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RESUMO

No acoplamento estimulo/secre¢do das células B, os canais de K' sensiveis ao ATP
(Katp) € 0s canais de Ca’" sensiveis a voltagem (Cav) contribuem para a geracdo e sustentacdo
do potencial de acdo. Alteracdes na sua expressdo/atividade resultam em prejuizos na secrecao
de insulina. A restricdo proteica e dieta hiperlipidica alteram o fluxo i6nico e secrecao de
insulina nas células B, e o aminodcido taurina (Tau) regula o fluxo i6nico. O objetivo desse
estudo foi caracterizar a expressao e o funcionamento dos Kapp € Cav, assim como proteinas de
extrusdo dos granulos de insulina em ilhotas pancredticas de camundongos desnutridos
alimentados com dieta hiperlipidica e suplementados com Tau. Camundongos machos C57B1/6J
receberam dieta controle (C) ou dieta hipoproteica (R) por 6 semanas. Em sequéncia metade
desses grupos foram alimentados por 8 semanas com dieta hiperlipidica sem (CH e RH) ou com
suplementa¢do de 5% de Tau (CHT e RHT). Foi verificado que camundongos R tiveram menor
crescimento e desenvolvimento dos 6rgdaos. Camundongos RH e CH apresentaram aumento de
peso corporal e estoques de gordura, hipercolesterolemia, intolerancia a glicose e resisténcia a
insulina. A suplementacdo com Tau preveniu o acimulo de gordura e prejuizos na homeostase
da glicose apenas no grupo CHT. Ilhotas isoladas de camundongos R secretaram menos insulina
em resposta a 2,8 mM ou 11,1mM de glicose em associagdo com 30 mM de K™ ou 100 uM de
tolbutamida (Tolb). O influxo de Ca** em resposta a Tolb ndo diferiu entre ilhotas R e C. Ainda,
ilhotas R tiveram reducdo do conteudo total de insulina, da expressdao protéica da SNAP-25, e
aumento da subunidade Kir6.2 dos Karp € da sua atividade em resposta a glicose. Ilhotas CH
secretaram mais insulina frente a 11,1 mM de glicose e agentes despolarizantes, associada a
maior inibi¢do dos Karp € ativagdo dos Cav em resposta a glicose. O grupo RH apresentou
menor secrecdo de insulina frente a 2,8 mM de glicose e 30 mM de K", e secrecio similar ao
grupo C frente a 11,1 mM de glicose e agentes despolarizantes, com aumento na expressao da
SNAP-25 e inibi¢do dos Katp em resposta a glicose. No grupo CHT houve normalizacdo da
liberacdo de insulina e aumento na expressao das subunidades al.2 e B2 do Cav, SNAP-25 e
sintaxina. Nas ilhotas RHT houve aumento na secre¢do de insulina frente a glicose e agentes
despolarizantes, maior expressao da sintaxina e da subunidade Kir6.2 do Katp, bem como de sua
inibicdo em resposta a glicose. Prejuizos na secre¢do de insulina no grupo R estdo associados a

menor expressdo de proteinas envolvidas no processo exocittico e aumento da expressao e
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atividade dos Karp. O grupo RH, com resisténcia a insulina similar ao grupo CH, ndo apresenta
a mesma adaptacdo funcional das células B, sem hipersecrecdo nesse grupo. A melhora na
capacidade secretéria do grupo RHT pode decorrer da acdo da Tau sobre os Karp contribuindo
para o adequado acoplamento estimulo/secrecdo e a extrusdo dos granulos de insulina via

