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INTRODUCAO

A desnutricao tem sido considerada por alguns pesquisadores como
possivel causa do diabetes melito na infancia e na fase adulta (JAMES & COORE,
1970; DAHRI, et al, 1995). Observacgdes em criancas desnutridas e em animais
experimentais sugerem que a base dessa ligacido estd relacionada com a
deficiéncia nutricional no inicio do desenvolvimento das células B das ilhotas de
Langerhans (PHILLIPS, et al, 1994).

Essas observacdes podem ser confirmadas quando gestantes sio
submetidas a dieta isocalérica com baixo teor protéico provocando em sua prole,
ao nascer, reducao no tamanho e nimero das células B, e conseqilentemente
resposta secretdria reduzida quando submetidas a estimulacio com diferentes
substancias insulinotropicas (SWENNE, et al 1988; SNOECK et al, 1990; DAHRI et
al, 1991; SWENNE, 1992; PHIPPS, et al, 1993 & DARHI, et al, 1994). Essas
alteragdes, observadas na fase inicial do desenvolvimento do pancreas endécrino,
podem repercutir na fase adulta mesmo apés recuperacéio alimentar de filhos de
maes que receberam dieta com baixos teores de proteina (SNOECK, et al 1990;
DAHRI, et al 1994).

Varios estudos tém demonstrado que a desnhutricio predispde ao
aparecimento de diabetes em populagdes adultas. Também tem sido descrito que
a desnutric@o cronica prejudica tanto a tolerancia a glicose quanto a reserva
secretéria de insulina das células B (RAO, 1984; RAQ, 1988; RAO, 1990; RAO,
1993; ABDULKANDIR et al, 1989; WIYONO, MORIMOTO & TANIGUSHI, 1989 &
KOKO et al, 1992). Uma das formas de deficiéncia protéica conhecida que pode
estar envolvida na geracdo do diabetes é o Kwashiorkor. Esses pacientes

apresentam toleréncia a glicose reduzida e resposta secretoria insulinica



deficiente quando o pancreas é estimulado pela hexose. Outra forma de
deficiéncia nutricional que também pode estar implicada na génese do diabetes é
o Marasmus, doenga caracterizada por desequilibrio no balango energético. A
associag&o dessas sindromes pode estar envolvida na prevaléncia do diabetes em
populagdes que foram submetidas a deficiéncia protéico-calérica em diferentes
fases da vida (HADDEN, 1967; CRACE, SWENNE & MILNER, 1989; WIYONO,
MORIMOTO & TANIGUSHI, 1989 & SWENNE et al 1992).

Duas modalidades de diabetes, claramente distintas dos dois tipos
classicos dessa enfermidade relacionados com as formas de desnutrigdo
descritas acima, tém sido relatadas em populagdes tropicais (AHUJA, KUMAR,
1975; HUGH-JONES, 1985; WHO, 1985; RAO, 1988; RAO, 1990; RAO, 1993;
WIYONO, MORIMOTO & TANIGUSHI, 1989; ABDULKANDIR, 1989, & AKANJI,
1990). A primeira denominada Tipo J, cujos portadores clinicamente apresentam:
moderada desnutri¢do, severa hiperglicemia, resisténcia a insulina e auséncia de
cetose, ndo respondem as sulfoniluréias e dependem de insulina para o controle
da glicose sangiiinea (RAO, VIGG, & RAO, 1983 & RAO, 1988).

A segunda modalidade chamada Diabetes Pancreatico Tropical é
caracterizada por: inicio agudo, desnutricdo profunda, hiperglicemia severa,
insuficiéncia pancreatica exécrina e presenca de calcificagdes no parénquima
pancreatico. Os pacientes respondem ocasionalmente as sulfoniluréias e
necessitam de insulina para manutengdo da glicemia (VISWANATHAN, 1980 &
RAO, 1993). Embora a interagc@o dessas modalidades de diabetes com a
desnutricao tenha sido exaustivamente investigada, os mecanismos envolvidos na

génese da doencga ainda nao estao esclarecidos.

Foram observadas, em criangas desnutridas, alteragcdes no
metabolismo dos carboidratos, reducdo da insulinemia basal, intolerancia a
glicose e resisténcia periférica a insulina exégena. Isto demonstra que o problema

€ bastante complexo envolvendo varias etapas, desde a metabolizagao do



nutriente na célula B, passando pela secrecéo da insulina e a interagéo desse
horménio com receptor na membrana das células dos tecidos alvo (BOWIE, 1964;
HADDEN, 1967; OXMAN et al, 1968; JAMES & COORE, 1970; ALLEYNE et al, 1972;
BECKER et al, 1975; BAIG & EDOZIEN, 1985 & CZECH, 1995).

Algumas dessas observagdes foram confirmadas em animais de
experimentacao. Assim, reducéo da insulinemia basal e intolerancia a glicose
foram registradas em ratos e coelhos desnutridos (HILL et al, 1970; HEARD &
STEWART, 1971; ANTHONY & FALOONA, 1974; TURNER et al, 1974; WEINKOVE
et al, 1976; KABADI et al, 1976; CARPINELLI, 1978; HEARD et al, 1977 &
MOLDAWER et al, 1981). Estudos mais recentes, utilizando ratos alimentados com
baixos teores de proteina, tém caracterizado essas anormalidades na
homeostase da glicose, determinando sua evolugdo temporal e sua parcial
reversido quando recuperados com dieta controle (DOLLET et al, 1985;
OKITOLONDA et al, 1987 & ESCRIBA et al, 1991).

Insensibilidade marcada das células B a varios nutrientes
insulinotropicos, e alta sensibilidade dos tecidos periféricos a insulina, foram as
duas caracteristicas mais importantes nesses ratos, que podem explicar porque
os mesmos n&o desenvolveram intolerancia a glicose quando submetidos a dieta
com baixo teor de proteina ou, recuperados com dieta controle (OKITOLONDA et
al, 1988 & ESCRIBA et al, 1991). Por outro lado, outros autores encontraram, apos
desnutricdo cronica produzida por restricdo alimentar (em torno de 60% da
ingesta dos animais-controle), relativa hipoglicemia associada a reducdo da
secrecdo de insulina e de glucagon. Baseado nesses dados, propuseram que a
tendéncia a hipoglicemia nesses animais provavelmente se deve a diminuicéo da
secrecéo do glucagon. Concluem também que esse modelo de desnutrigdo, por
deprivacao nutricional, é distinto do modelo baseado na redugéo protéica, no qual
o glucagon de jejum esta normal(RAO, 1995).



1. Desnutricao Protéico-Calérica e Secrecao de Insulina

Aceita-se que a desnutricao protéico-calérica altera a homeostase de
glicose resultando em intolerancia a hidratos de carbono (BECKER, 1983).
Estudos recentes usando ratos alimentados com dieta hipoprotéica, tém
caracterizado essas anormalidades na homeostase da glicose, e tem determinado
sua evolugao temporal, apds recuperacio alimentar desses animais com dieta
controle (DOLLET et al, 1985; OKITOLONDA, et al, 1987 & SWENNE, et al, 1987).

Ratos alimentados com baixos teores de proteina por longo periodo,
apresentaram em jejum menores niveis de glicose plasmatica e de insulina
circulante quando comparado aos controle. Também apresentaram alteracodes ao
teste de toleradncia a glicose oral (GTT-ORAL), mas nao desenvolveram
intolerancia a glicose. (YOUNOSZAY & DIXIT, 1980; LEVINE et al, 1983 &
OKITOLONDA et al, 1987).

Em contraste, ratos privados de proteina, durante 3 a 4 semanas
apresentaram intolerancia a glicose, e essa caracteristica se intensificou apos
administrac&o de uma carga intravenosa de glicose (WEINKOVE, et al, 1976 &
MELLO & CURY, 1989). Um longo e duradouro processo de desnutrigdo aumenta a
vulnerabilidade da célula e portanto pode facilitar o desenvolvimento do diabetes
em individuos geneticamente predispostos, na presenca de resisténcia a insulina
durante a demanda aumentada do horménio ou apds agressado toxica ou viral
(OKITOLONDA, BRICHARD & HENQUIN, 1987 & RAO, BETSCHART & VIRJI, 1991).

YOUNOSZAY & DIXIT (1980) & MELLO et al (1990), observaram
redugéo na secrecdo de insulina em ilhotas isoladas de ratos hipoprotéicos,
quando estimuladas com glicose. Contudo, esses pesquisadores n&o
determinaram claramente qual ou quais etapas do processo secretorio estavam
comprometidos. Outros estudos sugeriram decréscimo na quantidade dos

transportadores de glicose na membrana das células B de pancreas de ratos



tratados com dieta hipoprotéica (DIXIT & KAUNG, 1985). No entanto, esses
pesquisadores, em estudo posterior, relataram que a liberacdo de insulina
estimulada por glicose, foi proporcional a quantidade de tecido endécrino
existente no pancreas. A partir dessas caracteristicas, concluiram que n3o ha
defeito no mecanismo de liberagdo de insulina glicose-dependente nas ilhotas de
ratos carentes em proteina (DIXIT & SORENSON, 1988). Essa conclusdo pode ser
contestada quando se compara os dados obtidos em ratos e em criangas
desnutridas onde foram observadas; redugao na massa e volume das células B,
aumento das ceéelulas A e D, menor produgédo de insulina, varios graus de
degeneracao de todos os tipos celulares das ilhotas (destruicio da membrana
celular, reducéo de ribossomos, edema mitocondrial). Ainda, foram observados
mudanc¢as hormonais significativas incluindo altos niveis de cortisol e horménio do
crescimento acompanhados de baixos niveis de insulina. Em adicdo a essas
alteragbes, as células B apresentaram uma alta proporcido de granulos
precursores de insulina (KOKO et al, 1992; SWENNE et al, 1992 & BROOKS et al,
1993).

Mais recentemente, foi demostrada em ilhotas isoladas de ratos
desnutridos reducédo no conteldo de insulina, menor resposta secretéria de
insulina a glicose ou em combinacao com aminoacidos, baixa atividade da enzima
glicerofosfato desidrogenase (enzima chave da langadeira do glicerol fosfato), e
alteragdo na atividade das transaminases glutamato-alanina e glutamato-
aspartato em homogenado de ilhotas de Langerhans desses animais
(RASSCHAERT et al, 1995). Esses autores concluiram que a perturbacio
encontrada no processo secretério observado em animais desnutridos, deve-se
em parte a baixa atividade da enzima glicerolfosfato desidrogenase em
associacao a outras anormalidades enzimaticas encontradas nessas ilhotas ou em
outros tecidos que participam do controle metabdlico desses animais (SENER,
MALAISSE-LAGAE & MALAISSE, 1993 & RASSCHAERT et al, 1995).



Outro ponto que reforga o papel de comprometimento do pancreas
endocrino, consiste na associagdo da desnutrigdo crdnica por restrigcdo alimentar
com resisténcia hepatica para ambos os horménios insulina e glucagon. A
resisténcia ao glucagon deve-se, em parte, a um defeito poés-receptor e ndo a um
prejuizo da glicogendlise. Foi proposto que a resisténcia ao glucagon leva a um
prejuizo na gliconeogénese sendo este processo uma resposta adaptativa para
economizar proteina a despeito de niveis baixos de glicose plasmatica
apresentada por este modelo experimental de deprivagao nutricional (RAO, 1995
& RAQO, 1995a). O conjunto das alteracdes, observadas nesses estudos,
convergem para o aparecimento a longo prazo de intolerancia a glicose ou a
outros nutrientes e como conseqiiéncia diabetes, principalmente em situagdes
onde exista uma demanda maior de insulina. Concluindo, a série de resultados
discutidos anteriormente, sugere que a deficiéncia secretoria apresentada por
essas ilhotas e bastante complexa podendo estar comprometida em varias etapas,
desde o reconhecimento do nutriente até a secrecdio de insulina e muito

provavelmente a acao desse hormoénio em tecidos alvos.

O processo de secregéo de insulina estimulado por glicose constitui-
se de uma seqiiéncia encadeada de eventos. Inicia-se com o reconhecimento e
subsequente metabolizacio do nutriente pela célula B, gerando um ou diversos

sinais que levam a reducao da condutancia dos canais de K* sensiveis ao ATP

(K'atp) Nna membrana das células secretoras desse horménio. O resultado da
diminuigdo da conduténcia ao K* provoca um actmulo relativo do referido cation
nas células B, com conseqilente despolarizacio da membrana e abertura dos
canais de Ca®" sensiveis a voltagem e influxo desse ion, aumentando assim a
concentracao citosdlica de calcio e ativacio do sistema de microtibulos e
miofilamentos. Finalizando, ocorre migragédo das vesiculas armazenadoras de
insulina em diregcado a membrana e extrusdo do conteido granular para o liquido
intersticial (HADESKOV, 1980; WOLLHIEM & SHARP, 1981; SUTTER, 1982;
PETERSEN & FINDLAY, 1987; GRODSKY, 1989; BOSCHERO et al, 1990; GEMBAL,
GILON & HENQUIN, 1993; BOSCHERO et al 1993 & BOSCHERO, 1996).



O mecanismo exato pelo qual a desnutricio severa pode interferir no
mecanismo de secrec@o de insulina discutido acima, levando a uma resposta
deficiente a estimulagéo com glicose e/ou outros nutrientes insulinotrépicos, nao
esta esclarecido. Contudo, algumas hipoteses podem ser levantadas. Dentre
estas; o comprometimento do metabolismo dos nutrientes (glicose e aminoacidos)
nas células B, o prejuizo na expresséo e atividade da glicoquinase ou de outras
enzimas regulatorias efou transportadores de glicose (GLUT,), as alteragdes dos
subtipos de receptores muscarinicos na membrana celular, as mudancgas nos
eventos iGnicos que levam ao acoplamento estimulo/secrecdo nas mesmas
células, as variagoes nos niveis de AMP, e proteina quinase C (PKC), as
modificagdes na glutationa reduzida e grupos tiois e; as alteragdes na interacgéo
insulina receptor em tecidos alvos (MALAISSE et al, 1974; ASHCROFT, 1980;
HENQUIN & MEISSNER,1981; MATHIAS et al, 1985; BERRIDGE, 1986; HENQUIN,
1987; AMMON, & WAHL, 1989; BLACHER et al, 1989; BOSCHERO et al, 1990;
SENER et al, 1990; RASMUSSEN et al, 1990; BOSCHERO et al, 1990; JONES et al
1991; STEINER & JAMES, 1992; MAZANCOURT et al 1994; BOSCHERO et al, 1995;
CZECH, 1995; RASSCHAERT et al, 1995 & MALAISSE, 1995).

2. Potassio, Calcio e secreg¢ao de insulina

Como ja discutimos antes, mudancas nos fluxos de K* alteram o
potencial de membrana e sob apropriadas circunstancias, os fluxos de Caz“(
BOSCHERO et al, 1990 & GEMBAL, GILON & HENQUIN, 1993).

Através da técnica de “Patch Clamp” 3 tipos de canais de K* foram
identificados em células B pancreatica. Um canal de baixa condutéancia (30-pS),um
de alta (250-pS) ativado por Ca®* e sensivel a voltagem e um terceiro tipo com
condutancia entre (50-80 pS) modulado pela relacao ATP/ADP celular (COOK &
HALES, 1984; STURGESS et al, 1986 & RAJAN, 1990).



Este Gltimo, o canal K* 1, exerce papel fundamental na manutecao do
potencial de repouso de célula B (ASHCROFT, HARRISON & ASHCROFT, 1984 &
ASHCROFT, 1988). O mesmo pode sofrer a acdo de diferentes substancias
desencadeadoras e/ou potencializadoras da secregéo de insulina tais como:
glicose, gliceraldeido, aminoacidos, metabdlitos intermediario do ciclo de Krebs,
bem como de anestésicos, quinina, sulfoniluréias, proteinas quinases, fosfatases e
proteina G (BOSCHERO et al, 1990; SENER et al, 1990; JONES et al, 1991; BOYD
Il et al, 1991; FREDHOLM et al, 1991; CATERRAL & EPSTEIN, 1992 & CATERRAL.,
1995).

Galanina, somatostatina e catecolaminas, horménios de grande
importancia para o controle da secregédo de insulina, também interagem com
esses canais promovendo abertura através de um mecanismo dependente da
proteina G e consequentemente inibe a secregdo do referido horménio (DE
WEILLE et al, 1989 & CATERRAL & EPSTEIN, 1992).

Os canais de K™-ativado por Ca** (K*ca) também sido encontrados em
células B pancreaticas e tém uma condutancia em torno de (200-300 pS). Esses,
sdo dependentes das variacdes das [Ca®']i e do potencial de membrana (MARTY,
1981; HUNTER, et al, 1984; MORRIS, GALLACHER & LEE, 1986). Sua condutancia
pode ser inibida pelo ion tetraetilamoénio e caribdotoxina caracterizando assim
seu papel na repolarizacdo das células B pancreéaticas. No entanto, nao
participam da modulagido do potencial de membrana induzido por glicose
(PETERSEN, FINDLAY, 1987 & KUKULJAN, GONCALVES & ATWATER, 1991).
Contudo, parece exercer funcéo importante na repolarizacio celular, estimulada
por acetilcolina (BORDIN et al, 1995). O conhecimento da modulagdo complexa
dos canais (K'arp e K'c,), pelos diferentes agentes desencadeadores e/ou
potencializadores da secrecéo de insulina, pode constituir-se em ferramenta
importante para entender as possiveis falhas no controle do processo secretoério
nas células B provenientes de animais que receberam dieta deficiente em

proteina.



