0 mM).

b) Glicose (8,3 mM), leucina (20mM), na auséncia e na presenca de duas

concentragdes de carbacol (0,1 e 100 mM).

c) Glicose (2,8 mM), leucina (20 mM), potéssio (40 mM) e carbacol (0,1; 1,0; 3,3; 10,0;

100,0 mM).

d) Glicose (2,8 mM), leucina (20 mM), gliceraldeido (1mM).

e) Glicose (2,8 mM), leucina (20 mM), cetoisocaproato (15mM).

f) Glicose (2,8 mM), leucina (20 mM), isometilbutilxantina (1mM).
g Glicose (2,8 mM), leucina (20mM), éster de forbol (100nM).

Ap6s perfodo de incubagdo, as placas foram resfriadas em banho de gelo e o

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

posterior dosagem de insulina por radioimunoensaio (Scott et al. 1981).

3 - Secrecdo Dindmica de Insulina

Para a analise da secrecdo dindmica de insulina, grupos de 100 a 150 ilhotas foram
imediatamente transferidos para 4 cdmaras de perfusdo contendo filtro Millipore SW1300
(poro 8 um). As camaras foram conectadas a um sisterna de perfusdo constituido por 4

recipientes ligados por intermédio de catéteres a uma torneira de 2 vias. As solucdes

perfusoras contendo diferentes substancias foram mantidas a 37 ©C e equilibradas
constantemente com carbogénio. A razio de fluxo do sistema de perfusdo foi 1 mL/min,

impulsionado por uma bomba peristéltica de 4 canais Ismatec.
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No primeiro experimento, as ilhotas foram inicialmente perfundidas com meio
contendo glicose (2,8 mM)} e leucina (20 mM), e, a seguir, com solucdo contendo glicose (2,8
mM), leucina (20 mM) e carbacol (100 uM).

No segundo experimento, ilhotas foram perfundidas com solugio contendo glicose
(8,3 mM) e leucina (20 mM), e, em seguida, com meio contendo glicose (8,3 mM), leucina
(20 mM) e carbacol (100 uM).

As amostras do perfusato foram coletadas em frascos de polietileno, a intervalos
regulares de 1 minuto e armazenado a -20 °C para posterior dosagem da insulina por

radioimunoensaio (Scott et al. 1981).

4 - Dosagem de Insulina

A insulina secretada durante os diferentes experimentos “in vitro” e “in vivo” 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 solucio contendo
anticorpo anti-insulina (1:200) e insulina marcada com 23] (tracador) em tampao fosfato pH
7.4, acrescido de NaCl1 0,9 % e albumina 0,5 %. Em seguida foram preparados os seguintes
controle:

a) 3 tubos (Totais) que receberam somente 0,2 ml do tampio fosfato contendo insulina
marcada 1] para averiguacdo da radiacdo maxima.

b) 3 tubos (Ligacdo ndo especifica) contendo 0,2 mL do tampao fosfato contendo insulina
marcada '»1 e 0,1 ml de tampao fosfato, para determinar possiveis interferéncias no ensaio
pelos componentes do tampao.

¢) 3 tubos (Referéncia) contendo 0,2 mL de solugao tampao fosfato contendo insulina
marcada com *#[ e anticorpo anti-insulina e 0.1 ml de tampao fosfato, constituindo assim o
zero de insulina da curva padrzo.

Em seguida preparou-se, também em triplicata, uma série de tubos (curva padrao),
contendo 0,1 ml de insulina conhecida nas seguintes concentracdes: 0,02; 0,039; 0,078; 0,16;
0,31; 0,63; 1,25; 2,5; e 5,0 ng/mL. Cada tubo dessa série recebeu também 0,2 ml de solugao
tampao fosfato contendo insulina marcada 1%5] e anticorpo anti-insulina. No final da
preparacao dos tubos (amostras, controle e curva padrio), eles foram agitados em vortex e

estocados a 4 °C, durante 48 h.



Apés este periodo de incubaggo, com excecdo dos totais para andlise da radiacao
méxima, todos os outros tubos receberam 0,2 ml de uma solucédo contendo 2,5 % de carvao
(Norit A), 0,5 % de albumina e 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 radiacdo
gama. Os 3 tubos elaborados para anélise da radiagdo méxima ndo tiveram o sobrenadante

~descartado, sendo a radiacdo dos mesmos avaliada diretamente. Com bases nos valores
obtidos nos tubos contendo insulina conhecida elaborou-se uma curva padrao que foi
utilizada para a avaliagdo dos valores desconhecidos das amostras. Os resultados foram

expressos em ng/ mL de insulina secretada durante os experimentos.

5 - Efluxo de Radioisétopos

Apés o isolamento, as ilhotas foram distribuidas em eppendorffs de 1,5 mL. O
sobrenadante foi removido e substituido por meio de incubacdo 10 a 20 uCi/mL de 4$CaCl;
em presenca de 16,7 mM de glicose. Os eppendorffs contendo de 80 a 100 ilhotas foram
incubados por 90 min, em banho-maria gaseados com carbogénio. Ao final desse periodo as
ilhotas foram lavadas 4 vezes com solucao de incubagio nao radioativa, transferidas para 4
camaras de perfusdo contendo membrana millipore SW1300 (poro 8 um). As cadmaras foram
conectadas ao sisterna de perfusao constituido por 4 recipientes ligados por intermédio de

catéteres a uma torneira de 2 vias. As solucdes perfusoras contendo leucina, na presenca de

CCh, foram mantidas a 37 OC e equilibradas constantemente com carbogénio. A razao de
efluxo do sistema de perfusao foi 1 mL/min, impulsionado por uma bomba peristéltica de 4
canais Ismatec. As amostras do perfusato foram coletadas em frascos de polietileno, a
intervalos regulares de 2 min. Em cada frasco foi adicionado liquido de cintilagio para a
leitura de 4Ca; a radioatividade contida no efluente de cada frasco foi medida em contador
de particula beta (Beckman LS 6000TA).
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6 - Western Blotting

Para detectar o nivel de expressdo celular da p70%6k1 e Akt 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 0
sobrenadante desprezado. A seguir, foram adicionados 200uL de Coquetel anti-protease.
As ilhotas foram entdo politronizadas nesta solugio, 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 utilizado como referencial uma curva padrao de
albumina. As amostras foram entdio incubadas a 37°C por 1Th em 20% do volume de
Tampéao de Laemmli 5X (Azul de bromofenol 0.1%, fosfato de sédio 1M, glicerol 50%, SDS
10%).

Para corrida eletroforética foi utilizado gel bifésico: gel de empilhamento (EDTA
4mM, SDS 2%, Trisma base 750mM, pH 6.7) e gel de resolugdo (EDTA 4mM, SDS 2%,
Trisma base 50mM, pH 6.7). A corrida foi efetuada a 200V por aproximadamente 30min
com Tampao 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 a 30V em gelo, banhada com
Tampdo de Transferéncia (Trisma base 25mM, glicina 192M).

Apés transferéncia, a membrana foi bloqueada com 5% de leite desnatado em
solucio Tris Salina (TBS) (Trisma base 1M, NaCl 5M, Tween 20 0.5%) overnight a £C. A
p70s6k-1 e Akt foram detectadas na membrana de Nitrocelulose por incubagdo por 2h, &
temperatura ambiente, com anticorpo monoclonal especifico anti- p70%K1 e anti-Akt (Sta
Cruz, diluicdo 1:500 (p7086<1) e 1:1000 (Akt) em TBS com 3% de leite desnatado). Em
seguida, a membrana foi incubada com o anticorpo policlonal anti-IgG de camundongo
(diluicdo 1:1000 em TBS com 3% de leite desnatado) seguido de exposi¢do por 2h a
temperatura ambiente com proteina A marcada com ['% (diluicdo 1:1000 em TBS com 1%

de leite desnatado).



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

provido de uma tela amplificadora.
7 - Extracido de RNA total

Para a extragao dos RNAs totais das ilhotas foi utilizado o reagente Trizol
(Invitrogen, EUA), de acordo com as recomendacdes do fabricante. Resumidamente, o
tecido foi inicialmente rompido com sonicador e homogeneizado com o regente Trizol até
completa solubilizacdo. Em seguida a mistura foi incubada por 5 min a temperatura
ambiente, acrescida de 0,2 mL de cloroférmio por mL de Trizol para desproteinizaco. O
sobrenadante foi separado por centrifugacao (12.000 x g, 15 min, 4°C), e 0 RNA contido na
fase aquosa foi precipitado com isopropanol, lavado com etanol 75% e 100%,
respectivamente, e dissolvido com HxO deionizada previamente tratada com DEPC
(dietilpirocarbonato). O RNA obtido foi quantificado por espectrofotometria nos
comprimentos de onda de 260 e 280 nm. Apés quantificacdo, as amostras foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose desnaturante a 1,2%, para andlise da
integridade do RNA.