sintaxina.
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ABSTRACT

In B cells stimulus/secretion coupling, ATP-sensitive K* channels (Karp) and voltage-
sensitive Ca** channel (Cav) contribute to generating and sustaining the potencial action.
Changes in the expression or activity of these channels lead to insulin secretion impairment.
Protein restriction as well as high-fat diet alters B-cells ionic handling modifying insulin
secretory profile. Taurine (Tau) regulates ion flux and improves B-cell function. The aim of this
study was to characterize the expression and function of Katp and Cav channels, as well as
exocitotic proteins in isolated islets from malnourished mice submitted to high-fat diet and
supplemented with Tau. Male C57B1/6J mice received control (14% protein-C) or low-protein
diet (6% protein-R) for 6 weeks. After, half of these groups were submitted to high-fat diet for 8
weeks without (CH and RH) or combined with 5% of Tau (CHT and RHT). Protein restricted
mice showed lower growth and organs development. Both, CH and RH mice presented higher
body weight, fat stores, hypercholesterolemia, glucose intolerance and insulin resistance. Tau
supplementation prevented fat accumulation and glucose intolerance only in CHT group.
Isolated islets from malnourished mice secreted less insulin in response to 2.8 mM glucose in
combination with 30 mM K ¥ or 100 uM tolbutamide (Tolb). However, Ca”" influx in these
conditions did not differ. R group also released less insulin in response to 11.1 mM glucose in
combination or not with depolarizing agents. In addition, R islets showed lower insulin and
SNAP-25 protein content, whereas an increased protein expression of the Kir6.2 subunit of the
Karp channel, as well as its activation during glucose stimulus. However, CH islets presented
increased hormone release in the presence of 11.1 mM glucose in combination or not with
depolaring agentes, effect associated with enhanced Karp inhibition and Cav activation in
response to glucose. RH group showed a lower insulin secretion in response to 2.8 mM glucose
plus K*, and a similar secretion to C group upon 11.1 mM glucose together or not with
depolarizing agents. Also, RH islets showed increased SNAP-25 protein levels. In CHT islets,
Tau supplementation normalized insulin release and increased protein amount of al.2 and 2
subunits of the Cav without modify its activity, and enhanced islet SNAP-25 and syntaxin
protein levels. But, in RHT islets, enhanced insulin secretion in response to glucose and
depolarizing agents, and increased syntaxin and Kir6.2 protein expression. In addition, RHT

islets showed improved Katp inhibition and Cav activation in the presence of the sugar. In
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conclusion, insulin secretory dysfunction in R islets was associated with the lower expression of
the exocytotic proteins and altered protein expression and activity of the Karp. Whereas, despite
RH mice showed insulin resistance in a similar extent of that observed in CH mice, they did not
present B-cells functional adaptations to this condition, since RH islets did not hypersecret
insulin. In addition, RHT islets presented a better secretory capacity probably due to the higher
content of Karp and it inhibition induced by Tau which contributes to enhances the insulin

exocytosis via syntaxin protein.

xXviii



INTRODUCAO

Secrecio de insulina

A secrecao de insulina pelas células B ¢ controlada continuamente de acordo com as
flutuacdes da concentracdo de nutrientes circulantes, em especial, a glicose. Este aguicar é o
regulador mais importante da secre¢do de insulina sendo que em resposta a glicose hd um
aumento rapido, ou pico da liberacdo do hormonio nos primeiros minutos da estimulacio, o qual
constitui a primeira fase da secrecdo. Enquanto a concentracdo de glicose permanecer elevada,
um segundo aumento ou fase € observado, e embora essa seja de menor amplitude € sustentada
até que a euglicemia seja estabelecida (Straub and Sharp 2002, Hiriart and Aguilar-Bryan 2008,
Rorsman and Braun 2012). Distdrbios na secrecdo e/ou a¢do da insulina levam a alteracdo na
homeostase glicEmica causando o Diabetes mellitus (DM)(Cnop et al. 2005).

Os mecanismos responsdveis pela secre¢do de insulina estimulada pela glicose iniciam-
se com o transporte deste acgtcar pelas células B pancredticas, através de um transportador
especifico (GLUT 2); a glicose é fosforilada a glicose-6-fosfato pela enzima glicoquinase
(GCK) e metabolizada gerando ATP. O resultado € o aumento da razao ATP/ADP, que provoca
o fechamento dos canais de K* sensiveis ao ATP (Karp), presentes na membrana da célula p. A
reducdo do efluxo de K' das células leva a despolarizacio da membrana que, por sua vez,
provoca a abertura de canais de Ca”* sensiveis a voltagem (Cav), e influxo deste cétion que ativa
a maquinaria exocitdtica dos granulos de insulina (Yang and Berggren 2006, Hiriart and
Aguilar-Bryan 2008, Rorsman and Braun 2012).