Os canais de Ca* também exercem um papel fundamental na
fisiologia da célula B. A despolarizagédo celular promovida pela retencio de K™,
ativa os canais de Ca** voltagem dependente regulando a [Caz*]i, e dessa maneira
controlando muitos eventos intracelulares, em especial a secregéo de insulina.
Dois tipos de canais de Ca*? sdo encontrados em células B pancreaticas. 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, FOX & TSIEN, 1985). Um outro, chamado canal de Ca”’»dependente da
voltagem (L), é ativado em um potencial de membrana entre -70 a -50 mV e se
caracteriza por ser sensivel as diidropiridinas. Esses canais podem ser
modulados pelo proprio aumento da [Ca‘"z}i, agindo assim como um sinal para
inativacdo dos mesmos. Essa auto-regulagéo é singular para esses canais, e pode
constituir-se em importante controle da atividade elétrica da membrana e da
secrecdo de insulina quando estimulada por glicose (CHAY,1987). Outros
segundos mensageiros tais como AMP_, inositol trifosfato (IP;), proteinas quinases
e proteina G, também modulam esses canais e conseqilentemente a secrecéo de
insulina.(RAJAN, HILL & BOYD, 1989; ZAWALICH, 1988; BROWN & BIRNBAUMER,
1988).

Substancias ativadoras da adenil ciclase como o forscolina, ou
inibidores da quebra de AMP. como isobutilmetilxantina, promovem uma elevagao
rapida na [Ca®*]; culminando com a potencializacao tanto da primeira quanto da
segunda fase da secrecdo de insulina reforcando assim o papel dos canais (L) nas
células B (HILL, 1987 & HILL, BOYD, 1985). Por outro lado, substancias
antagonistas desses canais como, verapamil, nitrendipine, nimodipine, nifedipine
e diltiazem que se ligam a sitios especificos nestes canais(L), inibem a secrecao
de insulina (MALAISSE & BOSCHERO, 1977; SCRIABINE, 1987 & KEAHEY et al,
1989). O conhecimento da dindmica de funcionamento desses canais permite
compreender os mecanismos pelo qual a desnutrigio pode alterar a homeostase

da glicose no homem ou em outras espécies.



OBJETIVO

Desnutricdo protéico-calérica em ratos pode ser produzida com
facilidade apresentando caracteristicas comuns aquelas encontradas na
desnutricao infantil tipo Kwashiorkor (MELLO, 1985; MELLO et al, 1989). O
presente estudo teve por objetivo desvendar alguns dos possiveis fatores
determinantes da resposta pancreatica deficiente a estimulaciao com diferentes

agentes insulinotrépicos, tendo o rato como modelo experimental.

Para atingir esse objetivo, realizamos estudos “in vivo” e “in vitro”. Os
procedimentos in vivo incluiram a caracterizagdo do modelo de desnutrigdo,
testes de tolerancia a glicose e a insulina. Com relacdo ao procedimentos in vitro,
utilizamos ilhotas pancreaticas isoladas dos animais-controle e hipoprotéicos e
analisamos: morfologia celular; oxidagao da D-[U»MC]gEicose; permeabilidade da
membrana aos ions K* e Ca’; e a secrecéo estatica e dinamica de insulina,
induzida por agentes inicializadores e potencializadores da liberacdo do referido

hormonio.
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MATERIAL E METODOS

1. Animais
Foram utilizados ratos machos, da linhagem Wistar, recém
desmamados (21 dias de vida), distribuidos ao acaso, em 2 grupos

experimentais:

a) Normoprotéicos(Controle): ratos alimentados a partir dos 21 dias até idade
adulta (90 dias) com dieta (25% proteina);

b) Hipoprotéicos: ratos alimentados a partir dos 21 dias até idade aduita (90
dias) com dieta (6% de proteina).

2. Composicao das dietas
As dietas preparadas no Laboratério de Biodinamica,

Departamento de Educacgéo Fisica, Instituto de Biociéncias, UNESP, "Campus”
de Rio Claro, possuiam as composicdes descritas no Quadro 1.
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Quadro 1 - Composicio das dietas

Componentes normoprotéica hipoprotéica
(25% proteina) (6% proteina)
(9/Kg) (9/Kg)
Caseina ™ 315,00 75,00
Amido 183,00 268,00
Glicose 141,00 255,00
Sacarose 150,00 150,00
DL metionina 7,00 0,00
Oleo de milho 150,00 40,00
Mistura de sais 40,00 40,00
Mistura de vitaminas 10,00 10,00
Cloridrato de colina 4,00 4,00
*.Valores corrigidos em fungaoe do conteddo de proteina
caseina

Qradro 2 - Composicao da mistura de vitaminas

Componentes g/Kg
Vitamina A + D2(500,000 Ul A/50.000U1 D2) . 0,60
Vitamina E (500Ul/g 20,00
Vitamina K 0,50
Tiamina Hcl 1,00
Riboflavina 2,00
Niacina 5,00
Vitamina C 20,00
Piridoxina 1,02
Ac. p-aminobenzdico(PABA) 10,00
Biotina 0,05
Pantotenato de calcio 0,20
Inositol 20,00
Vitamina B12 0,005

Sacarose gsp 1 Kg




Quadro 3 - Composicao da mistura de Sais

Componentes g/Kg
Carbonato de calcio 292,90
Fosfato de calcio bihidratado 4,30
Fosfato de potassio monobasico 343,10
Cloreto de sodio 250,60
Sulfato de magnésio 99,80
Citrato de ferro hexahidratado 6,23
Sulfato de cobre 1,52
Cloreto de zinco 0,20
Sulfato de manganés monohidratado 1,21
lodeto de potassio 0,005
Molibidato de aménio tetrahidratado 0,015
Selenito de sodio pentahidratado 0,015

3.Composicao Corporea

Apods sacrificio os animais foram evicerados pela remogido do
estdmago e dos intestinos. Nas carcagas, assim obtidas, foram avaliados os
seguintes parametros: peso corpéreo fresco, peso corpéreo seco, agua
corpérea total e peso em gordura. Apos determinacéio do peso fresco, as
carcagas foram colocadas em estufa a temperatura entre 55 a 60 °C para
desidratacao até que atingissem o peso constante; a diferenca de peso
forneceu o conteldo de agua das carcacas. Em seguida elas foram colocadas
em extratores de Soxlet para o desengorduramento com éter de petréleo. Por
diferenca de peso obteve-se o contelido em gordura das carcagas (OLLER DO
NASCIMENTO & WILLIAMSON, 1988). Para a dosagem de sédio e potassio
corpbéreo totais, o material seco e desengordurado foi diluido em agua
destilada até o volume de 100 ml e triturado em liquidificador até atingir

consisténcia pastosa. Amostras de 1 grama foram retirada do homogenato,
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diluidas em 10 partes de acido nitrico 0,75 N e centrifugadas apés 24 horas de

repouso. O sobrenadante foi aspirado e analisado em fotémetro de chama.

4. Estudos In Vivo

4.1. Teste de Tolerancia a Glicose Oral (TTGO)

Cinco animais de cada grupo, apés 12 h de jejum, tiveram a
extremidade da cauda seccionada para a coleta de sangue. Retirada a primeira
amostra (tempo 0), foi introduzida uma canula de polietileno, via oral, até o
estdomago do animal pela qual foi injetada uma solugéo de glicose a 20% (2g/Kg
peso corporal). Em seguida, a canula foi retirada e foram coletadas amostras
de sangue da calda do rato aos 30, 60, 90, 120 e 180 min ap6s administracéo

da sobrecarga de glicose.

Vinte microlitros de sangue total, coletados em capilares de vidro,
foram desproteinizados em 200 pl de acido perclorico e 3%. A seguir os
capilares foram centrifugados a 3000 rpm durante 10 min e a glicose foi
analisada no sobrenadante por método enzimatico (NOGUEIRA et al, 1990).

4.2. Teste de Tolerancia a Insulina (TTI)

Trés dias ap6s a realizacdao do TTGO, os mesmos ratos foram
submetidos ao teste de tolerancia a insulina subcutaneo (TTISC), utilizando-se
os procedimentos de coleta de sangue e processamento das amostras idéntico
ao do item 4.1. Nesse caso, foi injetada insulina simples (30mU/100 g de peso)
subcutaneo. Apés a realizagao desse teste, os ratos foram sacrificados e
descartados.
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5. Determinacdes Bioquimicas
5.1. Glicose sérica

O método utilizado para a determinagio da glicose sérica foi o
enzimatico (glicose oxidase), tendo como reativo fenol 2,5 mM, 4 (p-
benzoquinona monoimino) fenzona 1,14 mM, tampao Tris 0,04 mM, glicose-
oxidase 2,7 U/ml e peroxidase 0,33 U/ml. Os tubos contendo as amostras e
padréo foram incubados por 15 min em banho a 37°C. A absorbancia das
amostras e dos padroes foram avaliadas em espectrofotdémetro a 505 nm
(HENRY, CANNON & WINKELMAN, 1974).

5.2. Proteinas Totais séricas

A determinacdo da concentragéo sérica de proteinas totais foi
realizada através do método do reagente de biureto (sulfato de cobre a 10%),
que utiliza a presenca de ions Cu®* em meio alcalino reagindo com as ligacoes
peptidicas das proteinas, dando origem a um complexo de cor violeta, portanto,
proporcional ao teor de proteinas. Os valores das amostras foram obtidos
adicionando-se a 0,1 ml de soro, 5,0 ml de reagente de biureto. As
absorbancias das amostras foram medidas em espectrofotémetro a 545 ym e
as concentracdes obtidas contra curva de calibracdo de proteinas totais
(GORNALL, BARDAWILL & DAVID, 1949).

5.3. Albumina sérica
A concentracéo de albumina sérica foi determinada através do
método colorimétrico do verde de bromocresol. Foram adicionados a 0,02 ml

de soro, 5,0 ml de reagente de cor, contendo solugéo de verde de bromocresol
0,6 mM, tampao succinato 0,1 M, surfactante nao-iénico 30% e com pH 4,0. As
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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, 1971).

5.4. Acidos Graxos Livres séricos (AGL)

Para determinagéo desse substrato, foram adicionados em 0,3 mi
de soro, 7 ml da mistura solvente cloroférmio; heptano; metanol, na proporgao
de 28:21:1, seguida de forte agitag@o e centrifugagao a 700 rpm por um periodo
de 5 min. O sobrenadante foi aspirado e a ele adicionada uma solugio de
Cu(NOQj3), 0,05 mM, trietanolamiona 0,10 mM, NaOH 0,35 mM e NaCl 35% a pH
8,1, em seguida procedeu-se a uma nova agitagéo e centrifugacéo. A 3,0 ml do
sobrenadante foram adicionados 0,5 ml de solucéo de dietilditiocarbonato de
sadio (1 mg/mi de butanol secundario). A concentracio de AGL foi medida a
435 nm contra curva de calibragdo de acido palmitico (REGOW &
CORNELISSEN, 1971).

5.5. Gordura hepéatica

Fragmentos de tecido hepatico, pesando aproximadadente 500
mg, foram retirados e digeridos em 2 ml de solugao KOH 30%. A precipitacao
do glicogénio foi feita em 0,1 ml de NA,S0, e 7,0 ml de etanol, em banho-maria
fervente por 2 min. Apdés extracdo, a amostra foi centrifugada e o
sobrenadante, contendo a frag&o lipidica, foi armazenado. A seguir tubos de
ensaio receberam a identificagdo de “padrdo” (P;) e “desconhecido” (D,) e
nesses foram adicionados 20 pl de solucdo de etoxilados de lanolina
equivalentes a 10 g/l de lipideos totais(utilizado como padrao para lipideos) e 20
ul da amostra desconhecida (fragao lipidica), respectivamente. Em seguida em
cada tubo foi colocado 1,0 mi de acido sulfirico e agitado vigorosamente para

homogeneizacao das amostras e levados para o banho (fervente) por 10 min.
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Apods esse periodo, os tubos permaneceram em repouso até que atingissem a
temperatura ambiente. Em outros 3 tubos, branco (B), padriao (P,) e
desconhecido (D,) colocamos 100 ul de acido sulfirico, 100 ul de padrao (P,) e
100 ul da amostra desconhecida(D,). Apés este procedimento, juntou-se a
esses tubos 2,5 ml do reagente fosfovanilinico (solugdo de vanilina a 9,02
mmol/l em acido fosférico) e foram agitados para homogeneizagao e colocados
em banho a 37 °C durante 10 min. Finalizada a incubacédo os tubos foram
retirados do banho e deixados em repouso por 30 min sendo as amostras
avaliadas em espectrofotdmetro a 550 nm (NOGUEIRA et al, 1990).

5.6. Glicogénio Hepatico

Fragmentos de tecido hepatico, foram processados de modo
semelhante ao item 5.5. Apds extracéo, as amostras foram centrifugadas e o
precipitado suspenso em 25 ml de agua deionizada. A 1,0 ml desse extrato
foram adicionados 20 pl de fenol 80% (miv) em agua e 2,5 ml de acido sulfarico
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 solugbes padrdoes de glicose para as curvas de
calibracio (SJORGREEN et al, 1938 & HASSID & ABRAHAM, 1957).

6.insulina Plasmatica

Os animais foram sacrificados por decapitagao, recolhendo-se o
sangue em tubos de vidro sem anticoagulante. O soro foi separado do sangue
total por centrifugacéo a 700 rpm durante 15 min. Foram armazenados 3 ml a -

20 °C para posterior determinagio de insulina por radiocimunoesaio (como

descrito no item 7.4), bem como a avalia¢ao de outros parametros bioquimicos.
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7. Extracao total de insulina
7.1. ConteQido pancreatico de insulina

Os ratos foram mortos por decaptacido e o pancreas retirado e
colocado em 10 ml de solucdo extratora (15 ml de HCI e 985 mi de etanol a
75%). Logo apds, os pancreas foram homogeneizados em gelo e centrifugados
(2500 RPM) a O °C durante 15 min. O sobrenadante foi coletado e seu pH

corrigido para 8,5, e novamente foi Centrifugado e o sobrenadante armazenado

a -20 °C para posterior dosagem de insulina por radioimunoensaio.
7.2. Conteudo de insulina por ilhota

Apos isolamento das ilhotas de Langerhans por digestio com
colagenase, grupos de 20 ilhotas foram coletadas em 0,25 ml de agua e

sonicados (3 vezes com pulsos de 10 s). Aliquotas de 25 ul do homogeneizado
foi adicionado 975 pl de tampéao fosfato contendo albumina bovina (10 mg/mi)

estocada a -20 °C, para posterior dosagem da insulina.

8. Estudos In Vitro
8.1. Isolamento das llhotas Pancreaticas

Dois ratos de cada grupo foram sacrificados por decapitacao,
tendo seus pancreas excisados e suas ilhotas isoladas de acordo com o

método prosposto LACY e KOSTIANOVSKY (1967), modificado por BOSCHERO
et al (1980).
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Apds a morte e laparotomia do animal, o ducto biliar comum foi
canulado proximo ao hilo do figado e ligado na sua posigéo distal adjacente ao
duodeno. Através de cénula de polietileno, foi injetado 10 ml de solugédo de
Hanks contendo glicose (2.8 mM) e colagenase 1 mg/ml, que fluindo através
dos ductos pancreaticos em sentido contrario, promoveu a divulsio do tecido

acinoso.

O péancreas foi retirado livre do tecido acinoso e nodulos linfaticos,
sendo a seguir, reduzido a fragmentos pequenos com o auxilio de uma tesoura.
Posteriormente os fragmentos foram transferidos para um tubo de ensaio de 12
x 1,5 cm. Esses fragmentos foram incubados a 37°C durante aproximadamente
18 min. Apos o periodo de incubacéo, o material foi agitado manualmente por
30 segundos e colocado em becker (de 80 ml) e adicionado Hanks (50 ml). Esse
procedimento foi repetido 5 vezes para a remogéo da colagenase, das enzimas
digestivas liberadas durante a incubagéo e também dos fragmentos celulares.
Um periodo de mais ou menos 2 min entre as lavagens foi necessario para
proceder a decantagéao do material.

As ilhotas, agora completamente separadas do tecido acinoso,
foram coletadas uma a uma, sob lupa, por aspiragdo com o auxilio de pipeta

pasteur, previamente siliconizada e estirada.

8.2. Microscopia eletronica de trasmissio

8.2.1. Fixacao

Apos isolamento de fragmentos de pancreas exdcrino e das ilhotas
de Langerhans, os respectivos tecidos foram imersos em solucio fixadora de
Karnovsky (glutaraldeido a 2,5% e paraformaldeido a 2,0%) em tampao
cacodilato de sédio 0,1 M (pH 7,2 - 7,4)(acrescido de 0,03 g de cloreto de calcio
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para 1,5 litros de tampé&o a 0,2 M). Em seguida os tecidos foram cortados com
lamina de acgo sob microscopio estereoscopico, permanecendo imersos na
solucao fixadora por aproximadamente 16 h. Posteriormente foram lavadas em
3 banhos de 40 min cada (no mesmo tampao utilizado na solugéo fixadora de
imers&o), e a seguir colocados em solugéo de tetroxido de 6smio (0s0,) a 1%
na solugido tampao por um periodo de 3 h. Apés este precedimento, os
fragmentos foram lavados 2 vezes com agua bidestilada, durante 10 min. Como
terceiro fixador e contrastante foi utilizado acetato de uranila a 2% em solugao
aquosa, onde os fragmentos permaneceram por aproximadamentie 16 h. Em
seguida os fragmentos foram lavados em agua destilada durante 5 min. Todos

esses procedimentos foram realizados a 4 °C.

8.2.2. Desidratacao

As amostras, apés fixadas e cortadas, foram desidratadas a 4°C,
por passagem numa serie de concentracgdo crescente de etanol ou seja: 30%,
50%, 70% e 90%; permanecendo 20 min em cada uma das solucdes. A seguir as
amostras foram lavadas 3 vezes em banho de etanol absoluto permanecendo

20 min em cada banho.