8 - RT-PCR semi-quantitativo

Os resultados obtidos nos experimentos de hibridacdo foram confirmados
por RT-PCR semi-quantitativo, de genes relacionados com a biossintese e secrecao
da insulina. Alguns genes que se mostraram alterados foram amplificados
juntamente com um gene constitutivo e um gene exégeno (para normalizagio dos
resultados). Inicialmente, uma amostra de 2ug de cada RNA utilizado nos ‘arrays’
foi submetida a reacdo de transcricido reversa com primers randdmicos. Para isto, foi
adicionado em cada amostra tampdo da enzima, DTIT (100 mM), dNTP mix
(10mM) e a enzima SuperScript II (200U), e incubadas por 50 min a 42°C para a
reacdo. A partir dos cDNAs obtidos foram realizadas as curvas de ciclos para cada

primer (Ver Tab. 1I), com o minimo de 5 pontos para cada curva. Ap6s obtencio
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das curvas os experimentos foram realizados com um numero de ciclos
equivalente a 20% abaixo do ponto de saturacao da reacao (plato).
Tabela IT — Primers utilizados.

GENE Sense Primer (5" a 3°) Antisense Primer (5" a 3%)
prOSKL TGGATT GGTGGA GTITTGG G ATTTGA CTG GGCTGA CAG GC
(D1038A03)
Fosfolipase | ACG GCA TAG ACA GGA AGT GGG CTG CIG GCT GCTTTG CTC AC

3.3- ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos em média e erro padrdo. Nos resultados referentes
aos parametros bioquimicos (protefnas séricas totais, albumina, glicose sérica, AGL
séricos, glicogénio hepético e gordura hepética) e dosagem de p7056&1 e Akt 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 obtencac das 4reas nas figuras de efluxo de célcio, calculamos uma curva
exponencial te6rica para cada grupo (normoprotéico e hipoprotéico) baseado em todos os
pontos excluindo-se os pontos que faziam parte dos picos. Em seguida fizemos a diferenca
entre a curva obtida experimentalmente e a teérica e integramos para obter a 4rea
correspondente. Em seguida realizamos o test t {(Student) para as dreas calculadas.

Com relagdo aos dados obtidos nas secre¢des dindmicas e estaticas foi utilizada
anélise de varidncia (duas fontes: estado nutricional (normoprotéico e hipoprotéico) e
droga). Foi realizado o teste de comparacdo multipla (teste de Tukey) para a primeira e
para a segunda fonte de variagao e na interacéo das duas fontes. O nivel de significancia
adotado foi de p<0,05. A homogeneidade das varidncias foi testada segundo Cochran,
Hartley e Barlett. As andlises foram feitas utilizando-se o programa “Statistica” (versao 4.3,
1993) da StatSoft, inc.

O resultado da quantificaggo do mRNA da proteina p7086X foi utilizado o teste t
{Student) onde o nivel de significancia utilizado foi p<0,05.
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6 - RESULTADOS

6.1 - Avaliacao do Estado Nutricional dos Animais

Os ratos jovens mantidos dos 34 aos 90 dias com uma dieta hipoprotéica (LP)
apresentaram peso corporal (Fig. 1A) menor do que aqueles que permaneceram com uma
dieta normoprotéica (NP). Observamos aumento de glicogénio hepatico, gordura hepética
e acidos graxos nos animais hipoprotéicos (Tab. I). Os niveis séricos de proteina total e
albumina foram menores no grupo hipoprotéico e a glicose sérica permaneceu inalterada
nos dois grupos em estudo.

A Fig. 1A demonstrou que a massa corpdrea entre os grupos NP e LP, nao
apresentaram diferenca significativa na primeira semana de desnutrigio. Podemos
concluir, com isso, que a massa corpérea dos dois grupos anirmais estavam homogéneas no
inicio da desnutri¢dio. As diferencas comecaram a aparecer da segunda semana em diante,
onde os animais NP apresentaram um aumento da massa corpérea quando comparado
aos animais LP (p<0,05). Este padrao de crescimento permaneceu desta forma até o final
do estudo.

A Fig. 1B representa a velocidade do ganho de massa corpérea. Com esse resultado
podemos constatar que a velocidade de crescimento do grupo NP foi maior em relagio ao
grupo LP e, além disso, atingiu a velocidade méxima na terceira semana enquanto que ©
grupo LP atingiu sua velocidade méaxima por volta da sexta semana.

Quando foram analisadas as diferencas nos valores maximos de velocidade de
ganho de massa corpérea, podemos observar, ainda, que o grupo NP apresentou uma
velocidade de crescimento aproximadamente duas vezes maior que a velocidade de
crescimento do grupo LP.

Verificamos na Fig. 2A o perfil de aminoacidos no plasma de animais LP e NP em
jejum, onde observamos que o perfodo de restricdo protéica a que foram submetidos estes
animais produziu alteracdes importantes no perfil sérico desses aminoacidos. Podemos
destacar a reducd@o de Taur, Hypro, Thr, Asn, Val, Met, Ile, Leu, Phe e 3-Mhis. Por outro
lado, observamos aumento da Ser, Homocys e Hylys, embora 0s outros aminoécidos
tenham permanecido inalterados. Quando analisamos o aminograma no estado

alimentado na Fig. 2B, verificamos que os animais LP apresentaram reducio da Taur, Thr,
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Val, Leu, Phe, Hylys, Orn, Arge aumento de Ser, Gln, Gly e Ala. Podemos ainda destacar
que o aumento da alanina foi de 2.9 vezes em relagio aos niveis plasméticos dos animais
NP. Os aminoécidos insulinotrépicos, os quais séo objetos de nosso estudo neste trabalho,
permaneceram reduzidos no estado alimentado.

Na fig 3 verificou-se a eletroforese de proteinas citoplasméticas soltiveis em ilhotas
de animais NP e LP. Observou-se que o grupo LP apresentou um perfil de proteinas
bastante distinto do grupo NP. Isto pode ser melhor evidenciado pela densitometria (fig.
3B), onde notamos que diferentes bandas apresentam quantidades alteradas de proteinas.
O processo de restricao protéica a que foram submetidos esses animais induziu uma

expressdo diferenciada dessas proteinas nessas ilhotas.
6.2 - Secregao de Insulina em Presenca de Leucina e CCh

A Fig. 4 ilustra o efeito de concentracbes crescentes de CCh sobre a secrecio de
insulina em ilhotas isoladas de animais NP e LP incubadas durante 1h em presenca de 2,8
mM de glicose e 20 mM de leucina. A liberacio de insulina em valores absolutos foi
significativamente maior nas ilhotas provenientes dos animais NP, quando comparadas as
ilhotas isoladas dos animais LP. Em condicoes basais de glicose (G 2,8 mM) a secrecao de
insulina das ilhotas NP nao se alterou em relacio & secrecio de insulina das ilhotas
proveniente dos animais LP. Com a adicdo de 20 mM de leucina, j4 se pode observar
diferenca na secreqéo de insulina entre os dois grupos animais, as ithotas NP aumentaram
a secrecao de insulina 1,73 vezes em relacdo as ilhotas LP, essa tendéncia de aumento
permaneceu quando acrescentamos CCh em diferentes concentragtes 0,1uM (3,36 vezes), 1
paM (3,71 vezes), 3,3 uM (4,29 vezes), 10 pM (4,43 vezes) e 100 uM (2,95 vezes),
respectivamente. A Ecso do grupo NP foide 1,12+0,8 pM e do grupo LP foi de 28,0 + 0,08
uM. O grupo controle pontecializou a secregao de insulina em presenca de CCh a partir de
0,1 uM do agonista colinérgico apresentando diferengas significativas a cada incremento
em sua concentracdo. J& nas ithotas de animais LP este padrao de resposta desapareceu e
somente observamos mudancas no padrio secretério em torno de 100 pM de CCh.

A Fig. 5 representa o efeito de 0,1 uM e 100 uM de CCh em associagdo com 20 mM

de leucina sobre a secregdo de insulina em ilhotas de animais NP e LP incubadas durante



Tabela I - Parametros bioquimicos avaliados nos ratos ao final do periodo

experimental.
Parametros NP LP
Proteinas séricas totais Jejum (g/dl) 55+0,2 4,9+0,3*
Albumina sérica Jejum (g/dl) 3,6 +0,1 3,4+0,1*
Glicose sérica Jejum (mg /dl) 125,5+7,4 128,0 +14,6
AGL séricos Jejum (mM) 0,3+0,01 0,5 + 0,09*
Insulina sérica Jejum (ng/mL) 0,95+0,13 0,72+ 0,18
Insulina sérica alimentado (ng/mL) 1,95+ 0.6 0,69+0,2*
Glicogénio hepatico Jejum (mg glicose/100mg 09+01 1,16 + 0,1*
tecido)
Gordura hepitica Jejum (g AG/100g 7,2+05 12,5+ 0,9*

tecido)

Resultados expressos como média + se; n=10.* Diferenga significativa (P < 0,05).
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Fig. 1A - Ganho de massa corpérea de ratos Wistar machos de 34 dias de vida
Normoprotéicos (ll, n=4) e Hipoprotéicos (], n=4) , avaliado ao longo de oito
semanas. Valores expressos em média * se. * Diferenca significativa (p<0,05)



Velocidade de Crescimento (g/dia)

Semanas

Fig. 1B - Velocidade de ganho de massa corpérea de ratos Wistar machos no
decorrer de oito semanas de desnutri¢ao
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Fig. 3 - Eletroforese de proteinas em gel de empacotamento em ilhotas isoladas de ratos wistar machos
NP (&, n=1) e LP (0, n=1). Grupos de 100 ilhotas permaneceram em Hank’s 2,5 mM de glicose, foram
sonicadas e equivalentes quantidades de proteinas foram aplicadas para a obtencdo da proteina. A
quantidade de proteina do grupo LP foi expressa em porcentagem do NP.
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Fig. 4- Efeito da concentracdo crescente de Carbacol (0.1 a 100 uM ) sobre secrecdo
estdtica de insulina em ilhotas de ratos Wistar machos Normoprotéicos @, n=18) e
Hipoprotéicos (I n=18) incubadas por 1 h em solucio de Krebs contendo 2.5 mM de
célcio, 2.8 mM de glicose e 20 mM de leucina. As barras indicam a média + se. Letras
diferentes representam diferenca significativa (p<0,05).
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significativa (p<0,05).