A secrecdo de insulina pode ser modulada por vdrios nutrientes como acidos graxos e
aminodcidos, neurotransmissores € hormonios peptidicos (Gao et al. 2003, Li et al. 2003, Um et
al. 2004). Além disso, o sistema nervoso autdnomo (SNA) também possui um papel de destaque
sobre a regulacdo da secrec¢do de insulina, controlando o metabolismo hepatico, muscular e do
tecido adiposo além da atividade das células . A ativag@o ou inibi¢do dos ramos parassimpéatico
e simpatico do SNA sao controlados por neurdnios localizados em diferentes sitios anatdmicos,
principalmente no tronco cerebral e hipotdlamo (Thorens, B., 2011). O SNA parassimpdtico age

por terminacdes derivadas do nervo vago que inervam as ilhotas pancredticas e liberam a



acetilcolina (Ach), ligando-se a receptores muscarinicos do tipo 3 e levando a potencializacdo da
secrecdo de insulina j4 iniciada pela glicose (Gilon and Henquin 2001). O SNA simpético, por
sua vez, age via liberando norepinefrina e o neuropeptideo Y (NPY). Nas células a a
norepinefrina se liga a receptores B2-adrenérgicos, estimulando a secrecdo de glucagon. Nas
células B, a ligacdo da norepinefrina nos receptores 3 aumenta a secre¢do de insulina, por outro
lado, a ligacdo aos receptores a-adrenérgicos resulta em inibicdo na secrecdo (Thorens, B.,
2011).

Hormonios gastrintestinais também participam da regulacdo da liberagdo de insulina. O
hormoénio glucagon like peptide 1 (GLP-1) e o peptideo insulinotrépico dependente de glicose
(GIP), sao importantes durante a ingestdo alimentar. Eles sdo liberados pelo intestino para
circulacdo e amplificam a secrecdo de insulina. Outros hormoénios produzidos pelas ilhotas
pancredticas como o glucagon e a somatostatina exercem acdo estimulatdria e inibitdria,
respectivamente, sobre a secrecdo das células B (Nesher et al. 2002, McClenaghan 2007, Hiriart
and Aguilar-Bryan 2008).

Estudos em ilhotas isoladas de camundongos mostram que a maquinaria exocititica
envolvida na liberacdo dos granulos de insulina é semelhante aquela encontrada na liberacao de
neurotransmissores. Estas proteinas fazem parte de um complexo chamado SNARE (Receptores
de proteinas soldveis ligantes ao fator sensivel a N-etilmaleimida) (Johnson et al., 2008), e
subdividem-se em t-SNARE e v-SNARE. As t-SNARE estdo localizadas na por¢do da
membrana plasmaética onde o granulo contendo a insulina seréd fusionado e sdo compostas pelas
proteinas sintaxina e SNAP-25 (proteina associada ao sinaptossoma de 25 kDa). A VAMP-2
(proteina associada @ membrana vesicular isoforma 2) é uma v-SNARE que se encontra inserida
na membrana do granulo de insulina (Stidhof and Rothman 2009). Durante a exocitose as t-
SNARE e v-SNARE formam um complexo heterotetramétrico conhecido como trans-SNARE.
A formacdo deste complexo € responsdvel pela movimentacdo do granulo até a membrana
plasmética para que ocorra sua fusdo (Johnson, Oliver and Davies 2008, Siidhof and Rothman
2009).