8.2.3. Infiltracao e incluséo

Com o objetivo de possibilitar a infiltragao da resina, as amostras
foram lavadas a 4°C por uma solugdo 1:1 de etanol absoluto e doxido de
propileno 100% por 15 min. Depois de desidratados e imersos em 6xido de
propileno, os fragmentos foram tansferidos para a solucdo de infiltracao. Esta
solugdo foi constituida pelo 6xido de propileno e pela resina de incluséo,

misturados em diferentes proporcoes. As resinas de inclusdo utilizadas foram:
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1) mistura Poly/Bed 812 Araldite 502; ou 2) Araldite 502 pura. Os esquemas de
infiltracdo para resina 1 foram: Poly/bed 812 - Araldite 502 + oxido de
propileno(1:1) - 12 h; - Poly/Bed 812 - Araldite 502 - 4 h. Para a resina 2 foram:
Araldite 502 + oxido de propileno nas proporgdes de 1:2; 1:1 e 2:1. Em cada
solugdo, contendo as proporgdes indicadas, as amostras permaneceram por 1

h. Em seguida foram transferidos para Araldite 502 pura por 1 h a 37°C.

Durante a infiltragdo os espécimes permaneceram a temperatura
ambiente, sob agitagdo (com excegéao da ultima etapa quando foi utilizada a
resina 2), em frascos abertos. Na etapa seguinte foi realizada a inclusao do
material em moldes de silicone. As amostras incluidas na resina 1 foram
transferidas para estufa a 70°C, onde permaneceram por 3 a 5 dias, para a
completa polimerizac&o. Ja as amostras incluidas na resina 2 foram tranferidas
para estufa a 60°C, onde permaneceram por 3 dias, para a completa
polimerizac&o. A resina 1, isto &, mistura de Poly/Bed 812 e Araldite 502 foi
padronizada no Centro de Microscopia Eietronica do 1.B. Unicamp, e consiste
de, Araldite 502: 23,0g, Poly/Bed 812: 22,3g e DDSA 60 ml. Essa mistura é
estavel a temperatura ambiente durante alguns dias e, por semanas, se
congelada. No momento de utilizagdo da resina a mesma foi trazida a
temperatura ambiente sendo adicionadas 4 gotas de DMP-30 para cada 5 ml da
mistura da resina. A resina 2, isto é, Araldite 502 consistiu de, Araldite 502 10,0
g, DDSA 8,0 g, DMP-30 0,6ml e Ditutylphtalato 0,03 ml, sendo que essa resina
foi sempre preparada no momenio de uso, dada a sua facilidade de

polimerizacao

8.2.4. Obtencao de cortes semifinos

Os blocos de resina contendo os fragmentos de pancreas ou de
ilhotas foram aparados com laminas de aco de forma a originar a superficie
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trapezoidal de corte, além de eliminar areas de resina desprovidas de material

pancreatico.

Para a microscopia Optica cortes semifinos (0,5 - 1,0 um de
espessura) foram obtidos em ultra-micrétomo LKB Ultratome Il (Super Nova),
com a utilizagao de navalhas de vidro. Os cortes foram coletados e colocados
em lamina de vidro sobre uma gota de agua, e a seguir em placa aquecida
sendo a agua em excesso removida com papel de filtro. Para a distencéo e
aderéncia dos cortes as laminas foram transferidas para estufa 37°C, por 1 h.
Os cortes foram entio tratados por uma solugéo de azul de toluidina a 0,5%, em
borato de sddio a 5%, por 1 a 2 min, mantendo-se as 1aminas sobre uma placa
aquecida (aproximadamente 80°C). A seguir os cortes foram lavados

rapidamente em agua destilada e secados em placa aquecida.
8.2.5. Obtencéo de cortes ultrafinos e contrastagéo

Os cortes foram examinados em microscépio e fotografados em
fotomicroscopio Zeiss. Através destes cortes selecionamos as areas onde
estavam presentes as células da ilhota de Langerhans, removendo-se as areas
sem interesse e conseqguentemente diminuindo a superficie de corte. Este

procedimento facilitou a obtengéo de cortes ultrafinos de melhor qualidade.
8.2.6. Obsevacao dos cortes ultrafinos
A observacéio das amostras e das micrografias eletronicas foram

feitas em microscépio eletrénico de transmissao, marca Zeiss modelo EM 952,

operado a 60 KV, e obtidos com filmes Kodalith, Fuji ou Dupont.
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8.3.Medida da secrecgio estatica de insulina

Grupos de 100 a 150 ilhotas foram pré- incubadas durante 60 min,
sob gaseamento constante com carbogénio (5% de CO, e 95% O,) em solugio
de Krebs contendo 5,6 mM de glicose. A seguir, grupos de 5 ilhotas foram
incubadas durante 60 min em solugédo de Krebs contendo concentracdes
crescentes de glicose (2,8; 5,6, 8,3; 11,1; 16,4; 22,2; 27,0 e 33,4 mM); arginina e
leucina (20,0 mM) ou ainda, concentragodes crescentes de K* (5,0; 10,0; 20,0;
40,0 e 80,0 mM). Durante os 10 min iniciais de incubagéo, o pH foi equilibrado a
7,4 com carbogénio. Apo6s a incubacgao, o sobrenadante foi armazenado a -20

OC para posterior dosagem de insulina.
8.4. Dosagem da insulina

A insulina plasmatica ou aquela secretada durante os diferentes
experimentos “in vitro”, foi determinada por radicimunoensaio (HERBERT et al,
1965). Para isso trasferiu-se 0,1 ml das amostras desconhecidas (em duplicata)
as quais receberam a seguir 0,2 ml de uma solugéo contendo anticorpo anti-
insulina (1:200) e insulina marcada com '*°| (tragador) em tampao fosfato pH
7.4 acrescido de NaCl 0,9 % e albumina 0,5 %. Em seguida foram preparados

os seguintes-controle:

a) 3 tubos (Totais) que receberam somente 0,2 ml do tampao fosfato contendo

insulina marcada '*°| para averiguacao da radiagcao maxima.
b} 3 tubos (Ligacédo nado especifica) contendo 0,2 m! do tampéo fosfato

contendo insulina marcada '’ e 0,1 ml de tampéo fosfato, para determinar

possiveis interferéncias no ensaio pelos componentes do tampao.
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c) 3 tubos (Referéncia) contendo 0,2 ml de solugéo tampéo fosfato contendo
insulina marcada com (125!) e anticorpo anti-insulina e 0.1 mi de tampao fosfato

constituindo assim o zero de insulina da curva padréo.

Em seguida preparou-se, também em triplicata, uma série de tubos
(curva padrao), contendo 0,1 mil de insulina conhecida nas seguintes
concentracgdes: 0,02; 0,39; 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 solugéo tampao fosfato contendo
insulina marcada '*°l e anticorpo anti-insulina. No final da preparagao dos tubos
(amostras, controle e curva padrao), eles foram agitados em vortex e
estocados a 4 °C, durante 48 h.

Apos este periodo de incubagdo, com excecado dos totais para
analise da radiacéo maxima, todos os outros tubos receberam 0,2 ml de uma
solucdo contendo 2,5 % de carvdo (Norit A) e 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 a 2800 rpm a 4 °C. O sobrenadante foi descartado
e a radioatividade contida em cada tubo avaliada em contador de radiacéo
gama. Os 3 tubos elaborados para analise da radiagdo maxima nao 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/mi de

insulina no plasma ou secretada durante os experimentos “in vitro”.
8.5. Captacido de 45Ca
Grupos de 180 a 200 ilhotas distribuidos em 3 tupos eppendorfs

foram pré-incubados, durante 30 min, em solugio de Krebs modificado,
tamponado com 10 mM de HEPES, pH 7,4, contendo 2,8 mM de glicose e
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gaseado com oxigénio puro. Apés este periodo, as ilhotas foram incubadas por
5 ou 90 min, em 100 ul de solucio de Krebs contendo 45CaCly (60 uCiimi) e

glicose em concentracoes crescentes (2,8; 8,3 e 16,7 mM) ou arginina (20 mM).
Apéds incubagao, o sobrenadante de cada frasco foi transferido para outros trés
tubos eppendorfs, para posterior preparo do padrao externo ou maximo (MAX).
Imediatamente apds retirada do sobrenadante das diferentes situagdes
experimentais (5 ou 90 min de incubagéo), a reacdo foi interrompida pela
adigcdio, em cada tubo eppendorf, de 0,9 ml de solugdo de LaClz a uma
concentracgéo final de 2,0 mM, a 0 ©C e pH 7,4. Os tubos contendo as ilhotas e a
solugéo de LaClz foram mantidos durante 60 min a 0 ©C. O sobrenadante foi
descartado e as ilhotas lavadas 3 vezes com a solugéio de LaClg a 0 ©C. As
ilhotas foram entado, transferidas para placas de Petri pequenas (5 cm de
diametro) e recoletadas em grupos de 10 e transferidas para frascos de
polietileno contendo 0,5 ml de solugao de EGTA (0,5 mM). Todas as etapas pos-
incubacdo foram executadas a baixa temperatura (0 ©C). De cada uma das
placas de Petri, foi tomado um volume de liquido igual ao transportado junto
com as ilhotas durante a recoleta (em duplicata). Esse volume, serviu para a

avaliagdo da radioatividade contida no meio (BG).

O valor do MAX foi obtido através da avaliacio da radioatividade
contida em 1 pl do sobrenadante radioativo (meio de incubagao), em triplicata,
para cada situagao experimental. A cada frasco de polietileno foi adicionado 6
m! de liquido de cintilagao, sendo a radioatividade medida em contador de
particulas beta. A quantidade de calcio incorporado por ilhota foi calculada
pela muitiplicacao de um fator F pelo nimero de cpm de cada frasco, apés a

subtragéo do (BG) correspondente. O fator F foi obtido pela seguinte equacao:

40000

cpm do MAX x 10
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Na formula:
40000 = quantidade em picogramas de Ca”* contida em 1,0 pl
do meio de incubagéo(conc.do Ca® = 1,0 mM);
cpm(MAX) = numero de radiacdes por min obtido em 1,0 pl
do meio de incubacgéo;
10 = nimero de ilhotas em cada frasco
Os resultados foram expressos em picomol Ca*'/ilhotas por min. Para isso,

dividiu-se os valores obtidos em picogramas pelo peso melocular do Ca®".
8.6. Efluxo de **Ca

Para a analise do efluxo do “°Ca, grupos de 100 a 150 ilhotas foram incubadas
por 60 min em solugéo de Krebs contendo 16,7 mM de glicose e 10 a 20 uCi/ml
de “°CaCl,. Durante os 10 min iniciais de incubagéo, o pH foi equilibrado com
carbogénio. Apés a incubacao, as ilhotas foram lavadas duas vezes com Krebs
e imediatamente transferidas para 4 camaras de perfusdo contendo filtro
millipore SW1300 (poro 8 um). As camaras foram conectadas a um sistema de
perfusao constituido por 4 recipientes ligados por intermédio de catéteres a
uma torneira de 2 vias. As solugdes perfusoras contendo diferentes
substancias, foram mantidas a 37 ©C e equilibradas constantemente com
carbogénio. A razédo de fluxo do sistema de perfuséo foi 1 ml/min, impulsionado
por uma bomba peristaltica de 4 canais Ismatec. As amostras do perfusato
foram coletadas em frascos de polietileno, a intervalos regulares de 1 ou 2 min.
A radioatividade contida no efluente de cada frasco foi medido em contador de
particula beta.

8.7. Efluxo de 86Rb

Para a analise do efluxo do **Rb (utilizado como substituto do K*),

grupos de 100 a 150 ilhotas foram incubados por 90 min em solucéo de Krebs
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contendo 16,7 mM de glicose e 19 a 30 uCi/ml de **RbCl,. Durante os 10 min
iniciais de incubagéo, o pH foi equilibrado com carbogénio. Apés a incubacso,
as ilhotas foram lavadas duas vezes com Krebs e imediatamente transferidas
para 4 camaras de perfuséo contendo filtro millipore SW1300 (poro de 8 um).
As camaras foram conectadas a um sistema de perfusdo constituido por 4
recipientes ligados por intermédio de catéteres a uma torneiras de 2 vias. As
solugdes perfusoras, contendo diferentes substancias presentes nos
recepientes foram mantidas a 37C0C e equilibradas com carbogénio durante
toda a perfusdo. A razdo de fluxo do sistema perfusdo foi de 1 milimin,
impulsionado por uma bomba peristaltica de 4 canais (Ismatec). As amostras
do perfusato foram coletadas em frascos de polietileno, a intervalos regulares
de 2 min. A radioatividade contida no efluente de cada frasco foi medido em

contador de particula beta e expresso em (cpm).

A apresentagdo dos resultados tanto para o efluxo de “*Ca como
para o 8Rb (cpm) foi expresso como a razao fracional do efluxo, a qual indica a
porcentagem do conteudo total de radiotividade contida na ilhota que foi

liberada em cada intervalo de coleta 1 min ou 2 min.
8.8. Metabolismo da Glicose

A oxidacgado da glicose nas ilhotas isoladas foi avaliada através da
determinagao da oxidacao da D-[U-"Clglicose em ' 'COo (MALAISSE et al.,
1974). Para isso, grupos de 15 ilhotas foram coletados e transferidos para
tubos de ensaio com volume aproximado de 0,7 ml contendo solugcédo de
KREBS. A seguir o meio de coleta foi descartado sendo introduzido 75 pnl do
meio de incubacéo (solugao de Krebs) contendo 2,8; 8,3 e 16,7 mM de glicose e
tracos de D-[U-14C]glicose (10 uCi/ml). Paralelamente, preparou-se para cada
condicao experimental, 3 tubos-controle que receberam os respectivos meios

de incubagao com a glicose marcada, porém sem as ilhotas{correspondeu ou
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BG). Os tubos de ensaio foram introduzidos em frascos maiores (suportes),
hermeticamente fechados com tampas de borracha e incubados durante 120
min a 37 ©°C sob constante agitagio, sendo o pH 7,4 equilibrado com

carbogénio durante os primeiros 10 min.

Apds o periodo de incubagdo, foram adicionados aos tubos de
ensaio 0,1 mi de uma solugédo de HCl a 0,1 N, para interromper a oxidacao, e 0,5
ml de NaOH 1,0 N nos frascos suportes para a captacéo do '“coz liberado no
meio. Para que todo o 14002 liberado no meio fosse captado pelo NaOH, os
frascos suportes foram agitados durante 60 min a temperatura ambiente. Apés
este periodo, os tubos contendo as ilhotas e os controles foram descartados.
Foram preparados também, 3 frascos denominados MAX, onde se introduziu
1,0 pl dos respectivos meios de incubacao. Todos os frascos receberam 10 mi
de liquido de cintilagéo e a radioatividade de cada frasco foi medida em um

contador de radiagao beta.

Através da equacao:

-3
{G} x 10

15 x cpm (MAX)

obteve-se o fator F que multiplicado pelo nimero de cpm de cada

amostra propiciou a quantidade em pmo! de glicose oxidada durante 120 min

por ilhota.
Na equacao:
[G] = concentragdo molar da glicose no meio de
incubacgao;
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15 = nlOmero de ilhotas em cada tubo de ensaio
cpm (MAX) = nimero de radiacdes por min obtido em

em 1 pl do meio de incubacao.

8.9. Reagentes e Solucgodes

8.9.1. Reagentes

Todos os sais e vitaminas utilizados, bem como a glicose e demais
substancias adicionadas ao meio de isolamento e/ou incubacdo possuiam grau
analitico de pureza (p.a). Albumina bovina V, tolbutamida, diazoxida,
cetoisocaproato, isometilbutilxantina, E.G.T.A.(acido etileno glicol tetracético)
e éster de forbol 12,13 dibutirato, glutaraldeido e tetréxido de 6smio foram
obtida da Sigma Chemical Co. (St. Louis, M.0.). Citrato de chumbo, acetato de
uranila e tolueno foram obtidos da Merk. Araldite foi obtida da Poly Science Inc.
Warrington. Colagenase P, foi obtida da Boerinbger. Arginina e leucina foram
obtidas da Fluka. Oxitremorina-m, obtida da R.B.l.(Researh Biochemicals
International; carvao ativado da Pfanstiiehl Laboratories, lllinois; dextran 70 da
Pharmacia. Os radiosétopos *°Rb, “°Ca, glicose uniformemente marcada ('*C),

insulina marcada (**°1),

omnifluor e frascos de polietileno para contagem de
radiag@o beta, foram obtidos da New England Nuclear Corp. (Boston, M.O.)e os
tubos para radiagéo gama foram obtidos da da Becton Dickinson, New Jersey.
Os anticorpos anti-insulina foram doados pela Dra LECLERCQ-MEYER
(Faculdade de Medicina da Universidade Livre de Bruxelas). Insulina padrao foi
obtida da Novo Nordisk, Dinamarca. Tinovetin foi obtido da Coema Produtos

Industriais € Tecnologia, Ltda.
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8.9.2. Solugdes

As solugbes estoques comumente empregadas nos experimentos

obedeceram as seguintes composicoes:

Quadro 4 - Composigao das Solucdes

Solugao de HANKS™
Componentes (g/l)

NaCl

KCI

CaClo

Mg SO4.7H20
NaHoPO4
KHoPO4
NaHCO3

H2O dest.

8,00
0,40
0,14
0,20
0,48
0,06
0,35
qsp 1,00 L

Solucao de KREBS
Componentes (gil)
NaCl 26,886
NaH2PO4 8,065
KCl 1,491
MgCio.6H20 0,613

CaCl».2H20 0,588
H2O dest. gsp 1,00L

* 70 momento do uso foram adicionados 0,5 glt de glicose (2,8 mM).