90 min em presenga de 8,3 mM de glicose. A liberacdo de insulina em valores absolutos foi
significativamente maior nas ilhotas provenientes dos animais NP, quando comparadas as
ilhotas isoladas dos animais LP. A adi¢do de 20 mM de leucina, produziu aumento
significativo na secrecdo de insulina em ambos 0s grupos experimentais, porém a adicao
das concentracdes crescentes de CCh potencializou a secregdo somente nas ilhotas
controle. O aumento na secrecdo em presenga do agonista colinérgico foi 1,72 vezes para
0,1uM e 1,73 vezes para 100 uM, em relagdo as ilhotas LP. Quanto as ilhotas LP nio houve
potencializacdo da secregdo nas duas concentracdes de CCh utilizadas nestes
experimentos.

Na Fig. 6A observamos a secreqdo dinamica de insulina em ilthotas provenientes de
animais NP e LP. As ilhotas foram perfundidas durante 60 min na presenca de 2,8 mM de
glicose e 20mM de leucina, na auséncia ou presenga de 100 uM CCh. Com a adicdo do CCh
(min 30) , apenas 0 grupo NP potencializou a secrecdo de insulina, nao observando
diferenca na secre¢do de insulina no grupo LP, quando comparado com o periodo da
perfusdo em que o CCh esteve ausente no perfusato. O incremento na secrecao de insulina
foi significativamente maior no grupo NP, sendo 2.13 vezes maior em relacao as ilhotas
LP. Este aumento pode ser melhor caracterizado quando calculamos a 4rea sob as curvas
(Fig. 6B) (p<0.05). No mesmo perfusato onde analisamos a secrecdo de insulina, foi
possivel avaliar o efluxo do #5Ca, Fig. 7A, e observamos que a introducio do CCh (min 30
a 60) elevou a taxa de efluxo nos dois grupos experimentais pr6ximo ao min 35, sendo
mais elevado nas ilhotas LP. Esta elevagao na taxa de efluxo apresentado por essas ilhotas
pode ser comprovada pela anélise da 4rea da Fig. 7B, onde observamos que as ilhotas do
grupo LP apresentaram uma taxa de efluxo 1,45 vezes maior quando comparada com o
grupo de ilhotas NP (p<0,05).

Na Fig. 8A observamos a secregao dinamica de insulina em ilhotas provenientes de
animais NP e LP. As ilhotas foram perfundidas durante 60 min na presenca de 8,3 mM de
glicose e 20mM de leucina, na auséncia ou presenga de 100 uM CCh. Com a adicao do CCh
(min 30), apenas o grupo NP potencializou a secrecdo de insulina, ndo observando
diferenca na secrecdo de insulina no grupo LP, quando comparado com o periodo da
perfusdo em que o CCh esteve ausente no meio. O incremento na secrecao de insulina foi
significativamente maior no grupo NP, sendo 2.11 vezes maior em relacio as ilhotas

LP,como pode ser avaliado quando calculamos a 4rea sob as curvas (Fig. 8B) (p<0.05). No
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mesmo perfusato onde analisamos a secregdo de insulina, foi possivel avaliar novamente
o efluxo do #Ca, Fig. 9A, e observamos que a introducéo do CCh (min 30 a 60) elevou a
taxa de efluxo nos dois grupos experimentais préximo ao min 35, sendo mais elevado nas
ilhotas LP. Esta elevacdo na taxa de efluxo apresentado por essas ilhotas pode ser
comprovada pela andlise da 4rea da Fig. 9B, onde observamos que as ilhotas do grupo LP
apresentaram uma taxa de efluxo 1,53 vezes maior quando comparada com o grupo de

ilhotas NP mas apesar de uma taxa mais elevada nao houve diferenca estatistica (p<0,05).

6.3 - Metabolismo de Leucina

Na Fig. 10 observamos a oxidagdo de 20 mM de leucina em presenca de 2,8 mM de
glicose de ilhotas de animais NP e LP. As ilhotas NP apresentaram maior metabolismo
deste aminoacido quando comparado as ilhotas LP. O grupo de ilhotas NP apresentou
uma utilizacdo de leucina 1,38 vezes maior que o grupo de ilhotas LP (p<0,05). Este
resultado pode explicar a menor secregdo apresenta pelas ilhotas proveniente de ratos

hipoprotéicos.

6.4 -Secre¢do de Insulina em Presenca de Potissio e CCh

Para melhor caracterizar o efeito da leucina sobre a secrecdo de insulina, utilizou-se
um secretagogo que exerce sue papel somente por despolarizar a membrana celular.
Diante disso a Fig. 11 representa o efeito de concentracdes crescentes do CCh e de 40 mM
de potéssio, sobre a secre¢ao de insulina de ilhotas de animais NP e LP incubadas durante
1h em presenca de 2,8 mM de glicose. A secrecao de insulina em valores absolutos foi
significativamente maior nas ilhotas provenientes dos animais NP, quando comparadas as
ilhotas de animais LP. Em condigbes basais de glicose (G 2,8) a secrecdo de insulina das
ilhotas NP néo se alterou em relacdo a secrecao de insulina das ilhotas proveniente dos
animais LP. Com a adicao de 40 mM de potéssio, ja se pode observar diferenca na secregao

de insulina entre os dois grupos de ilhotas, as ilhotas NP aumentaram a secrecao de
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Fig. 6A - Efeito de 100 uM de Carbacol sobre secrecdo dindmica de insulina , por ilhotas de
ratos Wistar machos Normoprotéicos (@, n=4) e Hipoprotéicos (O, n=4). As ilhotas foram

perfundidas com solugido de Krebs contendo 2.8 mM de glicose + 20 mM de leucina (0-30
min.) e carbacol (30-60 min.). Os resultados foram expressos em média + se (n=4).
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Fig. 6B - Calculo das areas sob a curva da fig. 6A (20-30 min. e 30-60 min.), que representa a
secrecdo dindmica de insulina quando estimulada com 100 pM de carbacol em presenca de
2.8 mM de glicose + 20 mM de leucina em ilhotas isoladas de ratos Wistar machos
Normoprotéicos (ll, n=4) e Hipoprotéicos (] n=4). Resultados expressos em média + se.
Letras diferentes representam diferencga significativa (p<0,05).
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Fig. 7A - Efeito de 100 uM de Carbacol sobre o efluxo de célcio de ilhotas isoladas de ratos
Wistar machos Normoprotéicos (®, n=4) e Hipoprotéicos (O, n=4) em presenca de 2.8 mM de
glicose + 20 mM de leucina . O referido is6topo foi incorporado ap6s incubacdo 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.
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Fig. 7B - Célculo das éreas sob os picos da curva (min. 30-50) derivado da fig.7A, em ilhotas
isoladas de ratos Wistar machos Normoprotéicos (ll n=4) e Hipoprotéicos (C] n=4). As
barras indicam a média + se. *Diferenca significativa (p<0,05).
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Fig. 8A - Efeito de 100 pM de Carbacol sobre a secre¢do dindmica de insulina , por ilhotas
isoladas de ratos wistar machos NP (@, n=4) e LP (O, n=4). As ilhotas foram perfundidas
com solucido de Krebs contendo 8.3 mM de glicose + 20 mM de leucina (0-30 min.) e
carbacol (30-60 min.). Os resultados foram expressos em média + se.
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Fig. 8B - Céalculo das areas sob a curva da fig. (20-30 min. e 30-60 min.), que representa a
secrecdo dindmica de insulina quando estimulada com 100 pM de carbacol em presenca de 8.3
mM de glicose + 20 mM de leucina em ilhotas isoladas de ratos Wistar machos NP (M, n=4) e
LP ({J, n=4). Resultados expressos em média + se. Letras diferentes representam diferenca
significativa (p<0,05).
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Fig. 9A - Efeito de 100 uM de Carbacol sobre o efluxo de calcio de ilhotas isoladas de ratos Wistar
machos NP (@, n=4) e LP (O, n=4) em presenca de 8.3 mM de glicose + 20 mM de leucina. O
referido is6topo foi incorporado apés incuba¢ido 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.
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Fig. 9B - Célculo das 4reas sob os picos da curva (min. 30-50) derivado da fig.9A , ilhotas isoladas
de ratos Wistar machos NP (M, n=4) e LP (O, n=4). As barras indicam a média + se. *Diferenca
significativa (p<0.05).
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Fig. 11 - Efeito da concentragao crescente de Carbacol (0.1 a 100 uM ) sobre a secrecdo estatica de
insulina em ilhotas de ratos Wistar machos Normoprotéicos (ll n=24) e Hipoprotéicos (] n=24)
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de potéssio. As barras indicam a média + se. Letras diferentes representam diferenca significativa
(p<0,05).
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insulina 1,56 vezes, em relacdo as ilhotas LP, essa tendéncia de aumento permaneceu
quando acrescentamos CCh em diferentes concentracdes 0,1uM (1,78 vezes), 1 uM (1,73)
vezes), 3,3 uM (2,06 vezes), 10 uM (2,17 vezes) e 100 uM (1,95 vezes), respectivamente
(p<0,05). A Ecso dos animais NP foi de 0,98 + 0,08 uM e a do LP foi de 8,47 + 0,1 uM. O
grupo controle pontecializou a secrecao de insulina em presenga de CCh a partir de 3.3 pM
do agonista colinérgico, ndo apresentando mais diferencas significativas com o
incremento na concentracdo deste agente. J& nas ilhotas de animais LP este padrdo de