A fusdo dos granulos de insulina é totalmente dependente do influxo de Ca®* pelos canais
de Ca™ dependentes de voltagem (Cav). Outra proteina envolvida na extrusdo dos granulos, a
sinaptotagmina, possui dois dominios de ligagdo ao Ca** (C2A e C2B), sendo portanto, uma

sensora de Ca”* citoplasmdtico para o processo de exocitose (Siidhof and Rothman 2009). Nas



células B pancreaticas, as sinaptotagminas VII e IX sdo as principais proteinas associadas com a
exocitose dos granulos de insulina (Nakajima et al. 2001, Gauthier and Wollheim 2008).

Alguns agentes farmacoldgicos também regulam a secrecdo de insulina, sendo a
subunidade SURI1 dos canais de Kapp alvo para uma variedade de drogas coletivamente
denominas sulfoniluréias. Estas, bloqueiam os canais de Karp nas células B e sdo amplamente
usadas para estimular secrecdo de insulina no tratamento do DM do tipo 2 (DM2). As
sulfoniluréias e drogas afins apresentam diferencas na especificidade com os tecidos,
interagindo em varios graus com diferentes subunidades. A tolbutamida e giclazida sdo seletivas
para as células B e possuem ligacdo reversivel. Ja a glimeprida e gibenclamida inibem os canais
de Karp do musculo cardiaco e do musculo liso em adi¢do aqueles das células B, e possuem
efeito pouco reversivel (Ashcroft and Gribble 1999, Gribble and Reimann 2002). Em contraste,
drogas como a diazoxida levam a abertura dos canais de Katp, resultando no relaxamento
muscular, vasodilatacdo e reducdo do trabalho do miocérdio, além de inibir a secrecdo de

insulina nas células B (Gribble and Reimann 2002, Quayle, Nelson and Standen 1997).

Canais de K, 1p e sua Contribuicdo para a Atividade Elétrica da Célula

Para o adequado acoplamento estimulo/secrecdo de insulina a célula § pancreatica possui
diferentes canais 10nicos que mantém o equilibrio eletroquimico, dentre os quais se destaca o
canal de Katp que é composto pelas subunidades Kir6.2/SUR1 (Inagaki et al. 1995, Aguilar et
al. 1997). A subunidade Kir forma um poro seletivo ao fon K* e possui sitio para a ligacdo do
ATP. A subunidade SUR1 ¢ responsavel pela ligacao e hidrélise dos nucleotideos, portanto a
regulacdo dos canais pelo ATP e ADP requer interacdo de ambas as subunidades num balanco
entre o efeito inibitério do ATP e estimulatério do ADP. Ainda, a subunidade SUR1 favorece a
sensibilidade da Kir a drogas como as sulfoniluréias (glibenclamida, gliclazida, glipizida e a
glimepirida) e estimuladores da abertura do canal de Katp (Hiriart and Aguilar-Bryan 2008).

Foi demonstrado que nutrientes como 4cidos graxos podem regular a funcdo dos canais
de Katp. Células B isoladas de ilhotas de ratos demonstram hiperpolarizacio da membrana
plasmdtica na presenca de dcidos graxos mediada tanto por metabdlitos formados a partir da
degradacao dos dcidos graxos, quanto pela sua interacdo com receptores acoplados a proteinas G

que levam a ativacao dos canais de Katp (Zhao et al. 2008, Tokuyama et al. 1996). Além disso,



prejuizos na secrecdo de insulina devido a menor expressao do canal de Katp ja foram relatados.
Em ilhotas isoladas de ratos diabéticos Zucker foi evidenciada reducdo da expressdo da
subunidade Kir6.2, contudo sem alteracdo na expressao da subunidade SUR1 (Tokuyama et al.
1996). Células INS-1 e ilhotas isoladas de ratos apresentam declinio na capacidade secretdria e
reducdo da expressdo das subunidades Kir6.2 e SUR1 quando incubadas em meio com 16,7 mM
de glicose por 72h (Moritz et al. 2001). Contudo, ndo foi demonstrada nenhuma relac@o entre a
expressdo dos canais de Karp em condicdes de desnutricdo seguida por ingestdo de dieta
hiperlipidica, apesar de estar bem estabelecido que estas condi¢des, individualmente, modificam
o padrao secretério da célula B (Latorraca et al. 1999, De Souza et al. 2007, Filiputti et al. 2008,
da Silva et al. 2010, Batista et al. 2012).