No momento de utilizagao das solugbes a composicao idnica final
foi de: 141,65 mM de Na’, 5,8 mM de K’, 1.3 mM de Ca**, 0,8 mM de Mg**, 143,6
de CI', 4,2 mM de HCOy', 0,3 mM de HPO,?, 0,8 mM de SO,* e 0,4 mM de H,PO,
para solug@o de Hanks; e 139,0 mM de Na®, 5,0 mM de K*, 1 mM de Ca**, 1 mM
de Mg?, 123,6 mM de CI', e 24 mM de HCO, para a solucao de Krebs. Para os

protocolos onde utilizamos arginina e concentracéo elevada de calcio o pH e

osmolaridade da solucao foram corrigidos.
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8.9.3 Liquido de Cintilagao

Componentes Concentracao
Tolueno . 70%
Tinovetin 30%
Omnifluor 400 mg/mil

9. Analise Estatistica dos Dados

Para avaliar a magnitude da variacio do efluxo do ®Rb e do *°Ca
calculou-se, para cada experimento, a diferenca entre os valores registrados
depois da alteragéo da condigdo experimental (min 40) e os esperados,
calculados pela extrapolagdo da curva exponencial, baseada nos valores
obtidos antes da alteracéo (min 22 ao 40). O mesmo procedimento foi mantido
quando a droga foi retirada do meio (min 60). Existe uma relacéo entre o efluxo
do referido is6topos e seu conteido no interior das ilhotas de langerhans, que
pode ser descrita pela equagao:

E=zaxe’*! 1

Onde E é igual ao efluxo do referido is6topos, a e b sdo constantes
definidas exponencialmente, t indica o tempo e e o nimero de Euler. Para
avaliarmos este parametro realizamos uma analise de regressao linear simples,
apos a aplicacao de logaritmo neperiano (In) em ambos os termos da equacao
(1), (COSTA NETO, 1977), assim:
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LnE=Lna+bxt (2)

Estimando-se os coeficientes a e b pelo método dos minimos
quadrados, calcula-se o efluxo esperado e avalia-se a significancia estatistica
pela aplicacao do teste t de Student, sendo os resultados expressos como
média e seus respectivos erros padrdes. As tabelas A-1, A-2 e A-3, foram
confeccionadas a partir do tratamento acima citado admitindo-se como nao
significativo valores de p > 5%. O tratamento estatistico para os demais, foi
realizado através do teste t de Student e/ou analise de varidncia, sendo pré-

fixado o nivel de significancia para 5%.

Para obten¢do da area nas figuras de efluxo, calculamos uma
curva exponencial tedrica baseada nos 10 primeiros pontos do efluxo ( min 20 a
40). Em seguida fizemos a diferenca entre a curva exponencial teérica e a
obtida experimentalmente e integramos para obter a area correspondente. A
area calculada foi expressa em percentual de variacio da diferencga entre as
duas curvas.
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Resultados
1. Avaliagao do estado nutricional dos animais

Os ratos jovens mantidos dos 21 aos 90 dias com a dieta
hipoprotéica, apresentaram peso corporal(tab. 1) e teor sérico de albumina
(tab. 1l) menores do que aqueles mantidos com dieta normoprotéica. Em
contraste com o baixo peso corporal apresentado pelo grupo de animais
hipoprotéicos, nao houve diferenca (p >0,05) na injesta alimentar entre os dois
grupos experimentais. Também néo ocorreu edema em ratos de qualquer dos
grupos. O conteltdo hepatico de glicogénio e de gordura mostraram-se
significativamente mais elevados nos animais hipoprotéicos do que nos
normoprotéicos (tab. If). Os niveis séricos de proteina total, de glicose e de

acidos graxos livres n&o diferiram entre os dois grupos experimentais (tab. 11).

Tabelal Peso corporal (g) dos animais durante o periodo experimental.

Grupos Pesos
7° dia 30° dia 70° dia
Dieta com 25% de 74,5 + 11,9 133,6 + 21,5 2224 + 32,5
proteina
Dieta com 6% de 78,4 + 13,9 88 + 10,5* 107,7 + 25,6%
proteina

Resultados expressos como média + desvio padrao de 20 animais por grupo.

* Diferenca significativa ( P <0,05) em relacéo a dieta com 25% de proteina.
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Tabela |l
experimental.

Parametros bioquimicos avaliados nos ratos ao final do periodo

Parametros dieta com 25% de proteina | dieta com 6% de proteina
Proteinas séricas totais (g/dl) 6,8 + 0,5 6,7 + 0,3
Albumina sérica (g/dl) 3,5 +01 33+ 0,1*
Glicose sérica (mg /dl) 95,8 + 12,8 111,14 + 27,2
AGL séricos (mM) 0,5 + 0,1 0,5 + 0,1
Glicogénio hepatico 0,7 + 0,1 11,4 + 0,1%

{mg glicose/100mg tecido)
Gordura hepatica 7.0 £ 0,5 12,3 + 0,9*
(g AGHM00g tecido)

Resultados expressos como média + desvio padrao de 10 animais por grupo
exceto para gordura hepatica onde cada grupo contém 8 animais.

* Diferenca significativa (P <0,05) em relacéo a dieta com 25% de proteina.

1.1 Composicao corpodrea

A fig.1 apresenta os paramétros de composicéo corpérea de
ratos normo e hipoprotéicos. Os animais submetidos a dieta normoprotéica
apresentaram aumento em todos os parametros avaliados, ou seja: peso 3,0
vezes, contelido de agua 4,29 vezes, gordura corporal 2,1 vezes e peso

magro 3,6 vezes maior que os animais hipoprotéicos (p < 0,05).
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FIGURA 1

Avaliagdo das carcagas de animais normo (barras

escuras) e de animais hipoprotéicos (barras claras;} . Os animais foram

sacrificados e em seguida eviscerades pela remocdo do estdmago e

intestinos. Nas carcacgas assim obtidas foram mensurados pesc corpdreo

fresco, peso corpéreo seco, égua corpbrea total, peso seco em gordura e

peso seco sem gordura. Os resultados foram expressos como médias com n

de B8 para ambos grupos experimentais.



O contetido total de Na™ foi de 10,9 + 2,5 mEqg/g para os animais
normoprotéicos e de 18,5 + 3,5 mEq/g para os hipoprotéicos, (p < 0,05). Com
relagcao ao K* encontramos 99,0 + 20,7 mEq/g para os animais-controle e
93,0 + 21,2 mEqg/g pra os hipoprotéicos. Também observamos que a relagao

Na'/K* esta ligeiramente aumentada nos animais submetidos a dieta

hipoprotéica (n=8 para ambos os grupo).

2 Avaliacao do estado glicémico dos animais
2.1 Teste de Tolerancia a Glicose Oral

A fig. 2 mostra que a glicemia de jejum foi semelhante para ratos
normo e hipoprotéicos. Decorridos 30 min de administracido da sobrecarga
de glicose (2 g/kg de peso), os niveis glicémicos foram significativamente
maiores em relacdo aos seus respectivos basais nos dois grupos. Os valores
da glicemia retornaram aos niveis basais 90 min apés a sobrecarga de glicose
em ambos os grupos, nao diferindo entre si ao longo do teste (n=15 para o

grupo normoprotéico e n= 11 para o hipoprotéico).
2.2 Teste de toleréncia a insulina subcutaneo

A fig.3 mostra que a administragéo subcutanea de insulina (30
mU/100 de peso), provocou reducio da glicemia nos animais normo e
hipoprotéicos apos 30 min. Esse efeito persistiu por aproximadamente 90 min,
com a glicemia retornando aos valores basais ap6s 240 min. Nao foram
constatadas diferencas nos niveis glicémicos entre os 2 grupos nos tempos

analisados (n=6 para ambos os grupos experimentais).
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FPIGURA 2
Niveis de glicose plasmitica durante o teste de tolerdncia a
glicose oral (2g/Kg de peso) em ratos normoprotéicos () e

hipoprot&icos{+). 0Os resultados Fforam expressos comoe medias + epm (erro

padrdo da média), sendo o n de 13 e 10 para os animais normo e

hipoprotéicos, respectivamente.
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FIGURA 3

Niveis de glicose plasmitica (mg/dl) durante o teste de
tolerdncia & insulina ( administrade subcutfneo 30 mU/100g de peso) em

ratos normoprotéicos () e hipoprotéicos(+). Os regultados foram

exXpressos come medias *  epm, gsendo © n de & para oz animais

normoprot&icos e € para og animais hipoprotéicos.



2.3 Insulina plasmatica

Os valores de insulina plasmatica de animais em jejum néao
diferiram, sendo 0,94 + 0,1 (n=6) e de 0,71 + 0,2 ng/ml (n=6) para os normo e
hipoprotéicos respectivamente. Quando alimentados, a insulina plasmatica
atingiu 1,93 + 0,6 e 0,70 + 0,2 ng/ml para os animais normo e hipoprotéicos,
respectivamente (p < 0,05). Contudo, a relacio insulina/massa corporal nao foi
diferente entre os dois grupos experimentais

(n=17 para os animais normo e n=19 para os hipoprotéicos).
2.4 Extracao de insulina

O contetdo total de insulina do pancreas foi de 73,2 + 15,7 ug/ml
para os ratos normoprotéicos e de 30,5 + 5,6 ug/ml nos hipoprotéicos, ou seja,
2,4 vezes maior nos animais-controle quando comparado com os
hipoprotéicos. Todavia quando a insulina foi expressa como percentual da
massa corporal essa relacio se inverteu. Nesse caso, o contelido foi 1,32
vezes maior nos pancreas hipoprotéicos quando comparado com o controle
(n=4 para ambos os grupos em estudo). A extragido de insulina de ilhota
isolada foi de 238,7 + 27,2 e de 102,0 + 14,6 ng/ml para as ilhotas de animais-
controle e hipoprotéicos, respectivamente. Novamente observamos reducao
no conteado total de insulina nas ilhotas desnutridas quando comparadas com
as ilhotas-controle (p < 0,05, n=4 para ambos grupos).

36



3-Microscopia Eletrénica: Caracteristicas estruturais

3.1 Ratos normoprotéicos

A ultraestrutura das ilhotas de Langerhans dos ratos
normoprotéicos, e em particular das células B, mostrou corddes de células
organizadas em torno dos capilares, com nitida polarizacéo. A Fig. 4 mostra
os nucleos das células na face basal, o aparelho de Golgi localizando-se na
regido supra-nuclear e os granulos de secrecdo concentrando-se
apicalmente, ou seja, junto a face vascular (fv). As mitocdndrias estavam
distribuidas por toda a volta do nacleo, porém com localizacao supra-nuclear
preferencial (Fig. 4 e 5). As mitocondrias em geral apresentaram formas
alongadas e matriz eletrodensas. Os nicleos das células apresentavam
contorno irregular, com cromatina condensada junto @ membrana. Em geral

apresentaram nucléolo central ou sub-central (Fig.4).

Os granulos de secrecao apresentaram as caracteristicas
ultraestruturais normais, ou seja, ntcleo cristaldide eletrodenso e halo claro
perimembranoso. A quantidade e distribuicao dos granulos secretores foi
normal, confluindo para o polo vascular (Fig.4). Nas fotos de maior aumento
foi possivel observar o perfil das cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso
infiltrando-se entre os granulos secretores e as mitocdndrias (Fig.5). Os
limites entre as células B foram facilmente visiveis e freqiientemente o espago
intercelular ampliava-se, formando verdadeiros canais entre as células
(Fig.5). O endotélio dos capilares apresentou caracteristicas de grande
permeabilidade, evidenciaveis pelos inimeros poros, fenestragdes e
adelgagamento do citoplasma.
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3.2 Animais hipoprotéicos

Nos animais submetidos a dieta hipoprotéica a arquitetura dos
corddes celulares das células B aparenta desorganizacdo devido a pouca
visibilidade dos espacos intercelulares, dando um aspecto compacto ao
tecido enddcrino. As células B apareceram com volume menor, o que fica
claro pela presenca de maior nimero de células nas micrografias quando
comparada as micrografias de mesmo aumento dos ratos-controle. Via de
regra, ndo foram evidenciados os nucléolos, embora a cromatina fosse
delicada (Fig.6).

Como caracteristica importante, muitas células nao exibiram
polaridade. As organelas citoplasmaticas nao mantiveram a posicéo
convencional das células epiteliais secretoras. A fig.6, mostra bem esse
desarranjo, pois os nlcleos das células B estio colocados no polo capilar, ao
invés de situados basalmente. Outra caracteristica notéavel foi a diminuicao
dos granulos secretores, além disso, muitos deles tinham aspecto de granulos
precursores imaturos, ou seja, com menor eletrodensidade do que usual,
evidenciados pelas diferentes tonalidades de cinza e pelo aspecto granular
mais frouxo (Fig.6 e 7). Muito embora observassemos células com reticulo
endoplasmatico rugoso formando algumas cisternas paralelas e bem
organizadas (Fig.7), o padrao mais comum foi o de cisternas curtas
ingurgitadas, com conteudo floculento (Fig. 6 e 7). Na verdade essas cisternas
ingurgitadas mais parecem os vacdolos de condensagéo (fase imatura) dos
granulos de secrego, que habitualmente seriam encontrados na face cis do
aparelho de Golgi, na condigéo de pré-granulos de insulina.

Outros aspectos digno de nota, observado nas ilhotas de
Langerhans dos animais hipoprotéicos, foram a degeneracao mitocondrial
evidenciada pela rarefacdo das cisternas, matriz eletrolusente e edema

importante que levou a alteragdo de sua forma alongada para redonda. Por
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outro lado o aparelho de Golgi apresentou-se desenvolvido (Fig. 6, 7 e 8) com
inimeras vesiculas de transporte situadas na face trans do Golgi (Fig. 6 e 8).
Aléem disso podemos observar que o endotélio capilar apresentou uma nitida
diminuicdo no nimero de fenestracodes das células, aliado aoc aumento da
espessura da parede dos capilares e de um aspecto mais denso no citoplasma

(Fig. 6 a 8), indicios de permeabilidade diminuida.

4 .Metabolismo da glicose

Na fig. 9 observamos que as ilhotas obtidas de ratos
hipoprotéicos, quando em presenca de 83 e 16,7 mM de glicose
apresentaram, respectivamente, um consumo de glicose 3,6 e 7,6 vezes maior
que o consumo basal, registrado em 2,8 mM de glicose (p < 0,05). O aumento
do consumo de glicose observado nas ilhotas-controle, nas concentracso de
glicose acima citadas, foi de 21 e 29 vezes o consumo basal,
respectivamente (p < 0,05). Esses dados indicam que tanto o consumo basal
(2,8 mM de glicose) quanto o consumo estimulado por 8,3 e 16,7 mM de
glicose foram significativamente maiores nas ilhotas de animais hipoprotéicos

em relagao as ithotas-controle.

5.Efeito de diferentes agentes sobre o efluxo do **Rb

A fig. 10(A e B), ilustra o efeito de concentracdes crescentes de
glicose (0-16,7 mM) sobre o efluxo fracional do **Rb de ilhotas de ratos
hipoprotéicos (A) e normoprotéicos (B). Inicialmente as ilhotas foram
perfundidas com meio contendo 2.8 mM de glicose. Durante o periodo
compreendido entre o 40° e 60° min a glicose foi retirada do meio perfusor e
observamos elevagio na taxa de efluxo *®Rb nos dois grupos em estudo.

quando a glicose foi aumentada para 8,3 mM ou 16.7 mM a taxa do referido
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FIGURA 8

Micrografia eletrénica de células B de ilhotas de

Langerhans provenientes de ratros hipoprotéicos. No detalhe notamos as

relagdes células endberinas/capilar (C). Observa-se também o niicleo (N)
¢om cromatina frouxa, sem nucléolo + complexo de Golgi (G) supranuclear
com indmeras vesiculas de transporte na face transg; mitocondrias (m) e

polo vascular {pv}. 20800X
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FIGURA 9

Oxidagédo de glicose por ilhotas provenientes de

animais normoprotéicos(barras claras) e hipoprotéicos (barras escuras).

Az ilhotas foram incubadas em meio contendo diferentes concentracSes de

glicose e tragos de D- {U—“C}glicose, durante 120 min. Apés este periodo
o ™Co, liberado pelas ilhotas foi avaliado através de cintilagdo liquida.

As barras indicam a média dos valores obtidos em 20 e 29 experimentosz (n)

para as ilhotas-controle e de 27 a 31 experimentos para as ilhotas de

animais hipoprotéicos.
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FIGURA 10

Efeito da glicose sobre o efluxo de “Rb de ilhotas de
animais Thipoprotéicos (A} e normoprotéicos {(B}. As ilhotas foram
previamente marcadas com o isdtopo durante I h em presenca de 16.7 mM de
glicose. A seguir, as foram perfundidas em solucic de Krebs contendo 1 mM
de Ca™ e diferentes concentragbes de glicose, como indicado na figura. As
linhas pontilhadas verticais indicam o momento no qual as alteracdes na
concentragdo de glicose foram efetuadas {intervalo de 40 a 60 min). Os
circulos indicam a média + epm. O nimero de experimentos foram de n=6 e
n=¢ na auséncia de glicose, n=10 e n=14 na presenga de 2.8 mM, n=6 na
presenga de 8.3 mM e n=8 e n=6 na presenga de 16.7 mM glicose, para os

grupos normoprotéicos e hipoprotéicos, regpectivamente.



isétopo sofreu uma nitida reduc&o tanto nas ilhotas-controle quanto nas

hipoprotéicas. A partir do 61° até o 80° min de perfusdo, a concentragéo de

glicose voltou aos valores basais, isto é, 2.8 mM. A analise estatistica (vide
metodologia e apéndice) revelou que os dois grupos de ilhotas responderam a
retirada ou ao aumento da concentragéo de glicose no meio (min 40 - 60) com
igual magnitude, como ilustra a fig. 10-a.

A fig. 11 (A e B) ilustra o efeito do bloqueador dos canais Kuqp
(tolbutamida 20 pg/ml) sobre o efluxo do **Rb (A) e a secrec¢so de insulina (B)
de ilhotas- controle ilhotas de animais hipoprotéicos. Tolbutamida reduziu
significativamente o efluxo do **Rb de ambas as ilhotas. Esse efeito foi
revertido pela retirada da droga do meio, contudo o retorno aos valores

basais, foi mais rapido nas ilhotas-controle (min 60-80).