resposta desapareceu em todas concentracdes de CCh utilizadas.

6.5 - Potencializadores da Secrecao de Insulina em Associacio com Leucina

Com o objetivo de verificar a participagdo da via glicolitica em associacao com
leucina avaliamos na Fig. 12 o efeito de 15 mM de gliceraldeido (Gli) em presenca de 10
mM de leucina sobre a secregdo estdtica de insulina em ilhotas de animais NP e LP
incubadas durante 90 min em presenca de 2,8 mM de glicose. A secrecio de insulina, em
valores absolutos, foi significantemente maior nas ilhotas provenientes de animais NP
quando comparadas as ilhotas do grupo LP no meio onde continha somente 2,8 mM de
glicose. Quando adicionamos 10 mM de leucina houve um aumento da secrecido de
insulina nos dois grupos de ilhotas, sendo que o maior aumento foi no grupo de ilhotas
NP (1.5 vezes). Na adicdo de 15 mM de Gli houve aumento da secrecio de insulina nos
dois grupos de ilhotas (NP e LP), porém o aumento da secrecio de insulina foi de 1.43
vezes maior quando comparado ao grupo de ilhotas LP. A associacio de Gli e leucina
também aumentou a secrecdo de insulina no grupo NP mas ndo no grupo LP. O aumento
da secreqdo no grupo NP foi 1.49 vezes maior quando comparado ao grupo LP.

Com o intuito de avaliar se a associagao de leucina com outros substratos poderia
corrigir a reducdo da secregdo apresentada por este modelo, utilizamos na Fig, 13, 15 mM
de cetoisocaproato (KIC) em associacdo com 10 mM de leucina sobre a secre¢do estatica de
insulina em ilhotas de animais NP e LP incubadas durante 90 min em presenca de 2,8 mM
de glicose. A secrecdo de insulina, em valores absolutos, foi significativamente maior nas
ilhotas provenientes de animais NP quando comparadas as ilhotas do grupo LP no meio
onde continha somente 2,8 mM de glicose. Quando adicionamos 10 mM de leucina houve

um aumento da secre¢do de insulina nos dois grupos de ilhotas, sendo que o maior
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aumento foi no grupo de ilhotas NP (1.51 vezes). Na adicio de 15 mM de KIC houve
aumento da secregdo de insulina nos dois grupos de ilhotas, sendo mais significativo no
grupo NP e de 1.44 vezes maior quando comparado ao grupo de ilhotas LP. J4 a associacio
de KIC e leucina provocou aumento da secrecdo de insulina de mesma magnitude, de
quando a incubagdo foi feita com KIC sozinho, nos dois grupos de ilhotas estudados.
Porém quando se compara o valor absoluto de secrecao de insulina, notamos que o grupb
LP apresentou valores significativamente menores quando comparados com as ilhotas
NP. O aumento da secregdo no grupo NP foi 1.74 vezes maior quando comparado ao
grupo LP (p<0,05).

Para leucina exercer seu efeito ela precisa ser metabolizada gerando ATP, este
metab6lito pode bloquear os canais de potassio e gerar despolarizacio celular, além disso,
poderd também sofrer clivagem e gerar outros produtos (AMPc) que podera participar do
processo de secrecdo. Baseado neste enfoque utilizamos na Fig. 14, 1 mM de
isometilbutilxantina (IBMX ), que aumenta os niveis celulares de AMPc , em associagao
com 10 mM de leucina sobre a secregao estética de insulina em ilhotas de animais NP e LP
incubadas durante 90 min em presenca de 2,8 mM de glicose. A secrecdao de insulina, em
valores absolutos, foi significativamente maior nas ilhotas provenientes de animais NP
quando comparadas as ilhotas do grupo LP no meio onde continha somente 2,8 mM de
glicose. Quando adicionamos 10 mM de leucina houve um aumento da secreqao de
insulina nos dois grupos de ilhotas, sendo que o maior aumento foi no grupo de ilhotas
NP (1,51 vezes). A secre¢do de insulina com 1 mM de IBMX foi significativamente maior
no grupo de ilhotas NP quando comparado com o grupo LP, com um aumento de 1,49
vezes. A associacdo de IBMX com leucina aumentou de forma significativa a secrecao de
insulina no grupo NP tanto quanto no grupo LP. O aumento da secre¢do no grupo NP foi
1.3 vezes maior quando comparado ao grupo LP. Porém os dois grupos de ilhotas foram
hébeis em aumentar a secregdo em resposta ao aumento de AMPc induzido por esta
substancia.

Outro ponto importante para o processo secretério é o envolvimento de proteinas
como a PKC, e para testar sua atuagio na presenca de leucina nos utilizamos na Fig.15 o
efeito de 100 nM de Ester de Forbol (PMA), ativador da PKC, em associacio com 10 mM
de leucina sobre a secregdo estatica de insulina em ilhotas de animais NP e LP incubadas

durante 90 min em presenca de 2,8 mM de glicose. A secrecdo de insulina, em valores

48



absolutos, foi significantemente maior nas ilhotas provenientes de animais NP quando
comparadas as ilhotas do grupo LP no meio onde continha somente 2,8 mM de glicose.
Quando adicionamos 10 mM de leucina houve um aumento da secrecao de insulina nos
dois grupos de ilhotas, sendo que o maior aumento foi no grupo de ilhotas NP (1.49
vezes). Com a adi¢do de 100 nM de PMA houve aumento da secrecio de insulina somente
no grupo de ilhotas NP quando comparado ao grupo LP. Esse aumento na secrecio de
insulina do grupo NP foi 1.39 vezes maior. A associagdo de PMA e leucina aumentou
significativamente a secregdo de insulina no grupo NP mas nao no grupo LP. O aumento
da secre¢dao no grupo NP foi 3.61 vezes maior quando comparado ao grupo LP. PMA néao
conseguiu potencializar a secrecdo de insulina nas ilhotas LP tanto sozinho quanto na
presenca de leucina, isto pode indicar que o processo de desnutricdo a que foram
submetidas essas ilhotas provocou comprometimento desta proteina chave para o

processo secretorio.

6.6 - Secrecao de Insulina em Ithotas de Animais Recuperados (Rc)

Apbs analise dos resultados anteriores, uma questdao que se julga necessaria para
compreendermos nossos estudos é: A recuperagao nutricional poderia melhorar a resposta
a este aminoacido? .