Canais de Ca®* sensiveis i voltagem (Cav) e Funciio da Célula p

A célula B possui diferentes tipos de canais de Ca** sensiveis 2 voltagem (Cav) que sdo
classificados como Cavl, Cav2 e Cav3 de acordo com o tipo da subunidade “al” que forma o
poro do canal (Ertel et al. 2000). Além da subunidade al, os canais de Cav apresentam
subunidades auxiliares que sdo denominadas “B, y, a26” e que influenciam a atividade e a
translocacdo dos canais de Ca®* para a membrana plasmatica (Yang and Berggren 2006).
Atualmente existe um consenso que os canais do tipo L, que apresentam uma alta condutividade
ao cation e sao sensiveis a diidropiridinas, sdo os canais que contribuem com o maior influxo de
Ca** para as cé¢lulas B (Ohta et al. 1993, Davalli et al. 1996, Schulla et al. 2003). Dados da
literatura demonstraram que o influxo de Ca®* pelo canal Cav1.2 estd relacionado 2 primeira fase
da secrecdo e os canais Cav2.3 contribuem para a entrada do cation durante a segunda fase da
liberagd@o (Schulla et al. 2003, Jing et al. 2005, Eliasson et al. 2008). Além disso, o canal Cav1.2
interage com proteinas envolvidas no processo exocitético da insulina (Wiser et al. 1999, Trus et
al. 2007).

Os canais de Cav sdo regulados por diferentes mecanismos que alteram a condutividade
do Ca®* conforme as condi¢des fisioldgicas. Dentre estes reguladores tem-se a participacdo de
varios hormonios, mensageiros intracelulares (IP3 e DAG) e proteinas quinases (PK) como
PKA, PKC, Ca**/Calmodulina, PKG, Akt/PKB (proteina thymona viral oncogene) (Yang and
Berggren 2006, Yang and Colecraft 2012, Zamponi and Currie 2012).



Em diferentes modelos experimentais de Diabetes mellitus (DM) a expressdao génica e a
atividade dos canais Cav apresentam-se alterados (Wang et al. 1999, Wang et al. 1996,
Iwashima et al. 2001, Yang and Berggren 2006). Foi observado em linhagem de células
secretoras de insulina (RINmSF) cultivadas na presenca de soro de pacientes com DM 1
aumento da atividade dos canais Cav, elevacdao da concentragcdo intracelular de Ca®* ([Ca™i)
basal, fragmentacdo do DNA e apoptose (Juntti-Berggren et al. 1993). Além disso, ilhotas
pancredticas de ratos Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty (OLETF) com DM2 apresentam
reducdo da secrecdo de insulina e do influxo de Ca”*, associados a reducdo da expressdo génica
das subunidades 61.3, f2 e B3 do canal de Cav (Iwashima et al. 2001). Recentemente nosso
grupo de pesquisa demonstrou que a restricdo proteica em ratos reduz a expressao génica e de
proteinas das subunidades do Cav em ilhotas pancreaticas (Filiputti et al. 2010, Amaral et al.
2010). Este efeito deve contribuir para o reduzido influxo de fons Ca* na presenca de nutrientes
e agentes potencializadores da secre¢do nos roedores desnutridos (de Oliveira et al. 2011, Batista
et al. 2011). Intensificar as investigacdes sobre a expressdo dos canais Cav contribuird para
melhor identificagdo dos mecanismos fisiolégicos envolvidos na reducdo da capacidade
secretoria das células B em condicoes de menor oferta de nutrientes, bem como, melhor
caracterizacdo do fluxo de Ca** em condi¢des de ingestdo de dietas hipercaléricas e da

associacdo entre desnutricdo e obesidade.
O Aminoacido Taurina (Tau), Acoes Bioldgicas e Secrecao de Insulina