A fig. 11 B, mostra que a tolbutamida também aumentou a
secrecao de insulina de ambos os tipos de ilhotas. contudo, a velocidade e a
magnitude desse aumento foi significativamente maior nas ilhotas-controle,
quando comparadas aquelas provenientes de animais hipoprotéicos.
Podemos verificar ainda que a secregéao basal nas ilhotas- controle (min 22 a
40 e 60 a 80) foi também maior do que em ilhotas de animais hipoprotéicos.
Outro ponto a destacar, é que a resposta secretéria foi mais rapida nas

ilhotas-controle quando comparadas com as ilhotas de animais hipoprotéicos.

A introdugdo de diazoxida (20 pg/ml) no meio perfusor (min 40 a
60), provocou um aumento significativo na taxa de efluxo do *Rb em ambos os
grupos experimentais (Fig. 12 A e a). O aumento do efluxo observado nas
ilhotas- controle foi 2,2 vezes maior, quando comparado com as ilhotas de
animais hipoprotéicos, como pode ser observando na fig. 12-a, que
representa a area correspondente ao aumento na taxa do efluxo de *°Rb,

provocado pela diazoxida.
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FIGURA 10 a
Mostra a comparagfo percentual de efluxo de “Rb de
ilhotas de animais normoprotéicos (1) e hipoprotéicos (+), referente a
fig. 10. O percentual de efluxo foi obtido a partir da média dos 10
valores de efluxos entre os min 40 e 80. A concentragdo basal de 2.8 mM

de glicose, representou o percentual (100%) de referéncia para obtencio

das outras condigBes de glicose.
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FIGURA 11 A e B

Efeito da tolbutamida (20 pg/ml) sobre o efluxo de
*Rb em (A) e sobre a secregdo de insulina (B), de ilhotas de animais
alanniile] {circulos cheiog) e hipoprotéicos (circulos vazio). As ilhotas
foram incudadas durante 1h em solug@o de Krebs contendo 1 mM de Ca® e
16.7 mM de glicose em presenca de °°RbCl. A seguir, foram perfundidas com
solugdo de Krebs contendo 2.8 mM de glicoge e 20 pg/mL de tolbutamida
(min 40 a 60). Do efluente coletado a cada min, uma aliguota foil
utilizada para dosagem de insulina, {(min 20 aoc min 7€), e o restante para
avaliagdo de cintilagiio ligquida para o “Rb. Os circulos representam média

T epm onde o n foi Ge 4 para os dois grupos experimentais.
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FIGURA 12

Efeito da diazoxida (20 pg/ml) sobre o efluxo do
*Rb de ilhotas de animais normo e hipoprotéicos (A). As ilhotas Fforam

incubadas de maneira semelhantes ao descrito fig. 11, em presenca de 2.8

mM de glicose. As sgetas verticais indicam a introducdo bem como a

retirada da diazoxida do meio perfuser. . 0Og ecirculos representam =a

média + epm de 4 experimentos. Em (a), observamos & drea correspondente

ao efluxo do  *Rb, quando da presenca da diazoxida.



As figs 13 A; B,b e V C, ilustram o efeito da arginina (20 mM) sobre
o efluxo de °°Rb de ilhotas-controle e ilhotas provenientes de ratos
hipoprotéicos, perfundidas, respectivamente, na auséncia e na presenca de
2,8 e 8,3 mM de glicose. Nota-se que nas ilhotas-controle a arginina induziu
aumento da taxa de efluxo do **Rb mesmo na auséncia de glicose, como
podemos observar através do calculo da area apresentadas na fig. 13-b. Ao
contrario, nas ilhotas de animais hipoprotéicos, arginina induziu aumento
significativo apenas na presenca de 8,3 mM de glicose (exceto no min 42 em

presenca de 2,8 mM de glicose).

A fig. 14, mostra o efluxo do **Rb de ilhotas de animais normo e
hipoprotéicos perfundidas em presenca de glicose 2,8 mM glicose com o meio
contendo 10 mM calcio. A taxa basal de efluxo das ilhotas-controle foi mais
elevada que das ilhotas de ratos hipoprotéicos (min 22 a 40). A introducéo de
arginina (20 mM) elevou o efluxo de **Rb de ambos os tipos de ilhotas (P <
0,05). Apbés a retirada do aminoaciodo do meio perfusor, a taxa de efluxo

voltou aos valores basais respectivos.

Os efeitos da leucina (20 mM) e de seu derivado cetoisocaproato
(KIC 25 mM) sobre o efluxo do **Rb de ilhotas provenientes de ratos normo e
hipoprotéicos, estédo ilustradas nas Fig. 156 A e B, respectivamente. Em
presenca de 2,8 mM de glicose, a introdugio desses agentes no meio
perfusor, induziu uma rapida, permanente e significativa redugao do efluxo do
®*Rb de ambos os tipos de ilhotas. Esse efeito foi totalmente revertido apoés a
retirada da leucina e/ou KIC do perfusato.

Finalmente a Fig. 16-A ilustra o efeito do éster de forbol (TPA 100
nM) sobre o efluxo de **Rb de ilhotas normo e hipoprotéicas, perfundidas na
presenca de 5,6 mM de glicose. Com relagao as ilhotas-controle, apés a
introdugao do (TPA) no meio perfusor, a taxa de efluxo sofreu uma redugao

significativa apenas nos primeiros min. A seguir, houve um ligeiro aumento
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FIGURA 13 A
Efeito da arginina (20 mM) sobre o efluxo de "™Rb
de ilhotas provenientes de animais anormo (circulos cheios) e
hipoprotéicos (circulos wvazios). As ilhotas foram perfundidas com meio

contendo 1 mM de Ca’ na auséncia de glicose. Arginina esteve presente

ne intervalo de tempo compreendido entre o 40° e 60° min da perfusdo,

como  indicado pelas barras verticais. Os circulos indicam média te pm e

on foi de 4 experimentos.
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FIGURA 20 R
Efeito da arginina 20 mM efluxo de “*Ca de ilhotas
provenientes de animais normo (circulos cheios)e hipoprotéicos (c¢iculos
vazios). As ilhotas foram perfundidas em solugdo de Krebs contendo 1 mM
de Ca™ e glicose 8.3 mM. A introdugdo, bem como a retirada da arginina no
meio de perfusfo, estdo representadas pelas barras verticais. 0s circulos

indicam a média * epm sendo que o n foi de 4 experimentos para cada

grupo.
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FIGURA 21
Efeito do TPA (100 nM) sobre o efluxo de **Ca de
ilhotas provenientes de animais normo (circulos cheios) e hipoprotéicos
(circulos wvazios). As ilhotas foram perfundidas em solugdo de Krebs

contendo 1 mM de Ca” e 5.6 mM de glicose. O TPA foi introduzido e
retirade da meio, como indicado pelas barras verticais. Os circulos

indicam a média + epm sendo n = 6 experimentos para ambog 08 grupos

experimentais.
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FIGURA 22 A

Efeito de concentra¢des crescentes de glicose, sobre a
gecrecdc de insulina de ilhotas provenientes de animais nermoprotéicos
(barras escuras) e hipoprotéicos(barras claras), incubadas, por 1h, em
solugdo de Krebs e contendo 1 mM de ©a® & as diferentes concentragdes de
glicose. A insulina acumulada foil quantificada através de

radioimunoensaio. As barras indicam a média, sendo que o n variou de 12 a

29 experimentos.
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FIGURA 22 B
Curva dose-respota & glicose cofeccicnada a
partir dos dados de secrecdo normalizados, contidos na figura XIV-A. Para

normalizaclo dos resultados inicialmente subtraiu-se o valor basal

(2.8
mM de glicose)

do valor méximo de secregfio (glicose 27.0 mM para os

normoprotéiceos {circulos escuros) e glicose 33.4 mM para os hipoprotéicos

(circulos vaziog)} o qual correspondeu ao incremento mdximo de secrecdo,

considerado agqui como 100%. As rercentagem correspondentes aos outros

valorea de glicose foram obtidos apds subtrac8c do wvalor basal de

secrecdo. A Ec,, (50% da resposta méxima) £fol de 8.53 e 14.4,

respectivamente para as ilhotas normo e hipoprotéicas. 08 circulos

representam as médias * epm



9.Efeito da Leucina e Arginina sobre a secreg¢ao de insulina

Na Fig. 23, avaliamos a secrecdo de insulina de ilhotas
provenientes de animais normo e hipoprotéicos, incubadas durante 1h em
presenca de leucina (20 mM) ou arginina (20 mM), na auséncia e na presenca
de glicose 8,3 mM. Os valores absolutos de secregéo, estimulada pelos dois
aminacidos em estudo, tanto na auséncia quanto na presencga de glicose,
foram maiores nas ilhotas-controle, que em ilhotas de ratos hipoprotéicos.
Contudo, a secrecio proporcional (em relacdo ao basal) de insulina na
presenca de leucina foi de 1,4 e 1,5 vezes na auséncia e de 2,3 e 2,4 vezes na
presenca de 8,3 mM de glicose, respectivamente para as ilhotas-controle e
hipoprotéicos. Em relacéo a arginina o aumento proporcional da secregao de
insulina foi de 2,8 e 1,16 vezes na auséncia e de 4,3 e 5,9 vezes na presenca
de 8,3 mM glicose, respectivamente para as ilhotas-controle e hipoprotéica. A
estimulagdo com esses aminacidos provocou um aumento na liberagao
proporcional de insulina em ambos os tipos de ilhotas, exceto na condigéo
onde as ilhotas foram estimuladas com arginina na auséncia de glicose, nesta
condicdo o aumento foi maior apenas no grupo controle (p<0,05).
10.Efeito do K" sobre a secrecio de insulina

A Fig. 24, mostra a secrecéo de insulina de ilhotas de ratos normo
e hipoprotéicos, frente a concentragodes crescentes de potassio em presenca
de 5,6 mM glicose. Os valores absolutos da secre¢@o de insulina das ilhotas
provenientes de ratos hipoprotéicos foram menores em relagdo as ilhotas-
controle em todas as concentracbes de potassio estudadas. O aumento
proporcional da secrecéo de insulina foi de 2,1; 2,2; 2,7; e 2,9 vezes para as
ilhotas-controle e de 1,2; 1,2; 1,5 e 1,6 vezes para as ilhotas de ratos
hipoprotéicos, para as concentracdes de potassio de 10,0; 20,0; 40,0 e 80 mM,
respectivamente. Essa liberagcdo proporcional de insulina foi maior nas

ilhotas-controle em todas concentracdes de potassio estudada (p < 0,05).
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11.Efeito de potencializadores da secrecéo de insulina

Na fig. 25, avaliamos o efeito de substancias que afetam
diferentes vias de sinalizagdo intracelular sobre a secregéo de insulina de
ilhotas de ratos normo e hipoprotéicos. Como ja observado em outros
protocolos experimentais deste trabalho, a secrecio basal de insulina foi
maior no grupo controle comparado ao grupo hipoprotéico. O agonista
muscarinico, oxotremorina-m (OMO-m), potencializou a secrecéo de insulina
em 2,2 e 1,4 vezes nas ilhotas-controle e hipoprotéicos, respectivamente. A
comparac&o entre os valores proporcionais de liberagdo de insulina,

provocado pelo OXO-m, também foi maior nas ilhotas-controle (P<0.05).

Isometilbutilxantina (IBMX), que sabidamente aumenta os niveis
intracelulares de AMPc, foi empregada nas concentragées de 100 nM e 1 mM.
Os valores absolutos de secrecdo de insulina foram maiores nas ithotas-
controle do que com nas de hipoprotéicos. Ja a liberagédo proporcional da
secrecdo de insulina estimulada pelo IBMX (100 nM), foi de 1,7 e 2,9 vezes
para as ilhotas de ratos normo e hipoprotéicos, respectivamente, sendo maior
nas ilhotas de ratos hipoprotéicos Com o aumento da concentragéo
para 1 mM, a liberacdo proporcional de insulina foi de e 4,5 e 6,5 vezes nas
ilhotas de ratos normo e hipoprotéicos, respectivamente (p < 0,05).

Outra classe de substéncia que afeta a secrecéo de insulina é o
TPA, o qual utilizamos nas concentragdes de 10 nM e 100 nM. TPA 10 nM,
potencializou a secrecéo de insulina em 1,4 e 1,1 vezes nas ilhotas de ratos
normo e hipoprotéicos, respectivamente. Com o aumento para 100 nM, a
elevacéo foi de 2,1 e 1,9 vezes para os grupos normo e hipoprotéicos,
respectivamente. Para as concentracbes de TPA utilizadas, os valores
absolutos e relativos de secrecao de insulina obtidos foram maiores nas
ilhotas-controle (p < 0,05).
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FIGURA 23

Efeito da leucina (20 mM) e da arginina (20 mM)

sobre a secregSo de insulina pPor ilhotas incubadas na auséncia e em

presenca de glicose (8.3 mM). As ilhotas de animais normoprotéicos

(barra escuras) e de hipoprotéicos (barras claras) foram incubadas em

Krebs contendo 1mM de Ca* e os diferentes aminodcidos, durante 1h. A

insulina secretada durante essze periodo foi avaliada através de

radioimunoensaio. As barras indicam a8 média zendo o (n} de 1% a 18.
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FIGURA 24

Efeito de concentragdes crescentes de Potdssio sobre a

secreclo de insulina de ilhotas de animais normoprotéices (barras

escuras) e hipoprotéicos (barras claras). Os grupos de ilhotas foram

incubadas em solu¢do de Krebs contendo 5.6 mM de glicose e 1 mM de Ca™,

acrescidas das concentrages Ccregcentes de K, durante 1h. Nas

concentragdes de K acima de 5 mM, o Na' foi retirado em proporcées

equivalentes. barras indicam a mé&dia e o n variando 13 a 30 repeticdes.
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FIGURA 25

Efeito da 0OXO-m (50 umM), IBMX (100 nM e 1 mM) e

TPA {10 nM e 100 nM), sobre a secreg8io de insulina de ilhotas

provenientes de animais normoprotéicos (barras escuras) e hipoprotéicos

(barras claras). A incubacic se deu em solugdo de Krebs com 1 mM de Ca™,

e0 5,6 mM de glicose em presenca das diferentes condi¢Bes das substéncias

indicadas acima, durante lh. As barras verticais indicam mé&dia onde o n

variou de 10 a 24 experimentos.



DISCUSSAO

1 Modelo Experimental

Ratos jovens, mantidos dos 21 aos 90 dias de idade com dieta
contendo 6% de proteina apresentaram caracteristicas observadas na
desnutricao infantil e nos modelos experimentais de desnutricao (WEINKOVE
et al, 1976; HEARD et al, 1977 & CHAVES, 1985), tais como: baixo peso
corporal, hipoalbuminemia, teores elevados de glicogénio e de gordura
hepaticas (tab. | e ll e fig. 1). A aus@ncia 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 hipoprotéicos e normoprotéicos exclusivamente a diferenca no
teor protéico da dieta. Embora ambas as dietas sejam isocaléricas, ratos
carentes em proteina geralmente diminuem a ingesta alimentar a qual é
suficiente apenas para manter o peso corporal (WEINKOVE et al, 1976;
MELLO & CURY, 1989).

Criangcas com desnutricao apresentam alta concentracao de
sodio e baixa de potassio em suas células e conseqiientemente aumento do
sodio corporal (PATRIC & GOLDEN, 1977 & FORRESTER, et al, 1990). Em
nosso modelo experimental encontramos dados semelhantes para conteido
total de sédio mas n&o detectamos diferencas quanto ao potassio total e entre

os grupos estudados.

Em criancas com Kwashiorkor, (sindrome caracterizada por

edema nutricional) elou Marasmus, ha aumento da atividade da bomba de
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sodio/potassio (PATRIC & GOLDEN, 1977 & PATRIC, 1977). Um aumento
intracelular de sddio concomitante a um aumento na taxa de extruso de sodio
evidencia um aumento na permeabilidade da membrana a esse cation. A
magnitude desta pode ser suficiente para aumentar o conte(ido do referido ion
na célula, independente de um aumento compensatério da extrusao ativa de
sodio. Essa disposicdo anormal de eletrélitos pode levar a um prejuizo nos
mecanismos de transporte desses ions com menor extrusio de sédio e
retencao de potassio na célula, os quais sdo importantes para manter o
gradiente idnico através da membrana (FORRESTER et al, 1990). Essa
alteracdo no conteddo do sédio corporal, encontrada em nosso modelo
experimental, e provaveis distirbios nos fluxos idnicos associados a um
menor contetdo de glutationa e grupos tiois na membrana, poderiam explicar
as alteragOes encontradas predispondo para disfungdes do pancreas
endocrino e em especial para a secrec¢ao de insulina (AMMON & WAHL, 1989;
FORRESTER et al, 1990). Uma nova hipotese, tentando explicar a
manifestag@o de edema em ratos desnutridos, sugere que o desequilibrio
entre a geracao de radicais livres e a sua remocio colaboram para
estabelecer um estresse oxidativo e a destruicdo celular. Uma observacéo
gue aponta favoravél a essa hipétese inclue o menor conteldo de glutationa
(GSH) em hemacias desses ratos (JACKSON, 1986 & GOLDEN & RAMDATH,
1987).

Alteracdes na homeostase da glicose é outro problema que atinge
tanto humanos como animais desnutridos. A tolerancia a sobrecarga oral de
glicose mostrou-se inalterada nos ratos desnutridos no presente estudo (fig.
2) quando comparada com a dos animais-controle. Esses resultados
contrastam com dados anteriores da literatura (WEINKOVE, WEINKOVE &
PIMSTONE, 1876). Intolerancia a glicose é também observada com frequéncia
na desnutrigc&o infantil, tanto no Marasmus quanto no Kwashiorkor (SLONE et
al, 1961; HADDEN, 1967; OXMAN et al, 1968; JAMES & COORE, 1970 & BAIG &
EDOZIEN, 1985). Dados anteriores da literatura apontam intolerancia a
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glicose em ratos machos jovens mantidos com dieta contendo 4% de proteina
por 4 semanas (WEINKOVE, WEINKOVE & PIMSTONE, 1976 & HEARD et al,
1977). Outro grupo de pesquisadores constataram intolerancia a sobrecarga
oral de glicose em fémeas jovens (50 dias) mantidas por curtos periodos (21
dias) com a dieta contendo 6% de proteina (MELLO & CURY, 1989). As
discrepancias entre os resultados do presente estudo e aqueles relatados na
literatura possivelmente séo conseqiéncia das diferencas na duracgao do
experimento, no teor de proteina da dieta hipoprotéica, ou ainda, do sexo e de
processos adaptativos que incluem resisténcia a insulina e ao glucagon
(SMITH et al, 1975; RAO, 1995 & RAQ, 1995a).