Baseado nesta questdo avaliamos na Fig. 16A o efeito de 100 pM agonista
muscarinico CCh e de 20 mM de leucina, sobre a secrecado estatica de insulina em ilhotas
isoladas de animais NP, LP e Rc incubadas durante 90 min. em presenga de 2.8 mM de
glicose. A secrecdo de insulina em valores absolutos foi significativamente maior nas
ilhotas provenientes dos animais NP, quando comparadas as ilhotas isoladas dos animais
LP e Rc. Em condicoes basais (G 2.8 mM) a secregdo de insulina das ilhotas NP se alterou
em relagao a secregao de insulina das ilhotas proveniente dos animais LP e Rc, 1.71 e 1.32
vezes, respectivamente. Com adi¢do de 20 mM de leucina, foi observada uma diferenga
entre o grupo de animais LP (3.23 vezes). Porém observa-se uma recuperacao importante
da resposta secretéria em ilthotas do grupo Rc. A diferenga foi visivel entre os trés grupos
de animais NP, LP e Rc quando se acrescentou CCh na concentragao de 100 uM (2.64 e 1.96
vezes respectivamente). Os valores absolutos de secrecdo de insulina com estimulo

colinérgico (CCh) em associagao com leucina foram mais elevados em ilhotas provenientes
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Fig. 12 - Efeito de 15 mM de Gliceraldeido (Gli) em presenca de 10 mM de leucina sobre a secregdo
de insulina em ilhotas provenientes de ratos NP (B, n=12) e LP (0, n=12). A incubacdo foi feita em
solucdo de Krebs contendo 2,5 mM de Ca®** e 2,8 mM de glicose durante 90 min. Resultados
expressos em média + se. Letras diferentes representam diferenca significativa (p<0,05).
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Fig. 13 - Efeito de 15 mM de Cetoisocaproato (KIC) em presenca de 10 mM de leucina sobre a
secrecdo de insulina em ilhotas provenientes de ratos normoprotéicos (M, n=12) e hipoprotéicos(L],
n=12). A incubagdo foi feita em solugéo de Krebs contendo 2,5 mM de Ca?* e 2,8 mM de glicose
durante 90 min. Resultados expressos em média + se. Letras diferentes representam diferenca
significativa (p<0,05).
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Fig. 14 - Efeito de 1 mM de isobutilmetilxantila (IBMX) em presenca de 10 mM de leucina sobre a
secrecdo de insulina em ilhotas provenientes de ratos NP (M, n=12) e LP (00, n=12). A incubacdo foi
feita em solugdo de Krebs contendo 2,5 mM de Ca?* e 2,8 mM de glicose durante 90 min. Resultados
expressos em média + se. Letras diferentes representam diferenca significativa (p<0,05).
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insulina em ilhotas provenientes de ratos NP (M, n=12) e LP (, n=12). A incubacio foi feita em solucdo
de Krebs contendo 2,5 mM de Ca®* e 2,8 mM de glicose durante 90 min. Resultados expressos em média +
se. Letras diferentes representam diferenca significativa (p<0,05).
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de animais NP quando comparada as ilhotas de animais LP e Rc. A Fig. 16B representa o
efeito de 100 uM agonista muscarinico CCh e de 20 mM de leucina, sobre a secrecac
estatica de insulina em ilhotas isoladas de animais NP, LP e Rc incubadas durante 90 min.
em presenga de 8.3 mM de glicose. A secregdo de insulina em valores absolutos foi
significativamente maior nas ilhotas provenientes dos animais NP, quando comparadas as
ilhotas isoladas dos animais LP e Rc. Em condicdes estimuladas (G 8.3) a secregdo de
insulina das ilhotas NP se alterou em relacio a secregdo de insulina das ilhotas
proveniente dos animais LP mas nao houve diferenca em relagao as ilhotas provenientes
dos animais Rc. Com adicdo de 20 mM de leucina, foi observada uma diferenca entre 0
grupo de animais LP (145 e vezes) mas ndo houve diferenca entre os animais Rc.
Indicando que a o processo de recuperagéo foi eficaz em melhorar a resposta secretéria.
Esta condicdo ocorreu em presenga de glicose e de leucina. Este fato sugere que a
recuperacao induz melhoria na via de metabolizagio tanto da glicose como da leucina
nestas ilhotas A diferenca entre os trés grupos foi observada quando se acrescentou CCh

na concentracao de 100 uM (2.23 e 1.46 vezes respectivamente).

6.7 - Proteinas Envolvidas na Sintese Protéica.

Uma vez que se observou mudanga no padrdo secretério quando ocorreu
recuperacao nutricional, fez-se necessério analisar protefnas que estivessem envolvidas
com a sintese protéica e também com o metabolismo de leucina. Em funcéo disso,
avaliamos na Fig. 17 a quantificagdo da proteina p70sék1 utilizando a técnica de Western
Blotting, as quais revelaram a diminuigao de 20 % aproximadamente, dessas proteinas, em
ilhotas provenientes de animais LP. Concomitante a esse resultado, realizou-se a
quantificagdo de mRNA para a mesma proteina (Fig. 18) onde se observou diminuicao da
expressao dessa proteina em ilhotas de animais submetidos a restrigao proteica quando
comparada as ilhotas controle (p>0,05).

Na Fig. 19 avaliou-se a quantidade da proteina Akt (PKB) pela técnica de Western
Blotting e a densitometria das bandas revelou uma significante diminuicao da proteina em
ilhotas provenientes de animais desnutridos comparadas as ilhotas provenientes de
animais controle. Mais resultados deverdo ser realizados para confirmacao dos dados

obtidos.
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Fig. 17 - Quantificacdo da proteina p70%%! por densitometria das bandas do gel de poliacrilamida
em ilhotas isoladas de ratos wistar machos NP (M, n=4) e LP (O, n=4). Grupos de 500 ilhotas
permaneceram em Hank’s 2,8 mM de glicose, foram sonicadas e equivalentes quantidades de
proteinas foram aplicadas para a obtencdo da proteina. A quantidade de proteina do grupo LP foi
expressa em porcentagem do NP. Os resultados foram expressos em média * se. * Diferenca
significativa (p<0,05).
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Fig. 18 - Expressdo de mRNA da proteina p70%* em ilhotas isoladas de ratos wistar
machos NP (M, n=4) e LP (00, n=3). Os niveis de mRNA foram semiquantificados através da
técnica de RT-PCR. Os resultados foram expressos em média + se. * Diferenca significativa
(p<0,05).



NP LP

Akt (% do controle)

Fig. 19 - Quantificacdo da proteina Akt por densitometria das bandas do gel de
poliacrilamida em ilhotas isoladas de ratos wistar machos NP (M, n=1) e LP (O, n=1).
Grupos de 500 ilhotas permaneceram em Hank’s 2,5 mM de glicose, foram sonicadas e
equivalentes quantidades de proteinas foram aplicadas para a obtencdo da proteina. A
quantidade de proteina do grupo LP foi expressa em porcentagem do NP.



Esse gel é o resultado de uma padronizagao da técnica. Em virtude disso, nao

fizemos a analise estatistica adequada.

59



60

DISCUSSAO




7 - DISCUSSAQ

7.1- Modelo Experimental e Parametros Bioquimicos.

Ratos jovens, mantidos dos 34 aos 90 dias de idade com dieta contendo 6% de
proteina apresentaram caracteristicas observadas na desnutricdo infantil e modelos
experimentais de desnutri¢do (Weinkove et al, 1976; Heard et al, 1977; Chaves, 1985), tais
como: baixo peso corporal, hipoalbuminemia, teores elevados de glicogénio, gordura
hepética e acidos graxos livres (Figs. 1A e 1B e Tab. I). A auséncia de sinais de edema nao
surpreendeu, tendo em vista a dificuldade anteriormente relatada por outros
pesquisadores em produzir edema em ratos (Widowson & McCance, 1957; Weinkove et
al, 1976; Carpinelli, 1978). E dificil atribuir todas as diferencas observadas entre os ratos
LP e NP exclusivamente a diferenca no teor protéico da dieta. Embora ambas as dietas
sejam isocal6ricas, 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 consideragao.

Nossos resultados mostraram uma diminuicio na concentracado sérica de proteinas
nos ratos submetidos a restri¢do protéica, comuns aos apresentados na literatura (Lunn &
Austin, 1983; Wikes et al. 1996). Ratos mantidos por 7 semanas com dieta hipoprotéica a
partir dos 21 dias apresentaram diminuicio de 25% na concentragao sérica de proteinas
(Okitolonda et al., 1990; Clayessens et al., 1990).

Diminuicdo na insulina sérica em ratos LP também foi constatada em nossos
experimentos (Tab. I) e pode ser explicada baseando-se em trabalhos anteriores
desenvolvidos pelo nosso préprio grupo de pesquisa. Existe uma diminuic@o na massa de
células beta, diminuicio da metabolizacgo de nutrientes (glicose e aminoécidos), alteracdes
morfolégicas e funcionais das ilhotas pancredticas e/ou ainda uma diminuicdo na
captacdo de cdicio pelas células B nas ilhotas proveniente de animais LP (Carneiro et al,
1995; Carneiro et al, 1996; Latorraca et al. 1998 a, b). Os animais LP apesar de
apresentarem baixos niveis de insulina sérica no periodo alimentado, apresentaram uma
glicemia normal quando comparados aos animais NP. E possivel sugerir que 0s animais
LP possuam uma maior sensibilidade ao horménio insulina. Na literatura é possivel
encontrar trabalhos os quais suportam a idéia de que a desnutri¢do possa levar a uma

maior sensibilidade ao referido horménio (Cace et al. 1990; Latorraca et al. 1998a, b).
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Houve também uma elevagio na quantidade de AGLs sérico (Tab. I) nos ratos LP,
isso vai de encontro a trabalhos registrados na literatura (Kumar et al.,1972). Uma possivel
explicacdo € que a insulina, um dos mais potentes inibidores da lipase sensivel a horménio
do tecido adiposo, estando diminuida em animais LP estaria aumentando os niveis de
acidos graxos livres no sangue.