A Tau é um aminodcido que estd presente em altas concentragdes tanto no interior das
células como no plasma de mamiferos. Este aminoacido € obtido pela ingestiao de carne, peixe e
leite, mas também pode ser biossintetizado a partir de metionina e cisteina (Tappaz 2004). Uma
vasta literatura demonstra que o aminoécido Tau abrange inimeras a¢des bioldgicas sendo que o
mecanismo de acdo da Tau pode ocorrer pela combina¢do do aminodcido com varios tipos de
canais iOnicos, transportadores e enzimas (Huxtable, ,R. J., 1992; Satoh, 1998; Palmi et al.,
1999; Chen et al. 2001). Estudos demonstram que a Tau possui a propriedade de reagir com
HOCI (hipoclorito) gerando taurocloraminas, e desta forma ser um antioxidade (Franconi et al.

2004).



No pancreas a concentracdo de Tau estd compartimentalizada em células da ilhota
contendo glucagon e somatostatina, sugerindo que a liberacdo de Tau por estas células exerca
uma possivel agao pardcrina sobre o processo de secre¢ao de insulina em células f (Bustamante
et al. 2001).

Uma das a¢des mediadas pela Tau nas células B pancredtica ¢ a de inibir a atividade dos
canais de Karp. (Park et al. 2004), investigando as propriedades dos canais Katp em células 3
quando aplicada a Tau via intracelular em presenca da glibenclamida, que tem a propriedade de
interagir com as duas regides de alta afinidade, os sitios sulfoniluréia e benzamida da
subunidade SUR, verificaram que a Tau aumenta a sensibilidade do canal de Karp na célula 8
em resposta a esta sulfoniluréia e, além disso, células pré-tratadas com Tau apresentaram
aumento da secrecdo de insulina e da [Ca**]i na presenca de glibenclamida.

Estudos desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram que o tratamento
com Tau aumenta a sensibilidade das células B a glicose, aos agentes despolarizantes e
amplificadores da secrecdo, via modulacdo do influxo de Ca®* ¢ da expressdo da subunidade p2
do canal de Ca*' (Carneiro et al. 2009, Ribeiro et al. 2009, Ribeiro et al. 2010, Ribeiro et al.
2012). Ainda, a Tau eleva a expressdao do PDX-1 (pancreatic duodenal homeobox), fator de
transcricdo importante para o desenvolvimento pancredtico e regulacdo da expressao génica
(Carneiro et al. 2009). Assim, este aminodcido possui potencial terapéutico para o tratamento do
DM e seu efeito na associacdo da desnutri¢do e obesidade sobre a funcio pancredtica enddcrina

merece ser considerada.

Desnutricao, Obesidade e Diabetes

Nosso grupo de pesquisa tem contribuido para a compreensdo dos mecanismos
envolvidos nas respostas metabdlicas em situagdes de reduzida (desnutricdo) ou excessiva
(obesidade) oferta de nutrientes, tendo como foco a funcdo da célula B e agdo periférica do
hormoénio insulina. Neste ambito, evidenciamos que roedores submetidos a restri¢do protéica
apresentam hipoinsulinemia e normoglicemia (Reis et al. 1997, Ferreira et al. 2004). Ilhotas
isoladas destes animais secretam menos insulina em resposta a nutrientes, sendo evidenciada a
perda da primeira fase da secrecdo e reduzida liberacdo de insulina durante a segunda fase