Sao raros os dados na literatura referentes ao emprego do teste
de tolerancia a insulina para avaliar a sensibilidade periférica em animais
submetidos a desnutricio protéico-calérica. Nossos dados referentes ao teste
de tolerancia a insulina subcutaneo (TTig) ndo apontam reducaoc da
sensibilidade ao hormonio nos ratos hipoprotéicos em relagdo aos controle.
Pelo contrario, sugerem "maior sensibilidade" uma vez que os niveis
glicémicos apresentaram queda mais rapida no grupo desnutrido que no
controle. Nossos resultados concordam com aqueles de WEINKOVE et al
(1976) e de CARPINELLI (1978), que mostraram n3o haver impedimento da
resposta hipoglicémica em ratos machos jovens mantidos com dietas

contendo 4 - 6% de proteina, no periodo de 8 semanas.

Animais que receberam dieta hipoprotéica apresentaram niveis
menores de glicose e insulina plasmatica no estado alimentado quando
comparado com animais-controle (LEVINE et al, 1983 & OKITOLONDA et al,
1988). Esses autores demonstraram também que a resposta insulinica, apés
teste de tolerancia a glicose (TTG) esta prejudicada, mas os mesmos nao
desenvolveram intolerancia & glicose no decorrer do periodo experimental.
Em nosso modelo também observamos niveis plasmaticos de insulina menores

nos animais que receberam dieta hipoprotéica e auséncia de intolerancia a
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glicose (fig. 2). Isto se deve, em parte, ao tempo de dieta como foi demostrado
anteriormente (YOUNOSZAY & DIXIT, 1980; LEVINE et al, 1983 &
OKITOLONDA et al, 1987).

Mais recentemente, a influéncia do tempo da dieta na homeostase
da glicose pode ser melhor avaliada. Utilizando animais submetidos a
restricéo alimentar em torno de 60% da dieta controle, observou-se niveis de
insulina e glucagon plasmaticos reduzidos. Em contrapartida, foram
observados: relativa hipoglicemia, taxa de renovagao e distribuicao de glicose
normais e conteudo total da glicose corporal inalterado, quando comparado
aos animais-controle. Conclue-se que os niveis de glicose reduzidos no jejum
em desnutri¢do cronica sdo mantidos por processos adaptativos que incluem
resisténcia a insulina, insulinopenia, resisténcia ao glucagon e reducao na
secrecao deste hormdnio (RAO, 1995 & RAO, 1995a).

A reducdo da reserva pancreatica de insulina em animais
submetidos a dieta hipoprotéica, bem como valores menores para relacéo
insulina massa corporal, sugerem que esses animais possuem maior
sensibilidade periférica a insulina (SWENNE, CRACE & JANSSON, 1988 &
OKITOLONDA et al, 1988). N6s observamos reducao no conteudo total de
insulina do pancreas e das ilhotas de Langerhans isoladas mas, contrario a
esses autores, aumento na relacdo insulina massa corpérea. Como ja
salientamos, o aumento na relacdo insulina massa corporal deve-se
provavelmente ao tempo de desnutricdo a que foram submetidos nossos
animais (WEINKOVE et al, 1976 & OKITOLONDA et al, 1987), elou por
desenvolvimento de resisténcia ao glucagon e insulina, insulinopenia e

reducéo na secregao do glucagon como demonstrado por RAO (1995).
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ESTUDOS “IN VITRO”

1-Estudos morfolégicos

Ficou claro na introducao e no inicio desta discussido que a
desnutrico protéico-calérica altera a homeostase da glicose no homem e em
diversas espécies animais. Este modelo de desnutricio pode ser facilmente
reproduzido em animais de laboratorio, facilitando a analise de diferentes

parametros morfologicos e/ou fisioldgicos em ilhotas desses animais.

Estudos morfolégicos do pancreas endécrino de animais
submetidos a desnutricao protéica tem produzido informacdes conflitantes.
Alguns autores observaram hiperplasia e hipertrofia das ilhotas, outros nao
encontraram alteracoes sugerindo que as ilhotas de Langerhans sio menos
afetadas que o tecido exécrino (KOKO et al, 1992). Esses dados conflitantes
podem ser explicados pelo uso de diferentes espécies elou pelo tempo de
desnutricio. Recentemente, estudos de ultraestrutura do pancreas endécrino
em criancas desnutridas e em outras espécies animais, revelaram varios
graus de degeneracédo de todos os tipos de células da ilhota, tais como;
destruicdo da membrana celular, perda de ribossomos, edema mitocondrial e
aumento relativo do nimero de granulos imaturos de insulina (SNOECK et al,
1990; SWENNE et al, 1992 & BROOKS et al, 1993).

Com o propésito de caracterizar nosso modelo experimental,
explicar as alteragfes observadas em nosso animal e confrontar com os
dados da literatura, avaliamos a ultraestrutura das ithotas de Langerhans.
Observamos; compactacido do tecido endécrino, desaparecimento de
nucléolos, perda da polaridade funcional, edema mitocondrial, perda da
posicdo convencional de algumas organelas citoplasmaticas, reducido do
nameros de granulos de insulina e um grande numero de granulos imaturos

(fig.6). Essas alteracoes uliraestruturais, induzidas pelo baixo teor protéico da
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dieta nas ilhotas de Langerhans, semelhantes as encontradas por outros
autores, sdo indicativas de reducéo da atividade de sintese nas células B.
Entretanto, a restricdo protéica, embora tenha reprimido a produgdo do
hormémio, nao foi suficiente para reduzir drasticamente a quantidade de

granulos secretores (fig. 6 e 7).

Os resultados sugerem que o processo de maturacdo desses
granulos foi afetado pois, observamos granulos com pouco material ou de
baixa densidade eletronica (fig. 6 e 7). Aliado a esse fato, a auséncia de
polaridade funcional de muitas células pode estar relacionada com distirbios
dos elementos do citoesqueleto, co-responsaveis pela organizagéo
compartimentalizada do citoplasma. E possivel que, além do
comprometimento na maturacido dos granulos (grande nimero de vesiculas
de condensagao, reticulo ingurgitado com material floculento intracisternal)
tenha havido comprometimento na liberagao de insulina por esses granulos, o
que explica os baixos niveis séricos do horménio no estado alimentado.
Associado a essa alteracdo granular, estd a redugéo da permeabilidade
capilar a insulina (paredes mais eletrodensas, mais espessas e menos

fenestrada das células endoteliais dos capilares).

2-Oxidacao da glicose e movimentos idénicos

A elevagao da glicose extracelular, em ilhotas pancreaticas
isoladas, determina a estimulacido preferencial dos eventos oxidativos
mitocondriais, incluindo aumento da atividade da lancadeira de glicerol
fosfato, descarboxilagdo do piruvato e oxidagdo dos residuos acetil no ciclo
de Krebs em relagdo ao fluxo glicolitico (SENER & MALAISSE, 1987;
MALAISSE e SENER, 1988 & DE VOS et al, 1991). A aceleracio da lancadeira
de glicerol fosfasto pela glicose, deve-se em parte ao aumento do Ca®' no

citosol, induzindo ativagéo de uma FAD ligada & glicerofosfato desidrogenase
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mitocondrial (SENER & MALAISSE, 1992 & MALAISSE, 1993). Portanto, a
estimulac&o preferencial dos eventos oxidativos estdo prejudicadas em
varios modelos de disfuncéo das células B caracterizados por uma alteracio
seietiva na resposta secretoria induzida pela D-glicose (DE VOS, SCHUIT &
MALAISSE, 1991 & MALAISSE & SENER, 1992).

A estimulacéo dos eventos oxidativos é essencial para assegurar
a funcdo sensora-metabdlica do pancreas endécrino, uma vez que esses
eventos fornecem a maior parte do ATP gerado pelo catabolismo da glicose
(DE VOS, SCHUIT & MALAISSE, 1991, MALAISSE & SENER, 1992 & NEWGARD
& McGARRY, 1995). Dessa forma, avaliamos a oxidacdo desse substrato a

CO2 nas ilhotas pancreaticas provenientes de animais normo e hipoprotéicos.

A fig. 9 mostra que a oxidagdo da glicose foi mais elevada nas ilhotas de
animais hipoprotéicos tanto em condigcdes basais quanto em concentracdes
estimulatérias da secrecao de insulina. Esses dados foram semelhantes aos
encontrados com ilhotas humanas cultivadas em presenca de altas
concentragdes de glicose (EIZIRIK, KORBUTT & HELLERSTROM, 1992). Os
valores mais altos encontrado na oxidagao da glicose nao apoiam a hipotese
de inibicido desse evento nesse tecido. Contudo, resta a divida se a
quantidade de ATP gerada pelas ilhotas de ratos hipoprotéicos foi maior do
que as ilhotas-controle, pois pode ter ocorrido desacoplamento e portanto,
menor producéo de ATP. Embora indiretamente, nossas observagdes sobre
degeneracao mitocondrial nas células B de ilhotas hipoprotéicas, dao suporte
a essa hipotese. Pode-se especular que tal degeneracéo afetaria nao somente

a forma como a funcéo mitocondrial e em conseqiiéncia a producao de ATP.

Outro ponto que podemos especular é a resposta da célula B
exposta a altas concentracdes de glicose. Em nosso modelo experimental a
dieta normo e hipoprotéica sao isocaldricas. Mas o teor de carboidratos na
dieta deficiente em proteina € maior e provavelmente, as ilhotas destes

animais ficariam mais expostas a maiores concentragoes de glicose que as
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ilhotas-controle. lihotas isoladas de ratos e de humanos expostas a altas
concentragcoes de glicose apresentam reducéo de sua capacidade secretoria
(OKAMOTO, et al, 1992 & EIZIRIK, KORBUTT & HELLERSTROM, 1992).
Nossos dados sobre a oxidagao da glicose sdo semihantes aos resultados
obtidos em ilhotas humanas (EIZIRIK, KORBUTT & HELLERSTROM, 1992), e
apoiam a idéia de que o contetdo de carboidrato na dieta pode ter um papel
importante no aumento da oxidacido da glicose pelas ilhotas de animais
hipoprotéicos. O aumento da glicose favorece alteragdes no pool enzimatico
tanto do citosol quanto mitocondrial, como observado por RASSCHAERT, et
al, (1995).

Canais idnicos controlam os fluxos dos ions através da membrana
das células B mantendo assim a diferenca de potencial eletroquimico dessas
células. Sao portanto fundamentais na mediacdo da liberacdo de insulina
estimulada por diferentes agentes insulinotrépicos. Os canais K*,p exercem
uma funcdo primordial no acoplamento estimulo/secregcdo nas células B
pancreéticas. O metabolismo da glicose e o conseqiiente aumento na relagao
ATP/ADP celular constituem o estimulo primario para o fechamento desses
canais, induzindo a despolarizagdo da membrana celular. A taxa de efluxo de
K' das células B ou de ilhotas perfundidas podem ser mensurada pela
utilizacéo do isétopo **Rb, analogo funcional do K* (BOSCHERO, et al, 1979 &
RAJAN et al, 1990). Na Fig. 10, observamos que glicose (em diferentes
concentragdes) reduziu o efluxo do **Rb com igual magnitude nos dois tipos
de células. Isto indica que mesmo com o aumento do metabolismo da glicose,
nas ilhotas de animais hipoprotéicos, ndo houve alteracao significativa na
capacidade da glicose em reduzir o efluxo do **Rb em relacdo as ilhotas-
controle (fig.10-a).

Baseado no metabolismo da glicose aumentado e efluxo de

potassio inalterado, nés avaliamos a capacidade secretéria das ilhotas de

ratos hipoprotéicos em presenca de concentracdes crescentes de glicose e
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K* (fig. 22 A e B, fig. 24). Nossos dados, referentes a estimulagao das ilhotas
com glicose, apoiam a idéia de que a secrecao de insulina reduzida em ilhotas
de animais hipoprotéicos, se deve a defeitos em outra(s) etapa(s) da cascata
de eventos responsavel pela extruséo da insulina contida nos granulos e nao
por uma incapacidade dessas ilhotas de reconhecerem o nutriente. Outros
autores também encontraram resposta secretoria diminuida a estimulagao
com glicose e sugerem que a desnutricdo protéico-calérica induz defeito
funcional na célula B, o qual pode persistir apés recuperacéo alimentar.
(LEVINE, WRIGHT & MARCUS, 1983; DIXIT & KAUNG, 1985; SWENNE, CRACE
& JANSSON, 1988).

Quando comparamos a estimulacéo crescente de glicose entre
ilhotas-controle e de ratos hipoprotéicos, observamos que a curva dose
resposta esta deslocada para a direita nas ilhotas de animais hipoprotéicos,
comprovando a nossa suposi¢cio que o defeito esta em qualquer outra etapa
do mecanismo de secrecéo e ndo na glicélise. O que afasta a possibilidade de
funcionamento deficiente da glicoquinase IV, enzima chave na metabolizacao

deste nutriente na célula B.

O fechamento dos canais de K, leva despolarizacao da
membrana das células B, e ativa os canais de Ca**-voltagem dependentes
promovendo o influxo de calcio, aumento da [Ca®']i e, finalmente secrecao de
insulina (BOSCHERO, 1996). Essa despolarizagio da membrana das células B,
pode ser induzida por concentragc®des crescentes de K* e consiste em uma
importante ferramenta para avaliarmos o mecanismo de secrecéo (fig. 24). Em
presenga de concentragdes crescentes de K' as ilhotas de animais
hipoprotéicos secretaram menor quantidade de insulina que as ilhotas-
controle. Também observamos que a liberacéo de insulina em relacdo a
secrecdo basal foi maior nas ilhotas- controle. Esta resposta secretoria

diminuida deve-se a incapacidade das diferentes concentracdes de K*
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induzirem suficiente despolarizacdo e promoverem um influxo de calcio

necessario para aumento adequado da [Caz"]i nas célula B.

Qutros nutrientes podem alterar a permeabilidade ao K* e
estimular a secrecéo de insulina FLOYD et al, (1963); HENQUIN & MEISSNER,
(1981) & BLACHER et al, (1989), demostraram que leucina e arginina
aumentam a secrecao de insulina tanto “in vivo” como “in vitro”. Esses
aminoacidos, através da alteragio dos fluxos idnicos modificam o potencial de
membrana das células B, influenciando assim a permeabilidade ao calcio,
(HENQUIN, 1980; HERCHUELZ et al, 1984; BLACHER et al, 1989 & SENER et
al, 1990).

As fig.(s) 15-A,B evidenciam que a leucina e seu derivado KIC,
reduziram a permeabilidade ao °°Rb com magnitude idéntico aquela
observada por glicose. Como esses substratos entram diretamente no ciclo de
Krebs, é evidente que a reducado da secrecao de insulina ndo esta relacionada
a incapacidade da mitocondria em metabolizar esses nutrientes. Contudo, o
bloqueio de 50% da permeabilidade ao K" pode ser atingida entre 0 e 5.6 mM
de glicose, ou seja, a quantidade de ATP gerada nessas concentracées de
glicose séo suficientes para bloquear a permeabilidade ao K*. Portanto, é
provavél que nas ilhotas provenientes de animais hipoprotéicos, em altas
concentragcdes de glicose, de leucina elou cetoisocaproato a producao de
ATP tenha sido menor mas, suficiente para reduzir o efluxo de °°Rb
semelhante ao observado pelas ilhotas-controle (ASHCROFT; ASHCROFT &
HARRISON, 1987).

Arginina aumenta a permeabilidade ao potassio e despolariza a
membrana das células B, por um mecanismo diferente daquele induzido por
glicose. A secrecao induzida por esse aminoacido catidnico, pode estar
relacionado ao seu acimulo dentro da célula, levando a despolarizacéo da
membrana plasmatica (HENQUIN & MEISSNER, 1981). Alternativamente, sua
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agéo insulinotropica pode estar associada ao seu catabolismo, resultando por
exemplo, na geracao de poliaminas que poderiam servir como substrato para
as transglutaminases ou ativar as proteinas quinases (HENQUIN & MEISSNER,
1981; TAMAGAWA & HENQUIN, 1982; GOMIS et al, 1983; GARCIA-MORALES
et al, 1984 & THAMS, CAPITO & HELDESKOV, 1986). Contudo, estudos
recentes comprovam que a acao insulinotropica dos aminoacidos cationicos
ndo estd relacionado com a capacidade de agir como substrato para as
transglutaminase, mas esta atribuida ao acamulo dessa molécula carregada
positivamente no interior de célula B com subseqiiente despolarizacao
(BLACHER et al, 1989 & SENER et al, 1990).