Glicogénio hepatico mais elevado em ratos LP (Tab. I), também foi apresentado em
nossos experimentos. Ratos desnutridos avaliados com 28 dias de vida apresentaram
aumento do glicogénio hepético em 32% em relagio aos controles (Okitolonda et al., 1987;
Clayessens et al, 1990). Este aumento pode ser causado pela ineficdcia do horménio
glucagon e a menor atividade de diversas enzimas, dentre elas a Glicose 6-fosfatase
{Galdino et al., 2000).

Avaliamos a gordura hepética e observamos um aumento da mesma em ratos LP
quando comparada a ratos NP (Tab. I). Estes dados podem ser confirmados por autores
que encontraram 0s mesmos resultados em seus experimentos {Alleyne et al, 1972;
Kumar et al., 1972; Trindade et al., 1986). Devido a menor secrecdo de insulina e
conseqiiente aumento de AGLs no sangue dos animais LP, estariam ocorrendo um maior
fluxo destes AGLs para o figado e, provavelmente, a chegada de lipidios no figado seria
maior que a saida, gerando assim, um actimulo (Lewis et al, 1964). Outra hip6tese é que 0
aumento de carboidratos na dieta hipoprotéica poderia estar sobrecarregando o figado,
pois parte destes carboidratos se depositaria como glicogénio e parte como lipidios.
(Trindade et al., 1986). Pode, ainda, estar ocorrendo defeitos na liberagdo dos triglicerideos
hepaticos, devido a redugo de protefnas transportadoras (lipoproteinas) cuja sintese seria
também sensivel a restricao protéica. (Kumar et al,, 1972).

Os aminoécidos (AA) podem ter mdltiplas fungdes, dentre elas agir como substrato
para gliconeogénese. Podem ainda regular o turnover de proteinas e neurotransmissores e
ainda exercer papel de transdutor de sinais intracelulares. Vérias formas de desnutricdo,
traumas, febre, queimadura, podem alterar o perfil de aminodcidos no plasma bem como
seu metabolismo nos tecidos (Bruhat & Fafournoux, 2001). Diante do papel importante
destes nutrientes em organismos vivos, bem como em nosso modelo experimental no qual
se baseia em restricdo protéica, avaliamos na fig 2A, e 2B, os niveis plasméticos de

aminoécidos, nesse modelo experimental.
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Em jejum (fig. 2A), observamos uma redugdo de Taur, Hypro, Thr, Asn, Val, Met,
lie, Phe, 3-Mhis e um aumento dos aminoécidos Asp, Ser, Homocys e Hylys detectados no
plasma de animais LI’ quando comparamos aos animais NP, J& no estado alimentado (fig,
2B), houve uma redugao dos aminoéacidos Ser, Gln, Gly, Ala e b-Ala e um aumento de Ser,
Gln, Gly, Ala, e b-Ala. Esta reducéo na quantidade de amino4cidos no plasma de animais
LP, tanto em jejum com alimentado, permite concluir que a restri¢io protéica a que estes
animais foram submetidos alterou seu perfil no plasma, mantendo assim, os sinais de
desnutricao. Além disso, promoveu diversos ajustes nas fungdes fisiologicas deste
organismo por modular a expressdo de numerosos genes como observado por Bruhat &
Fafournoux, 2001.

Entre as alteragdes no perfil de aminoécidos causadas pela desnutricio podemos
destacar a reduc@o da Taur, Leu, Ileu, O e Arg, tanto em jejum como no estado
alimentado. Estes aminoécidos sabidamente participam do processo secretério tendo um
papel primordial no mecanismo de secrecio de insulina e no tamanho das ilhotas
(Hansen, 2001; Cherif et al., 1996; Farfournoux, Bruhat & Jousse, 2000) Alguns destes
aminoécidos sao capazes, por si s6, de desencadear o processo secretério de insulina e por
isso foi objeto de estudo neste trabalho.

E importante salientar ainda o aumento da Ala que foi 2,9 vezes maior no grupo LP
no estado alimentado, em relacdo ao grupo NP. Favoraveis a esta hipétese sio os teores de
alanina aumentado como destacamos aqui, sugerindo assim aumento de substrato para
indugao desta via nos animais LP, pois este aminoécido tem papel primordial no processo
de neoglicogénese. Dados da literatura demonstraram que a desnutricao intra-uterina e
também poés-uterina induz mudancas no contetdo e atividade de enzimas como
glicoquinase (GK) e a fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) no tecido hepético,
enzimas fundamentais para glicélise e a gliconeogénese, respectivamente. Estas enzimas
sdo fortemente reguladas pelos niveis séricos de insulina {Desai et al, 1995). No modelo
experimental em estudo, nossos animais apresentam baixos niveis de insulina, e isto deve
contribuir para o aumento da gliconeogénese.

Outro ponto de destaque € o perfil de proteinas soltveis (fig. 3) apresentado pelas
células das ilhotas de Langerhans deste modelo experimental. Essas proteinas sio
fisiologicamente importantes para o processo de secregdo de insulina. Nés verificamos por

eletroforese, aumento e/ou diminuicao dessas proteinas quando comparadas ao controle.
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Quando avaliamos o total de proteinas nas ithotas de Langerhans, notamos que nao existe
diferenca significativa entre os dois grupos estudados. Porém o perfil eletroforético mostra
que estdo alteradas e poderd com isso ajudar a explicar os baixos niveis de secrecio

apresentada por esse modelo, tanto “in vivo” quanto “in vitro”.
7.2 - Secrecao de Insulina em Presenca de Leucina e CCh

Embora nao necessdria para regulacao da secreqdo de insulina estimulada por
nutrientes, a modulagao neural exercida nas células beta é importante para assegurar uma
perfeita homeostase da glicose. Numerosos estudos, usando diferentes modelos
experimentais, tém demonstrado que acetilcolina aumenta a liberagiio de insulina agindo
diretamente sobre 0s receptores muscarinicos, (subtipo Ms) nas células B (Woods & Porte,
1974; Hermans, Schmeer & Henquin, 1987; Boschero et al, 1995; Bordin et al, 1995). Esses
receptores colinérgicos estdo acoplados a uma PLC e tem seu efeito mediado por proteina
G (Henquin & Nenquin, 1988; Santos & Rojas, 1989; Verchere et al, 1991; Boschero et al,
1995). ,

Em presenca de concentragdes fisiolégicas de céalcio, a acetilcolina induz
despolarizacdo da membrana das células B, podendo resultar em um influxo de Na* e/ou
Ca? na célula (Cook, Crill & Porte, 1981; Henquin et al, 1988; Santos & Rojas, 1989;
Hughes, Chalk & Ashcroft, 1990; Gilon & Henquin, 1993). O Acamulo intracelular de
Na* pode mobilizar Ca?* de estoques distintos daqueles sensiveis ao IPs. Finalmente, a
geracao de DAG como um produto do aumento do turnover do fosfatidil inositol, ativa a
PKC aumentando assim a secrecdo de insulina (Henquin et al, 1988; Prentki &
Matischinsky, 1987).

Esses nutrientes insulinotrépicos estimulam a liberac@o de insulina aumentando o
pool de cdlcio no interior das células B pancreaticas (Malaisse, Brisson & Baird, 1973;
Sener et al, 1990). Este acimulo de célcio pode ser o resultado da reducio na saida do ion
mediada pelo co-transporte Na*/Ca?* e a estimulacdo do influxo de célcio através dos
canais de calcio sensiveis a voltagem (Malaisse, Brisson & Baird, 1973; Meissner &
Preissler, 1979; Herchuelz, Sener & Malaisse, 1980; Herchuelz, Couturier & Malaisse,
1980).

64



Qutros nutrientes podem alterar a permeabilidade ao K+ e estimular a secrecao de
insulina (Floyd et al, 1963; Henquin & Meissner, 1981; Blacher et al, 1989). Leucina, como
ja@ demonstrado neste trabalho, aumenta a secrecio de insulina “in vitro”. Esse
aminoécido, através da alteracdo dos fluxos idnicos modifica o potencial de membrana das
células B, influenciando assim a permeabilidade ac calcio, (Henquin, 1980; Herchuelz et
al, 1984; Blacher et al, 1989; Sener et al, 1990}. O amino4cido leucina entra diretamente no
ciclo de Krebs, e a exemplo da glicose precisa ser metabolizado para geracao de ATP. Ele
também estimula a secregdo de insulina ativando alostericamente a enzima glutamato
desidrogenase em mitocondrias das células B. Ambos, acetil-CoA e a-cetoglutarato
parecem ser necessarios como substratos do ciclo de Krebs para ativar completamente a
mitocdndria das células B (Xu et al, 2001).