(Latorraca et al. 1999, Filiputti et al. 2008, da Silva et al. 2010). Ainda, a capacidade secretdria



frente a agentes potencializadores estd prejudicada (Ferreira et al. 2003, Ferreira et al. 2004,
Filiputti et al. 2008), e estes efeitos estdo relacionados com alteracdo na expressdo de genes e
proteinas envolvidos no processo secretério das células B (Delghingaro-Augusto et al. 2004,
Ferreira et al. 2003, Ferreira et al. 2004, Filiputti et al. 2008, Amaral et al. 2010), bem como
com alteracdo no influxo e mobilizacdo intracelular de fons Ca”* (Batista et al. 2011, de Oliveira
et al. 2011). Além disso, de forma compensatéria os camundongos submetidos a restri¢ao
protéica tém maior sensibilidade periférica a insulina (Reis et al. 1997, Escrivad et al. 1992,
Giozzet et al. 2008, Filiputti et al. 2008). Por outro lado, na obesidade ocorrem prejuizos
metabolicos antagonicos dos evidenciados na desnutri¢do. Camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica desenvolvem intolerdncia a glicose, hiperglicemia, hiperinsulinemia, e, ilhotas
isoladas desses animais hipersecretam insulina para compensar a a¢do prejudicada do hormonio
nos tecidos-alvo (Cintra et al. 2008, De Souza et al. 2005, De Souza et al. 2007, Lalli et al.
2008). Estudos do nosso grupo de pesquisa também demonstraram que a Tau preveniu
alteracdes morfofuncionais no pancreas de camundongos tratados com dieta hiperlipidica,

evitando a hipertrofia das ilhotas, aumento na drea da célula p/ilhota e também no conteudo de

ilhotas e massa de células  no pancreas (Ribeiro et al. 2012).



OBJETIVOS

O objetivo desse estudo foi caracterizar a expressdao e funcionamento dos canais de
Katp € dos canais de Cav, assim como de proteinas envolvidas na extrusdo dos granulos de
insulina em ilhotas pancredticas de camundongos desnutridos alimentados com dieta

hiperlipidica e suplementados com Tau.



METODOLOGIA

Animais

Todos os experimentos foram aprovados pela Comissio de Etica no uso de animais
(CEUA/Unicamp), certificado n°® 2234-1. Foram utilizados camundongos C57BL/6J,
provenientes do Biotério Central da UNICAMP, mantidos 12h em ciclo claro/escuro com
comida e dgua a vontade. Os camundongos foram distribuidos nos seguintes grupos
experimentais:
a) Controle (C): camundongos que receberam dieta contendo 14% de proteina por todo o
periodo experimental (105 dias).
b) Controle + Dieta Hiperlipidica (CH): camundongos alimentados com dieta contendo 14% de
proteina (normoprotéica) a partir do desmame (30 dias de vida) por 45 dias e em seguida
receberam dieta contendo alto teor de gordura (35% - dieta hiperlipidica) por mais 60 dias.
¢) Controle + Dieta Hiperlipidica + Tau (CHT): camundongos que receberam dieta
normoprotéica a partir do desmame (30 dias de vida) por 45 dias e em seguida foram
alimentados com dieta hiperlipidica por mais 60 dias. A suplementacdo com Tau foi
administrada na 4gua de beber, com concentracdo de 5%, desde o desmame.
d) Restritos (R): camundongos que receberam dieta contendo 6% de proteina (hipoprotéica) por
todo o periodo experimental (105 dias).
e) Restritos (R) + Dieta Hiperlipidica (RH): camundongos alimentados com dieta contendo 6%
de proteina (hipoprotéica) a partir do desmame (30 dias de vida) por 45 dias e em seguida
receberam dieta contendo alto teor de gordura (35%-hiperlipidica) por mais 60 dias.
f) Restritos + Dieta Hiperlipidica (RH) + Tau (RHT): camundongos submetidos a restricao
protéica a partir do desmame (30 dias de vida) por 45 dias e apds receberam dieta hiperlipidica
por mais 60 dias. . A suplementacdo com Tau foi administrada na 4dgua de beber, com

concentracdo de 5%, desde o desmame.