Esses nutrientes insulinotrépicos estimulam a liberagao de
insulina aumentando o pool de calcio no interior das células B pancreaticas
(MALAISSE, BRISSON & BAIRD, 1973 & SENER et al, 1990). Este acimulo de
calcio pode ser o resultado da reducgéo da saida do ion mediada pelo co-
transporte Na'/Ca* e a estimulagao do influxo de calcio através dos canais de
calcio sensiveis a voltagem (MALAISSE, BRISSON & BAIRD, 1973; MEISSER &
PREISSLER, 1979; HERCHUELZ, SENER & MALAISSE, 1980; HERCHUELZ,
COUTURIER & MALAISSE, 1980). Uma forma indireta de analisar o aumento
do Ca® citoplasmatico, induzido por arginina efou qualquer outro nutriente,
consiste em se medir o efluxo do **Rb (HERCHUELZ et al, 1984; BLACHER et
al, 1989 & SENER et al, 1990). Isto se deve a presenca nas células B de uma
permeabilidade ao K" dependente de Ca®* (K,). Assim, como ja mencionamos
antes, arginina que despolariza a membrana das células B, induz aumento da
[Ca*']i e conseqiientemente do efluxo do %**Rb. Esse aumento foi menor nas
ilhotas provenientes de animais hipoprotéicos quando comparado as ilhotas-
controle (fig. 13-A e B). Duas alternativas, nao exclusivas podem explicar essa
diferenga. Uma que o aminoacido n&o alterou adequadamente a polarizacao
da membrana. E outra, que os canais de Ca®" sensiveis a voltagem nas ilhotas

de animais hipoprotéicos estejam em menor nimero efou alterados.
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Na presenca de glicose, arginina induziu aumento do efluxo do
8°Rb, idéntico as ilhotas-controle e semelhante ao apresentado na literatura
(HERCHUEL.Z et al, 1984; BLACHER et al, 1989 & SENER et al, 1990).
Significando que o aumento da [Caz*]i foi suficiente para estimular a
permeabilidade K¢,. Logicamente isto implica que a arginina, associada a
glicose, provocou despolarizacéo suficiente para ativar a permeabilidade do
Ca®*-sensivel a voltagem (Cay,,). Aumento da concentragdo extracelular de
Ca®*, como mostrado na fig. 14, permitiu a arginina induzir um incremento no
efluxo do ®°Rb idéntico as ilhotas-controle. Essa observagao reforga a idéia de
que a resposta diminuida 4 arginina, quando da auséncia de glicose, se deve a
problemas de despolarizagdo elou permeabilidade ao Ca®>* na membrana

plasmatica, o que impede a célula atingir concentragdes adequada de [Ca®'];.

Em concordancia com os resultados sobre o efluxo de “*Ca (fig.15-
A,B), arginina promoveu aumento na secrec¢do de insulina em ilhotas de
animais hipoprotéicos (fig. 23), mas em menor intensidade que o registrado
em ilhotas-controle e semelhante ao relatado na literatura (SWENNE, CRACE
& JANSSON, 1988). O padréo de resposta secretoria das ilhotas provenientes
de animais hipoprotéicos altera-se profundamente quando associamos a
glicose, em concentragodes insulinotropicas, com o aminoacido. Esta mudanca
na liberagc&o de insulina pode ser atribuida, em parte, a8 capacidade que a
glicose tem em despolarizar a membrana das células B por um mecanismo

diferente dos aminoacidos catidonicos.

As sulfonilurérias s8o importantes agentes farmacologicos que
blogueiam os canais de K'yrp em células B pancreaticas. Essas substancias
ocupam determinados receptores na membrana da célula promovendo o
blogueio desses canais e conseqientemente reduzindo o efluxo de K,
despolarizando a membrana ativando, em consequéncia, os canais de Cay,y,
com aumento dos niveis intracelurares deste ion (RAJAN et al, 1990; BOYD Il
et al, 1991 & CATERRAL & EPSTEIN, 1992). Tolbutamida (fig. 11) reduziu a
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taxa de efluxo do **Rb com igual magnitude nos dois tipos de ilhotas. Em
paralelo, verificamos que a tolbutamida induziu secrecao de insulina menor
nas ithotas de animais hipoprotéicos. A despeito da mesma taxa de efluxo do
%Rb, o que poderia refletir despolarizagio de magnitude semelhante nos dois

tipos de ilhotas.

Outra forma de avaliar os canais K,rp em células secretoras de
insulina, foi a utilizagdo da diazoxida, usualmente empregada no tratamento
de hipoglicemia secundaria, apés excessiva liberagéo de insulina. Em meio
contendo concentragéo basal de glicose, a diazoxida marcadamente aumenta
o efluxo de *°Rb. Esses estudos sugerem que a diazoxida inibe a secregdo de
insulina por aumentar a permeabilidade ao K* nas células B, deixando a
membrana da célula polarizada (HENQUIN & MEISSNER, 1982; RAJAN et al,
1990 & BOSCHERO, et al, 1993). Na fig. 12 podemos observar que a diazoxida
aumentou o efluxo do *°Rb de ilhotas-controle de modo semelhante ao
encontrado por HENQUIN & MEISSNER, (1982). O mesmo efeito foi observado
nas ilhotas provenientes de animais hipoprotéicos, porém, com menor
intensidade. O aumento maior na taxa de efluxo das ilhotas-controle, sugere
que essas ilhotas possuem uma populacao de canais maior e/ou mais sensivel
as sulfonilureias. Esta afirmacdo poderia ser contestada pelo resultado
encontrado na fig. 10 e 11, onde n&o observamos diferengas na taxa de efluxo

entre os dois grupos de ilhotas, induzida por glicose e tolbutamida.

Contudo, COOK & HALES,(1984) demostraram que em repouso,
isto é, com a célula polarizada, a grande maioria dos canais K,y ja estariam
fechados e, que o fechamento de 10% do total de canais existentes nas células
B seria suficientes para despolarizar a membrana. Isto significa que o efeito
maximo da tolbutamida ocorre com o fechamento de uma pequena parcela
dos canais existentes nas células B, dai nao observarmos diferencas entre
ilhotas-controle e hipoprotéicas. Ao contrario, diazoxida que promove

abertura desses canais, age em uma populagéo muito maior de canais, por
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isso verificamos diferengas de ac&o dessa droga entre ilhotas de animais
hipoprotéicos e controle. Concluindo, os experimentos com diazoxida revelam
que também a modulac¢aao dos canais de K'4;p estariam alterados nas células

B de animais hipoprotéicos.

3-Segundos mensageiros e secrecio de insulina

Mensageiros intracelulares também reguiam a secregido de
insulina pela célula B. Proteina quinase C € um segundo mensageiro ativado
durante a quebra dos fosfoinositideos (METZ, 1988). O mecanismo preciso
pelo qual a ativacéo da proteina quinase C (PKC) estimula a secrecdo de
insulina n&o esta esclarecido, mas a ativagao dessa proteina esta relacionada
com a alteracao dos fluxos de K* e de Ca® nas células B e em outros tecidos
(WOLLHEIM et al, 1988; MALAISSE et al, 1985; BERGGREN, ARKHANMMAR &
NILSSON, 1989; YADA et al, 1989 & JONES, PERSAUD & HOWELL, 1991).

Ativadores exogenos da proteina quinase C,(PKC) tais como,
éster de forbol (TPA) ou analogos do diacilglicerol, estimulam a translocacgao
da proteina quinase em ilhotas de ratos (EASOM et al, 1989; PERSAUD,
JONES, SUGDEN & HOWELL, 1989b). TPA, em concentragdes nanomolares
estimulam a PKC. Assim, estimula a secrecéo de insulina, demonstrando o
papel da proteina quinase na regulagéo da secreg@o do referido hormédnio
(BERGGREN, ARKHAMMAR & NILSSON, 1989). TPA aumenta a [Ca®*']i, mas o
mecanismo de influxo do calcio ainda é desconhecido (MINAMI, FUKUZAWA &
NAKAYA, 1993). Recentemente foi demonstrado que a PKC, estimulada pelo
TPA, bloqueia tanto os K rp em células cromafins da medula adrenal de rato e
em linhagem de células secretoras de insulina, quanto os canais de K;, em
células de musculo liso de coronarias de porco (WOLLHEIM, et al, 1988;
MINAMI, FUKUZAWA & NAKAYA, 1993 & AKIKE et al, 1993).
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Avaliamos (fig. 16) a participacéo da PKC no efluxo de **Rb apoés
estimulo com TPA. As ilhotas de animais hipoprotéicos apresentaram uma
taxa de efluxo mais alta que as ilhotas-controle. Como observado em outros
tecidos e em linhagem de células secretoras de insulina, as ilhotas-controle
apresentaram uma reducao rapida e reversivel na taxa de efluxo do ®**Rb na
presenca do TPA. Outros pesquisadores utilizando o 13-acetato 12-miristato
forbol (PMA) néao observaram alteracio na taxa de efluxo do 2®Rb em ilhotas de
Langerhans (MALAISSE et al, 1983). Ja, WOLLHEIM et al, (1988), concluiram
que o PMA bloqueia os canais Karp, despolariza a membrana da célula B,
aumenta [Ca®']i e estimulam a secrecéo de insulina. A comparacio desses
resultados com os observados em ilhotas de animais hipoprotéicos, indica que
a mobilizagao da PKC, induzida pelo forbol nessas ilhotas, podem ser
diferentes aqueles observados em ilhotas-controle, resultando em alteragéo
na despolarizagio, influxo de calcio e taxa de efluxo de **Rb mais elevada e

secregdo de insulina reduzida.

Ativadores da PKC também estimulam a captacéo e o efluxo do
“°Ca em ilhotas de Langerhans. A atividade elétrica, induzida por glicose ou
sulfoniluréias, reflete a atividade dos canais de calcio e pode ser amplificada
em presenca de TPA (MALAISSE et al , 1983 & ZAWALICH, BROWN &
RASMUSSEN, 1983). Esses dados sugerem que a PKC pode promover influxo
de Ca®’ através da membrana plasmatica (TOSHIHIKO et al, 1989). Baseado
nesses dados, avaliamos o efluxo do *°Ca e a secregao de insulina em
presenca do TPA, nas ilhotas em estudo, (fig.(s) 21 e 25). O aumento na taxa
efluxo do referido isétopo foi semelhante nos dois grupos, demostrando
assim, que as ilhotas de animais hipoprotéicos foram capazes de mobilizar
calcio de maneira semelhante as ilhotas-controle. Quando analisamos a
secregado de insulina, notamos que as ilhotas de animais hipoprotéicos
secretaram menos que as ilhotas-controle, indicando que existe um
desacoplamento entre os eventos ibnicos de membrana e os passos

intracelures que compoe o processo secretorio.
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4-Calcio e secrecio de insulina

Calcio ionizado &€ um dos sinais mais comuns de transdugao para
as células. Distinto de outros segundos mensageiros, Ca®* é requerido para a
manutenci&o da vida e sua permanéncia livre no citosol, por periodo
prolongados, pode levar a morte celular. fons calcio ndo sofrem trasformacao
como outras moléculas consideradas segundos mensageiros, assim a célula
regula os niveis intracelulares de calcio através de varios ligantes e
compostos especializados na sua liberacéo para o citosol (CLAPHAM, 1995).
Considerando a funcgéo importante do calcio no mecanismos de liberagao
hormonal em células secretoras de insulina, avaliamos a permeabilidade do

referido ion em diferentes situagdes experimentais.

A monitorizacdo do efluxo do “*°*Ca de ilhotas previamente
marcadas, revela que a glicose exerce um duplo efeito sobre seu efluxo
(HERCHUEL.Z, COUTURIER & MALAISSE, 1980). Primariamente provoca uma
queda inicial, seguida de um aumento na taxa do efluxo do referido isotdpo.
Essa queda inicial do efluxo de *°Ca, poderia ser consequéncia de uma real
redugdo na taxa de efluxo, ou de um aumento na recaptagéo do **Ca por
organelas intracelulares. O aumento secundario corresponde aos processos
de troca “°Ca/*®Ca refletindo a taxa de entrada do “°Ca®* nas células das
ilhotas (MALAISSE, BRISSON & BAIRD, 1973; GYLFE & HELLMAN, 1978;
HERCHUELZ & MALAISSE, 1978; KIKUCH! et al 1978 & BOSCHERO, et al,
1990).

llhotas-controle estimuladas por glicose tiveram, inicialmente,
reducdo e posteriomente aumento na taxa de efluxo do **Ca (Fig. 19-A), como

ja descritos por inimeros pesquisadores (HERCHUELZ COUTURIER &
MALAISSE, 1980 & BOSCHERO, et al, 1990). Nas ilhotas de animais

hipoprotéicos, glicose reduziu a taxa de efluxo do “*Ca, contudo em menor
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intensidade que nas ilhotas-controle, nédo apresentando também o aumento

bifasico secundario.

Para melhor avaliar o efeito da glicose no efluxo de “°Ca,
repetimos o experimento da fig. 19-A na auséncia de Ca®* no meio
extracelular. Esta condicio experimental suprime o aumento secundario na
taxa de efluxo provocada pela glicose (HERCHELZ, COUTURIER & MALAISSE,
1980 & BOSCHERDO et al, 1990). Em ambos os tipos de ilhotas a taxa de efluxo
foi drasticamente reduzida, mas as alteragées no efluxo do “°Ca, tanto na
auséncia como na presenc¢a de glicose foram sempre menores nas ilhotas de
animais hipoprotéicos. Esses resultados sugerem que a perda da resposta
bifasica e uma taxa de efluxo menor nas ilhotas de animais hipoprotéicos,
deve-se a uma incapacidade do nutriente em promover entrada deste nas
células associado a uma menor mobilizagdo de calcio dos estoques

intracelulares.

Como ja referimos anteriormente a glicose altera a [Ca2+]i
aumentando a permeabilidade ao Ca®* na membrana da célula B, diminuindo a
troca Na'/Ca® e pela mobilizacdo de estoques intracelulares do referido
cation (WOLLHEIN & SHARP, 1981). Deste modo, avaliamos em ilhotas de
animais hipoprotéicos, (fig. 17-A e B), a captagao do “*Ca apés 5 ou 90 min. Os
resultados indicaram que o influxo do *°Ca, baseado na captagio tanto em
curto como em longo periodo de incubacio, foi alterada em ilhotas de animais
hipoprotéicos. Isto indica que os processos de entrada (5 min) e de retengéo
(90 min) do Ca*" nas células dessas ilhotas estdo alterados. A liberacdo de
insulina somente ocorre quando uma determinada [Ca®')i é atingida (ROJAS et
al, 1994). A captacéo de calcio em concentragdes basais de glicose foi muito
maior em ilhotas-controle que nas ilhotas de animais hipoprotéicos. Esta
diferenca na captacéao de calcio pode explicar porque as ilhotas-controle sio

mais eficientes para atingir a concentragio limiar desse ion no citosol
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justificando, portanto, a maior liberagdo de insulina encontrada nessas
ithotas.

Foi postulado recentemente, que altas concentracdes de glicose
podem exercer acdes que independem da despolarizagdo da membrana para
induzir secrecéo de insulina. Este efeito parece ser dependente do estado
energético da célula e poderia envolver a hidréolise dos fosfolipedes de
membrana e consequente geracéo de IP; com ativagdo da PKC (GEMBAL,
GILON & HENQUIN, 1992; GEMBAL et al, 1993 & KELLEY, ZAWALISH &
ZAWALISH, 1994). Em nosso modelo experimental verificamos alteragdes dos
fluxos de Ca®" na presenca de glicose e outras substancias insulinotropicas.
Essas alteracoes podem explicar os niveis mais baixos de insulina secretadas
por essas ilhotas.

Arginina despolariza a membrana das células B, mas nio reduz a
saida de K*, mecanismo de acdo diferente de outros nutrientes tais como,
glicose e outros aminoacidos (LECLERCQ-MEYER, MARCHAND & MALAISSE,
1976; BEIGELMAN, RIBALET & ATWATER, 1977 & HENQUIN & MEISSNER,
1981; BLACHIER et al, 1989 & SENER et al, 1990). Na fig. 20-A, arginina
promoveu uma elevacéo marcante na taxa efluxo do *°Ca nas ilhotas-controle
e um menor aumento nas ilhotas de animais hipoprotéicos. Essas ilhotas em
presenca do aminoacido somente amplifica a taxa de efluxo do “*Ca na
presenca de concentragdes insulinotropicas de glicose (fig. 20-B), mas ainda
em um patamar inferior as ilhotas-controle.

Esse aumento verificado nas ilhotas-controle, tanto na presenca
como na auséncia de glicose, foi semelhante aos encontrado por
HERCHUELZ, et al (1984). Baseado na capacidade da arginina em modular a
taxa de efluxo do **Ca, avaliamos (fig. 18), a captacdo do referido isétopo.
Arginina promoveu maior captagcado de calcio nas ilhotas-controle quando

comparadas com as ilhotas de animais hipoprotéicos, tanto na auséncia como
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na presenga de glicose. Concluindo, a arginina promove maior acimulo de
Ca®" no citosol das células B, por uma estimulagio mais eficaz do influxo de
calcio do que inibindo o efluxo do referido ion (HERCHUELZ, et al, 1984 &
SENER et al, 1990). Isto é favoravel a hipétese de que existe alteragdes tanto
no nimero quanto na estrutura dos canais de calcio nas células B, em
consequéncia do processo de desnutrigdo. Outro ponto, que devemos
salientar, & a mudanga nos grupos tiois na membrana das células, interferindo
assim nos movimentos idnicos, em especial, de calcio (FORTUNET-FOUIN, et
al, 1989; FORRESTER, et al, 1990 & BROOKS, et al, 1993).

Substancias tioxidantes inibem a captagio de “*Ca e secrecao de
insulina, em resposta a glicose, leucina, arginina, potassio e tolbutamida
(AMMON et al, 1985 & AMMON & WAHL, 1989). O confronto desses dados com
nossos resultados sugerem que as células das ilhotas de ratos hipoprotéicos
podem apresentar um contelddo alterado de grupos tiois, podendo assim,
interferir na taxa intracelular de GSH/GSSG e conseqlientemente alterar o

influxo de calcio e a prépria resposta secretoria.