A elevacao da glicose e aminoécidos extracelulares em ilhotas pancredticas isoladas
determina a estimula¢do preferencial dos eventos oxidativos mitocondriais, incluindo
aumento da atividade da langadeira de glicerol fosfato, descarboxilacdo do piruvato e
oxidagdo dos residuos acetil no ciclo de Krebs em relago ao fluxo glicolitico (Sener &
Malaisse, 1987; Malaisse e Sener, 1988; De Vos et al, 1991). A aceleracao da lancadeira de
glicerol fosfato pela glicose, deve-se em parte ao aumento do Ca?* no citosol, induzindo
ativagdo de uma FAD ligada a glicerofosfato desidrogenase mitocondrial (Sener &
Malaisse, 1992; Malaisse, 1993). Portanto, as estimulagdes preferenciais dos eventos
oxidativos estdo prejudicadas em vérios modelos de disfuncdo das células B caracterizados
por uma alteracdio seletiva na resposta secretéria induzida pela D-glicose e de outros
nuirientes metabolizdveis (De Vos, Schuit & Malaisse, 1991; Malaisse & Sener, 1992;
Cherif. Et al, 2001).

A estimulacdo dos eventos oxidativos é essencial para assegurar a funcio sensora-
metabélica do pancreas endécrino, uma vez que esses eventos fornecem a maior parte do
ATP gerado pelo catabolismo da glicose e de aminoécidos (De Vos, Schuit & Malaisse,
1991; Malaisse & Sener, 1992; Newgard & McGarry, 1995). Dessa forma, avaliamos a
secrecao de insulina em presenca de leucina e também associada ao CCh. A leucina foi
capaz de produzir aumento na secrecao de insulina nos dois grupos de ilhotas estudado
na auséncia de CCh, porém este aumento foi significativamente menor nas ilhotas
provenientes de animais LP (fig. 7). Uma possivel explicagio para isto seria o

comprometimento do metabolismo deste aminodcido, Cherif et al, 2001 observaram
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reducdo da secrecdo de insulina quando as ilhotas foram expostas a leucina e seu
derivado, o cetoisocaproato, em ilhotas de animais submetidos ao modelo experimental
semelhante ao estudo deste trabalho.

Para testar o0 envolvimento do metabolismo da leucina nos avaliamos na fig.10 a
oxidagdo deste aminodcido em ilhotas de Langerhans do animal NP e LP. Nos
encontramos que o metabolismo deste aminoédcido estd comprometido em ilhotas do
grupo LP, isto explica, em parte, a pobre secrecac de insulina observada neste modelo
quando estimulado por esta substincia. Quando utilizamos o metabélito primério da
leucina o cetoisocaproato, nés observamos que os valores absolutos de secrecio de
insulina também foram menores nas ilhotas de animais LP, Fig 13. Resultados semelhantes
foram também observados por Cherif et al, 2001, em ilhotas fetais de ratos que sofreram
desnutricao intra-uterina. O comprometimento do metabolismo celular gerado pelo
quadro de desnuirigdo a que foram submetidos estes animais prejudicou a resposta
secretéria de insulina em LP, para leucina e outros agentes insulinotrépicos. Por outro
lado, temos também evidéncias da literatura de que o aminodcido leucina, em
concentragdes fisiolbgicas, ap6s sua oxidacao em células B, induz sinais metabélicos que
estimulam através da ativagdo da via de sinalizacdo da mTOR, a fosforizagéo de proteinas
como a p70S¢k (quinase), proteinas responsaveis por aumentar a proliferacao celular( Xu, et
al, 2001). Portanto, a leucina serve como combustivel mitocondrial e ativador alostérico da
enzima glutamato desidrogenase (GDH) a qual converte glutamato a alfa cetoglutarato ,
favorecendo a producdo de ATP. Diante disso, o comprometimento do metabolismo de
aminoacido apresentado em ithotas LP (fig.10) em associacio com a reducdo p70seK
(quinase) pode contribuir para reduzir a funcio das células B e ajudar a explicar a pobre
secrecdo apresentada neste modelo experimental.

Com bases nessas informagdes da literatura descrita acima sobre o metabolismo da
leucina em células produtoras de insulina, e de que nosso modelo experimental consiste
em reducdo da ingesta de proteina desde a fase de desmame até a fase adulta, nés
Investigamos algumas proteinas que possivelmente estdio relacionadas com o
envolvimento da leucina na regulacdo do metabolismo. Na fig 18, mvestigamos através da
técnica PCR os niveis de mRNA em ilhotas de animais NP e LP da p7056K. Nossos
resultados mostram uma significativa reducio da quantidade de RNA mensageiro desta

proteina neste modelo experimental. Além disso, verificamos também os niveis protéicos,
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fig 17, em extrato dessas ilhotas e novamente observamos reducio do contetido da mesma.
Outra importante via que estd indiretamente relacionada com a via de sinalizacio da
mTOR ¢ a via da AKT/PKB, cuja ativagdo em células B “in vivo” produz aumento no
tamanho e funcdo destas células {Bernal-Mizrachi, et al 2001). Pensando neste principio,
nés também avaliamos o contetido desta proteina em células B pancredticas desses
animais e os resultados preliminares indicam que os processos de restricao protéica que
passaram estas ilhotas indicam uma tendéncia de reducao nos niveis protéicos fig.19. A
associacdo destes resultados relacionada com a reducio do metabolismo do amino4cido
leucina pesa para um comprometimento da regulagéo dos processos metab6licos que estio
envolvidos na geracdo de ATP e como conseqiléncia podem explicam a redugio de
insulina encontrada em ilhotas LP quando estimulada por leucina ou seu metabélito
primario cetoisocaproato.

Quando associamos leucina com CCh (fig. 4 e 5), as ilhotas controle
potencializaram a secredo de maneira dose dependente. As ilhotas provenientes de
animais LP ndo responderam ao CCh de maneira eficiente, somente a partir de 100 uM que
exibiu resposta a este agente potencializador. As ilhotas LP exibiram uma menor
sensibilidade a este agente. Este resultado pode ser comprovado pelos achados da
literatura que demonstraram que a mobilizagio de célcio induzida por CCh é dependente
dos eventos oxidativos mitocondriais (Schofl et al, 2000) e nossos resultados ja
demonstrados na Fig 10, sugerem comprometimento do metabolismo de leucina, uma vez
que esse secretagogo necessita ser oxidado para que possa promover seus efeitos. Como
discutimos anteriormente, nosso modelo experimental produz reducdo nos niveis de
leucina tanto em jejum como no estado alimentado e esta condicao pode favorecer
respostas adaptativas que permitam & mitocondria das ilhotas destes animais
responderem de maneira distinta. Isto pode ser evidenciado quando analisamos as figuras.
Fig 17, Fig 18 e Fig 19, onde observamos reducao tanto no mRNA com do contetido dessas
proteinas, cujas funcbes esta relacionadas com o metabolismo celular e vias de
crescimento, e pode explicar a pobre secreqdo de insulina apresentada pelas ilhotas LP.

A elevagao da glicose em associagio com leucina e CCh (Fig, 5) produziu resultado
semelhante ao observado na Fig. 4, ou seja, as ilhotas LP foram novamente incapazes de
secretar insulina semelhante ao grupo controle. Essa associagiio, provavelmente deve

exigir mais do metabolismo oxidativo destas células.
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Como discutida anteriormente a elevacgdo dos niveis de glicose e aminoécidos
extracelulares em ilhotas pancredticas isoladas, determina a estimulacao preferencial dos
eventos oxidativos mitocondriais, incluindo aumento da atividade da langadeira de
glicerol fosfato, descarboxilagdo do piruvato e oxidacao dos residuos acetil no ciclo de
Krebs. A aceleracdo da lancadeira de glicerofosfato pela glicose, deve-se em parte ao
aumento do Ca? no citosol, induzindo ativacdo de uma FAD ligada a glicerofosfato
desidrogenase mitocondrial

Em funcéo dessas informagdes da literatura analisamos na Figs. 6A e B, a secrecao
dindmica de insulina e também o efluxo de #Ca (Fig. 7A e B), em presenca de leucina e
CCh. As ilhotas LP novamente néo responderam de maneira eficiente, porém
apresentaram uma mobilizagdo de célcio significativamente maior quando comparada
com as ilhotas NP. Recentemente foi demonstrado em modelo experimental semelhante ao
nosso, uma redugao da enzima glicerofosfato desidrogenase (Rasschaert et al, 1995), cujos
niveis de célcio sdo essenciais para seu funcionamento, como discutido anteriormente.
Talvez a maior mobilizacio de célcio encontrado na Fig. 7A esteja relacionada a redugdo
desta enzima e do possivel comprometimento do metabolismo do nutriente neste modelo
experimental.