5-Secrecao de insulina e estimulos colinérgicos

Embora ndo necessario para regulacio da secrecao de insulina
estimulada por nutrientes, a modulacao neural das funcdes das células B é
importante para assegurar uma perfeita homeostase da glicose. Numerosos
estudos, usando diferentes modelos experimentais, tém demonstrado que
acetilcolina aumenta a liberacdo de insulina agindo diretamente sobre os
receptores muscarinicos, (subtipo M;3) nas células B (WOODS & PORTE, 1974
& HERMANS, SCHMEER & HENQUIN, 1987, BOSCHERO et al, 1995 & BORDIN,
et al, 1995). Esses receptores colinérgicos estéo acoplados a uma fosfolipase
C e tem seu efeito mediado por proteina G (HENQUIN & NENQUIN, 1988;
SANTOS & ROJAS, 1989; VERCHERE, et al, 1991 & BOSCHERO et al, 1995).
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Em presenga de concentragdes fisiolégicas de calcio, a
acetilcolina induz despolarizagdo da membrana das células B, podendo
resultar em um influxo de Na* e/lou Ca®* na célula (COOK, CRILL & PORTE,
1981; HENQUIN et al, 1988, SANTOS & ROJAS, 1989; HUGHES, CHALK &
ASHCROFT, 1990 & GILON & HENQUIN, 1993). AcOmulo intracelular de Na*
pode mobilizar Ca®* de estoques distintos daqueles sensiveis ao [P,.
Finalmente, a geragdo de diacilglicerol como um produto do aumento do
turnover do fosfatidil inositol, poderia ativar a PKC aumentando assim a
liberacao de insulina, quando da volia da [Cazﬁi para valores proximos aos
basais (HENQUIN et al, 1988 & PRENTKI & MATISCHINSKY, 1987). Baseado
nestas informacoes, avaliamos em ilhotas desnutridas o possivel efeito do
agonista colinérgico OXO-m (fig. 25) descrito como um, agonista de
caracteristica mista, nicotinico e muscarinico, sendo, portanto uma
substancia de grande valor para o estudo da resposta colinérgica em ilhotas
de Langerhans (SHIRVAN, POLLARD & HELDMAN, 1991 & BOSCHERO et al,
1995). OXO-m potencializou a secrecéo de insulina com maior intensidade nas
ithotas-controle que nas ilhotas provenientes de animais hipoprotéicos. Como
ja discutimos antes isto se deve a uma incapacidade desses ilhotas, apés
estimulag&o com esse agente colinérgico, em mobilizar Ca®* para o citosol.
Outro ponto importante a explorar, & a possibilidade de uma populacio menor
de receptores muscarinico e/ou de canais de Na* e de Ca® nas células B das
ithotas de animais hipoprotéicos dificultando assim a estimulacdo colinérgica

e conseqiiente acimulo de Ca®* e secrecao de insulina.

Em adicdo aos agentes colinérgicos outros segundos
mensageiros modulam os canais de Ca**-sensiveis a voltagem e a secrecéo de
insulina. Um desses segundo mensageiro é a adenosina monofosfato ciclica
(AMP,), o qual potencializa a liberacéo de insulina induzida por glicose e
outros nutrientes (MALAISSE & MALAISSE-LAGAE, 1984). Varios autores tem
demostrado, através da quantificag&o de [Caz"]i, que o aumento nos niveis de

AMP_ esta acompanhado de um aumento no influxo de calcio pelos canais
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Ca**-sensiveis a voltagem. Esses agentes que aumentam os niveis de AMP_
elevam a captagéo do *°Ca e potencializam a atividade elétrica induzida por
glicose nas células B (MALAISSE & MALAISSE-LAGAE, 1984; HENQUIN &
MEISSNER, 1984; IKEUCHI & COOK,1984; PRENTKI & MATISCHINSKY, 1987;
RAJAN, HILL & BOYD Iil, 1989 & RAJAN et al, 1990).

Nos estimulamos as ilhotas provenientes de animais
hipoprotéicos com IBMX, um potente inibidor da fosfodiesterase, elevando
assim os niveis de AMP,, (fig. 25). Apos o tratamento com IBMX, essas ilhotas
apresentam uma menor liberacdo de insulina, quando comparada com as
ilhotas-controle. Mas, quando analisamos a liberagéo de insulina em relagéo
ao basal, observamos que as ilhotas de animais hipoprotéicos sdo mais
eficientes em liberar o horménio através da via estimulada pelo AMP,. Isto
poderia indicar que um ou mais passos da secrecio estejam emperrados nas
ilhotas de animais hipoprotéicos. Coincidentemente o padrdo de resposta
secretéria dos ratos hipoprotéicos & semelhante aquele encontrado em ilhotas
de fetos e/ou de recém-nascidos.Nesses, a secrecéo de insulina, induzida por
glicose, & muito menor quando comparado com ilhotas de adultos
(BOSCHERO et al, 1993a). Outro ponto em comum é que as ilhotas de ratos

recém-nascidos respondem melhor a situacdes que elevam o AMP_celular.
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RESUMO E CONCLUSOES

O presente trabalho teve como objetivo estudar alguns dos
possiveis determinantes da resposta pancreatica deficiente a estimulagao
com diferentes substancias insulinotrépicas, tendo os ratos submetidos a
dieta hipoprotéica como modelo experimental. Os sinais de desnutricio tais
como: baixo peso corporal, hipoalbuminemia, teores elevados de glicogénio e
de gordura hepatica bem como sédio total aumentado, estiveram presentes
nos animais que receberam dieta hipoprotéica. Esses animais apresentaram
ainda menores niveis de insulina plasmatica e contetdo total de insulina

diminuido.

Através da microscopia eletrénica constatamos nas células dos
animais hipoprotéicos desorganizacéo da arquitetura, reducio do volume,
auséncia de nucléolo, perda da polaridade, nimero reduzido de granulos,
granulos imaturos, reticulo endoplasmatico rugoso formando cisternas curtas
e ingurgitadas com conteldo floculento e por Gitimo, degeneracao e edema
mitocondrial.

Por outro lado, os estudos In vitro demostraram maior oxidacao
da glicose por ilhotas de ratos hipoprotéicos. Os efeitos da glicose, leucina,
KIC, tolbutamida e arginina (esta na presenca da glicose) sobre efluxo de °Rb
foram semelhantes aqueles observados em ilhotas de ratos normoprotéicos.
Contudo, o efeito da arginina (na auséncia de glicose) bem como da diazoxida
e do TPA sobre o efluxo do referido isétopo foi menor em relagdo aqueles
registrados em ilhotas-controle. A captagio e o efluxo do *°Ca, na presenca de
glicose ou arginina, também foi menor ns ilhotas provenientes de ratos

hiprotéicos comparados as ilhotas de ratos normoprotéicos. Consoante com
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os resultados sobre o efluxo de **Rb e *°Ca, a secrecdo de insulina estimulada
por glicose, altas concentragdes de K’, tolbutamida, OXO-m, TPA e arginina,
foi menor nas ilhotas de animais hipoprotéicos quandoc comparado as ilhotas-

controle.

Diante disso o desacoplamento entre o ATP, gerado pelos
nutrientes ensaiados, e a despolarizagdo da membrana com consequente
alteragdes na permeabilidade aos ions K* e Ca** parece ser uma das causas
mais importantes na resposta secretéria reduzida por ilhotas de ratos
hipoprotéicos. Em paralelo parece haver também desacoplamento entre a via
de sinalizag&o, induzida pela interac@o horménio-receptor e influxo de Ca*",
reduzindo assim a [Caz‘]i. Concluindo, a secrecéo reduzida de insulina frente
as inimeras substancias utilizadas parece ter como causa preponderante a
incapacidade das células B de ratos hipoprotéicos em manejar
adequadamente os ions Ca®* que, em ultima analise @ o ativador do

mecanismo secretorio.
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Summary

We have analyzad in this study the possible mechanisms involved
in the poor secretory response to different secretagogues in islets derived
from rats maintained with low protein diet. After 8 weeks, rats kept on low
protein diet showed the following features: low body weight,
hypoalbuminemia, high liver fatty acids and glycogen contents and increased
total body Na®. In these animals plasma insulin levels and total insulin content
were reduced as compared to control rats. Pancreatic B cells from
hypoproteic rats showed marked morphological alterations such as: reduced
cell volume, loss of cell polarity, altered endoplasmic reticulum, mitochondrial
oedema, nucleolus absent and reduced number of insulin-containing granules,
which frequently displayed abnormal appearance. Experiments carried out jn
vitro showed increased glucose oxidation by hypoproteic islets. Nevertheless,
there was no significant difference concerning the *Rb efflux rate induced by
glucose, leucine, kic, tolbutamide and arginine (arginine in the presence of
glucose) between islets from hypoproteic and control islets. However the
effect of arginine (in the absence of glucose), diazoxide and TPA on **Rb efflux
from hypoproteic islets was as reduced compared to control islets. Alterations
in “*Ca uptake and efflux, induced by glucose or arginine were reduced when
compared to that observed in control islets. Insulin secretion in the presence
of glucose, high concentrations of K”, tolbutamide, OXO-m, TPA, leucine and
arginine was also reduced in those islets from hypoproteic rats in comparison
with the control islets. These data suggest that uncoupling between ATP
{produced by nutrient metabolism) and membrane depolarization associated
to impairment in K* and Ca** membrane permeabilities could be related to the
poor secretory response observed in islets derived from rats kept on low

protein diet. In addition, alterations in the hormone receptor second
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messenger pathway in association with alterations in Ca?* membrane
permeability and internal Ca®* mobilization could be involved in the
phenomenon. In conclusion, the reduced insulin secretion observed in
hypoproteic islets in response to different stimuli, seems to be related, mainly,
to defects in the ability of B cells in handling adequately the Ca** ions.
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APENDICE



Tabela A-1. Efeito de diferentes agentes sobre o Efluxo de *Rb.

N° Grupo condi¢do do | condicio de Tempo (minutos) -- valores de (p)
_Fig. Krebs alteracéo
42’ 44’ 46 48’ 50
1 conirole G28mM | Tol 20 pg/mi 0,005 0,005 0,001 0,05 0,05
desnutrido G2.8mM_j Toi 20 ug/mi 0,001 0,005 0,10 0,002 0,005
2 | controle G2.8mM__; Dia 20 pgiml 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
desnutrido G28mM | Dia20pgiml 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
3 | controle Arg 20 mM 0,05 0,05 0,10 * *
desnutrido Arg 20 mM 0,10 0,10 0,005 0,10 *
4 | controle G 2.8 mM Arg 20 mM 0,002 0,001 0,001 0,001 0,001
desnuirido G2.8mM Arg 20 mm 0,002 * 0,01 0,02 0,05
5 | controle G3.3mM Arg 20 mM G,001 0,001 0,001 0,001 0,001
desnutrido GC8.3mM Arg 20 mM 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
6 | controle Ca*210mM | Arg 20 mM 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
desnutrido | Ca*210mM | Arg 20 mM 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
7 | controle & G2.8mM G0.0mmMm 0,20 0,05 0,05 0,05 0,05
vy G2.83mM G28mM * * ® * *
v G28mM G 8.3 mMm 0,001 0,001 0,02 0,002 0,002
+ G26mM | G16.7mM 0,001 0,002 0,002 0,002 0,002
desnutrido | + G 2.8 mM G 0.0 mM 0,100 0,05 0,001 0,05 0,05
v G2.8mM G28mMm * * * * *
v G2.8mM G 8.3 mMm 0,20 0,05 0,05 0,05 0,05
+ G28mM | G16.7mM 0,05 0,002 0,002 0,002 0,002
8 | controle G2.8mM Kic 25 mM 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
desnutrido G2.8mM Kic 25 mM 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
9 | controle G238mN Leu 20 mM 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
desnutrido G 2.8mM Leu 20 mM 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
1 controle G56mM TPA 100 nM 0,005 0,10 0,10 0,10 g,05
0
desnutrido G 5.6 mM TPA 100 nM 0,10 0,02 0,005 0,01 0,001

= ndo significativo
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Tabela A-2. Efeito de diferentes agentes sobre o Efluxo de ®*Rb.

N° Grupo condi¢do | condic@o Tempo (minutos) -- valores de (p)
Fig. do Krebs de
alteracao
62' 64 66’ 68’ 70
1 controle G2.8mMm Tol 20 0,01 0,005 0,001 0,001 0,01
ugimi
desnutrido | G2.8mM Tol 20 0,10 0,10 0,010 0,02 0,005
pglimi
2 controle G2.8mM Dia 20 0,05 0,001 0,02 0,002 0,005
pg/mi
desnutrido | G2.8 mM Dia 20 0,02 0,601 0,005 0,05 0,005
ugiml
3 controle Arg20mM | 0,002 0,02 0,001 0,005 0,01
desnuirido Arg 20 mM * * 0,05 0,10 0,10
4 controle G2.8mM | Arg 20 mM 0,20 0,20 6,05 0,05 0,05
desnutrido | G28mM |Arg20mM | 0,05 0,001 0,002 0,002 0,002
5 controle G83mM |Arg20mM | 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
desnutrido | G83mM |Arg20mM | 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
6 controle Ca~10 |Arg20mM | 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
mM
desnutrido | Ca™ 10 |[Arg20mMm | 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,001
mM
* nao significativo
Tabela A-3. Efeito de diferentes agentes sobre o Efluxo de **Ca.
N°Fig. | condica | condigéo Tempo (minutos) -- valores de (p)
) odo de
Grupo | Krebs alteracao
41" | 42' | 43" | 44" | 45 | 46" | 47" | 48’ | 49" | 50’
1- Arg20mM | 0,02 (0,02} * |0,10{0,05{0,05|0,05|0,00 |0,00 |0,00
cont. 5 5 5
Arg20mM |0,00 | 0,10 {0,05] 0,5 * 0,56 1050010 * }0,05
desn. 1
2- G8.3 Arg 20 mm 0,00 | 0,05 | 0,01 {0,00 | 0,01 | 0,05 | 0,05 | 0,00 | 0,00 | 0,00
cont. mM 5 1 2 5 1
G 8.3 Arg 20 mM | 0,00 {0,00 | 0,00 (0,00 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 | 0,00 [0,00
desn. mvi 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
3- Sem G 16.7mM ;0,00 |0,00 { 0,00 | 0,00 {0,00 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 0,00
cont. | Ca** 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Sem G16.7mMm | 0,00 | 0,02 0,00 | 0,01 0,01 ]|0,01]0,01]{0,01 0,01 0,01
desn. Ca*? 1 2
4. Com G16.7mM | 0,10 | 0,10} 0,01 | 0,01 | 0,01 | 0,10 | 0,10 | 0,05 | 0,10 { 0,05
cont. Ca™
Com G 16.7mM | 0,05 | 0,00 | 0,00 | 0,02 | 0,05 | 0,20 | 0,20 | 0,20 | 0,20 | 0,20
desn. | Ca'® 1 1
5- G 5.6 TPA 100 * * * 10,05(0,05)|0,00 | 0,00 {0,00 {0,600 | 0,00
cont. mM nM 1 1 4 1 1
G5.6 TPA 100 * * * * 10,20(0,20{0,20|0,20| 0,20 | 0,20
desn. mM nM

* nao significativo
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Medias e erro padrido das diferentes incubagdes apresentadas nos

resultados

Curva dose resposta a glicose

CONCENTRAGAO DE GRUPO
GLICOSE (mM)
CONTROLE DESNUTRIDO
2,8 1,05+ 0,08 0,37+0,05
5,6 1,09 +0,07 0,41 + 0,06
8,3 2,95+ 0,27 0,48 + 0,03
11,1 4,84 +0,28 0,77 +0,04
16,7 5,84+0,34 1,43 + 0,09
22,2 5,29 +0,29 1,69+0,12
27 6,29 +0,50 1,67+ 0,16
33,4 5,563+ 0,07 1,77 +£ 0,09

Efeito de concentragbes crescentes de potassio sobre a secregao de

insulina
Ks K10 K2 K 40 K 80
controle 0,92+0,11 | 1,86+0,77 | 1,88+0,16 | 2,46+0,19 | 2,70 +0,13
desnutrido | 0,46+0,04 | 0,52+0,05 | 0,52:0,05 | 0,66+0,05 | 0,74 +0,05
Efeito de aminoacidos sobre a secrecao de insulina
CONCENTRACAO DE GRUPO
GLICOSE (mM)
CONTROLE DESNUTRIDO
0 0,93 + 0,04 0,89 = 0,04
8.3 1,93 £0,04 0,30+ 0,03
glicose + leucina 1,35+0,04 0,46 + 0,05
glicose + arginina 2,60+0,05 1,76 + 0,09
glicose 8.3 + leucina 4,48 +0,29 0,36 + 0,03
glicose 8.3 + arginina 8,29 + 0,37 0,71 0,07
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Efeito de substancias que potencializam a secregéo de insulina

CONCENTRAGAO DE GRUPO
GLICOSE (mM)
CONTROLE DESNUTRIDO
56 1,11+ 0,07 0,17+0,03
5.6 + oxo 2,37 +0,17 0,22+ 0,06
iBMX 4 100nM 1,91+ 0,20 0,49 + 0,07
IBMX +1mM 4,77 + 0,09 1,098 + 0,08
TPA10 1,67+0,12 0,179 £ 0,03
TPA 100mM 2,29+0,12 0,33 £0,03
Efeito da glicose sobre a captacao de “°Ca
CONCENTRACAO GRUPO
DE GLICOSE (mM)
CONTROLE DESNUTRIDO
5 min 90 min 5 min 90 min
2.8 0,93 +0,07 5,65+ 0,41 0,67+0,03 1,46 + 0,09
8.3 1,37 + 0,11 7,32+0,32 1,07+0,15 1,556+0,10
16.7 1,91 +£0,13 8,18 = 0,37 1,07 + 0,08 3,80+0,20
Efeito da arginina sobre a captacao de *°Ca
CONCENTRACAO Em GRUPO
(mM)

CONTROLE DESNUTRIDO
glicose 2.8 8,87 +1,16 (14) 5,5 +£1,5(14)
arginina 20 13,9+ 2,4 (17) 8,2 +1,9(22)

glicose 2.8 + arginina 20 17,4 = 2,4(17) 8,4 +1,5(19)
Oxidacgao da '“C-Glicose
H CONCENTRACAO DE T GRUPO
GLICOSE {(mM)
CONTROLE DESNUTRIDO
2.8 24,11+ 2,34 35,7 + 2,5
8.3 50,54 + 4,48 128,35+ 8,5
16.7 71,00 + 3,30 271,8 £17,0
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