Semelhante ao observado na Figs. 6 A e B, elevamos a concentragéo de glicose de
2.8 para 8.3 mM em associacao com leucina. Novamente as ilhotas LP foram incapazes de
elevar sua secreq@o de maneira semelhante as ilhotas NP, Figs. 8A e B. Como fizemos tal
associacdo (glicose e leucina) nossa esperanca era de que o aumento da concentracio de
glicose melhorasse a resposta secret6ria, porém o que observamos foi um aumento da
secrecgo de insulina em ilhotas de animais NP e nenhuma alteraciio na secregdo das ilhotas
LP. O efluxo de célcio nessa condigao nao se alterou, sugerindo com isso que o aumento na
concentragdo de glicose nao foi capaz de reproduzir o aumento do efluxo observado na
Fig. 9, em ithotas LP. Isto indica que essas ilhotas j4 atingem a elevacio méxima deste fon
com a concentracdo sublimiares de glicose e supralimiar de leucina em associacio com
CCh. Com o efluxo semelhante com mostra a Fig 8, deveriamos observar comportamento
secretorio semelhante, porém o que obtivemos foi aumento da secrecio somente em
ilhotas INP. Portanto, a resposta secretéria deficiente apresentada neste modelo parece ser
complexa e depende de um conjunto de varidveis, entre elas, dos niveis de célcio e do

contetido de proteinas que participam do processo de acoplamento/ estimulo e secrecio.
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A via glicolitica tem um papel primordial e exerce um controle fino no processo
secretorio estimulado por glicose. Com o intuito de verificar a participacio desta via no
processo de acoplamento estimulo/secreqao em associacio com leucina, avaliamos na Fig.
12 a resposta secretéria ao gliceraldeido na auséncia ou na presenca deste aminoécido.
Este metabdlito isolado ou em associacéo a leucina foi eficaz em produzir aumento nos
dois grupos de ilhotas estudadas, porém este aumento foi sempre maijor nas ilhotas NP,
Agora a magnitude de aumento foi semelhante nos dois grupos de ilhotas. Isto sugere que
0 controle ou o ATP disponivel produzido neste compartimento celular em associaciio ao
da leucina, foi capaz de promover 0 mesmo grau de aumento na secrecio de insulina.

Também avaliamos a produgdo de AMPc (utilizando IBMX como estimulo) em
associagao com leucina para verificar comprometimento de proteinas envolvidas nestas
vias, através da avaliagdo da capacidade secret6ria de insulina. Nos encontramos, Fig 14
que o IBMX sozinho ou em associacdo com leucina induziu aumento nas ilhotas
proveniente do grupo NP e LP, mas os valores absolutos de secrecio foram maiores nas
ilhotas NP. Porém o delta de secrecdo parece ser semelhante nos dois grupos estudados.
Isto indica que as ilhotas LP conseguem responder bem a producio de AMPe e como
conseqiiéncia conseguem ativar as proteinas envolvidas nesta via de potencializacio da
Secrecao.

Quando utilizamos um ativador da PKC, (PMA) em associacdo com leucina este
ativador produziu alteracdes significativas na secrecao de insulina das ithotas LP. Houve
reducdo da secregdo quando utilizamos somente 0 PMA ou em associagio com a leucina,
seja em valores absolutos ou quando se avalia o delta secretério {fig. 15). Estes dados estio
de acordo com resultados anteriores onde se demonstrou que 0s niveis de mRNA e do
contetido de proteina da PKC estdo reduzido em ilhotas de animais LP (Ferreira et al,
2003). A reducdo desta proteina em associagio com a reducio apresentada em outras
proteinas chaves no metabolismo celular, demonstrada aqui neste trabalho, Fig, 17, 18 e
19, poderiam explicar a pobre secrecao apresentada por este modelo quando o estimulo foi
a leucina, e em parte, pode também justificar algum resultado encontrado quando o
estimulo foi potéssio (Fig 11) e por fim potencializado com carbacol.

N6s também verificamos a possibilidade de que a recuperagdo nutricional pudesse
reverter o quando ja instalado. Isto se justifica, pois o processo de desnutricio afetou o

nivel sérico de aminoécidos, metabolismo das células B 2 leucina e o contetido de

69



proteinas fundamentais para a manutencdo do metabolismo celular do tecido pancredtico
end6crino. Apés recuperacao de 20 dias a resposta para leucina foi restaurada quando em
presenqa de baixa glicose, porém quando fizemos a associagio entre leucina e carbacol,
nao foi possivel obter a reversao total da secregdo Fig 16A. Quando as ilhotas LP precisam
potencializar a resposta secretfria, essas ilhotas ndo conseguem responder de maneira
semelhante as ilhotas NP, isto sugere alteracdes no contetido de proteinas chave no
processo secret6rio. Explicagdes provéveis para isto sdo nossas observacdes em que 0s
niveis de PKC estéo reduzidos neste modelo em estudo, (Ferreira, et al, 2003). Além disso,
observamos também (Fig 15) a incapacidade destas ilhotas em potencializar a secreao
quando utilizamos um ativador da PKC em associacio com leucina.

Quando aumentamos a concentracio de glicose no meio de incubagio em
associagao com leucina em ilhotas provenientes de animais que foram recuperados
nutricionalmente, Fig 16B, verificamos que as ilhotas LP foram eficientes em responder a
estes estimulos de maneira semelhante ao controle, mas novamente quando adicionamos
CCh no meio de incubacio as ilhotas LP nao foram capazes de potencializar a secreGdo
como as ilhotas NP, mais uma vez estes resultados favorecem a hip6tese de reducio do
contetido de proteinas estratégicas para a fisiologia da célula B.

Nossa principal proposta neste trabalho foi estudar a modulagao colinérgica em
presenca de leucina. A justificativa para isso estd, em primeiro plano relacionado aos
baixos niveis séricos desse aminoécido encontrado neste modelo experimental (fig.2A e B).
Outro ponto de destaque foi o mecanismo de agdo, que para exercer seu papel
insulinotrépico precisa ser metabolizado. Com o intuito de melhor avaliar a participacéo
deste aminoacido, utilizamos alta concentraciio de potdssio o qual sabidamente induz
secrecdo de insulina somente por despolarizar a membrana das células B. Com este
protocolo poderiamos avaliar a acdo do CCh independente do metabolismo celular,
constituindo assim, para entender os mecanismos pelo qual a células B de animais LP néo
respondem com eficiéncia a0 amino4cido estudado, uma vez que somente exerce seu
efeito quando é metabolizado.

Alta concentrag@o potéssio foi capaz de aumentar a secrecdo de insulina nos dois
grupos de ilhotas na auséncia de CCh, porém este aumento foi significativamente menor
nas ilhotas provenientes de animais LP, fig. 11. Uma possibilidade é que este agente ndo

consiga induzir despolarizacao e seja capaz de mobilizar célcio e sensibilizar a maquinaria
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enzimatica para secretar insulina com eficiéncia. Quando introduzimos o CCh a resposta
das ilhotas NP ocorreu de maneira dose-dependente, enquanto que em ilhotas LP nao
produziu efeito significativo, semelhante o ocorrido quando estimulado com aminodacide.
Esta analise permitiu caracterizar que as ilhotas LP s&o menos sensiveis ao CCh, que as
ithotas NP, diante dos estimulos utilizados, seja usando um agente metabolizavel ou que
somente despolarize a membrana das células B.

De forma especulativa poderiamos inferir que as ilhotas LP nao responderam
porque o estimulo com potéssio nao foi suficiente para ativar todas as vias envolvidas no
processo secretério. Nossos resultados sugerem que em ilhotas LP haja um
comprometimento da despolarizacdo ou que a cascata de eventos enziméaticos envolvidos
na metabolizacdo, despolarizac@o e secregéo de insulina foram afetados pelo processo de
desnutricao.

Por fim, os resultados adquiridos com o uso de alta concentragao de potdssio e
leucina associados com CCh, recuperacio nuiricional e expressdo e quantificacao de
proteinas envolvidas com o metabolismo energético das ilhotas de Langerhans, confirmam
que o periodo de restricao a que foram submetidos os animais LP conferiu mudancas no
metabolismo bem como na despolarizagéo celular das células B, como conseqtiéncia houve
um prejuizo na resposta secretéria frente a estes estimulos. Também destacamos as
enzimas envolvidas no processo de acoplamento estimulo/ secregio de insulina, que foram
afetadas por este processo, contribuindo para o comprometimento do mecanismo de
secrecdo, explicando assim a pobre resposta secret6ria apresentada pelas ilhotas de

animais submetidos a restri¢do protéica a estes agentes insulitrépicos aqui estudados.
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8 - CONCLUSAQ

Em funcao dos resultados obtidos, podemos concluir que periodo de restricio
protéica a que esses animais foram submetidos alterou, em ilhotas de Langerhans, a
mobilizacdo de célcio € a resposta secretéria de insulina frente 2 leucina em presenca de
CCh. Essas alteragdes estdo relacionadas ao comprometimento do metabolismo de leucina
e ao processo de despolarizacao das células B neste modelo experimental. Podemos
afirmar também que vias importantes no processo secretério como a gliclise e o ciclo de
Krebs estao sendo afetados neste modelo animal, uma vez que a estimulacdo dessas vias
nao reverteu o quadro secretério em associagdo com leucina. A recuperacio nutricional
reverteu, em parte, a resposta secretdria frente a estimulos como leucina. Por fim, a
reducdo de proteinas envolvidas com a sintese protéica e a proliferacio celular pode

ajudar a explicar a reducdo da secrecao de insulina apresentada neste modelo animal.
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