Quadro 1 - Composicao das Dietas

Normoprotéica | Hipoprotéica
Ingredientes (g/Kg) (AIN-93M) | (6% proteina) Hiperlipidica
Caseina 140 71,5 140
Amido 465,7 502,5 208,7
Dextrina 155 166,5 100
Sacarose 100 121 100
L-cistina 1,8 1 1,8
Fibra (microcelulose) 50 50 50
Oleo de soja 40 40 40
Banha l ) 312
Mistura de sais AIN93G* 35 35 35
Mistura de vitaminas
AINOIGH 10 10 10
Cloridrato de colina 2,5 2,5 2.5

* Composi¢ao detalhada dada por Reeves et al., (1993).

PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Avaliacao do Estado Nutricional

Os camundongos dos grupos estudados foram pesados e obtido o comprimento naso-
anal (CNA). Em seguida foram colocados em camara de CO, e eutanasiados por decapitacdo. O
sangue foi coletado em tubos de 1,5 ml contendo anticoagulante (heparina 1:1000 - 5000U). O
plasma foi separado por centrifugacdo a 12000 rpm durante 15 min e armazenado a —20 °C para
posterior determinacdo de insulina por radioimunoensaio (RIE) e também albumina, proteinas
totais (kit colorimétrico LabCenter), triglicerideos e colesterol (kit colorimétrico ROCHE). Os
orgdos foram retirados e pesados. O indice de Lee foi obtido pela relagdo: [Raiz cibica do

peso(g)/CNA(cm)]*1000.

Teste de Tolerancia a glicose (ipGTT) e a insulina (ipITT)
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Os camundongos apds 12h de jejum foram pesados e em seguida a glicemia de jejum
foi verificada (tempo 0), com o uso de um glicosimetro. Apds os camundongos receberam uma
injecdo ip de glicose na concentracio de 2g/Kg de peso corporal. A glicemia foi verificada aos
15, 30, 60 e 120 min apds a aplicacdo da glicose. Para o ipITT os camundongos dos grupos em
estudo, no estado alimentado, foram pesados e, em seguida, foi verificada a glicemia no estado
alimentado (tempo 0). Depois foi aplicado 0,75 U/Kg de insulina via ip, e a glicemia verificada

nos tempos 0, 10, 15, 30, 45 e 60 min.

Isolamento de Ilhotas Pancreaticas de camundongos

Os camundongos eutanasiados por decapitacio foram submetidos a uma incisdo
abdominal o ducto pancredtico foi exposto e obstruido para evitar a saida de solucdo de
colagenase para o duodeno. Na porcdo distal do conduto biliar comum foi realizada uma
pequena incisdo no ducto para introduzir uma agulha pela qual foi injetado no pancreas 2 a 3 ml
de solugcdo de Hanks com colagenase tipo V (0,8 mg/ml; Sigma). O pancreas foi retirado por
dissecacdo e transferido para um tubo de 15 ml, e incubado a 37°C durante 11 min. Ao final
deste periodo foi realizada uma pequena agitacdo de 30s para facilitar a desagregacdo da porcao
exdcrina do tecido pancredtico. A digestdo do tecido foi interrompida mediante a adicdo de
Hanks a 4°C. As ilhotas, completamente separadas do tecido acinar, foram coletadas uma a uma,

sob lupa, por aspiragdo com o auxilio de pipeta Pasteur, previamente estirada e siliconizada.

Secrecio Estatica de Insulina

Grupos de 4 ilhotas pancredticas dos diferentes grupos estudados foram transferidas
para placas de cultura com 24 pogos contendo 0,5 ml de solucido de Krebs suplementada com
0,3% de albumina bovina (m/v) e 5,6 mM de glicose. A seguir as placas foram acondicionadas
em estufa a 37°C e mantidas em ambiente controlado (umidificado e gaseificado com 95%
0,/5% Co2) pH 7,4. Inicialmente as ilhotas foram pré-incubadas por 30 min e apds a solugdo foi
rapidamente removida e substituida por nova solu¢do de incubagdo contendo diferentes
concentragdes de glicose, agentes despolarizantes (K™ e Arginina), bloqueadores e ativadores

dos canais de Karp (tolbutamida e DZX, respectivamente) e inibidores dos CaV (Nif). Ap6s 1h
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de incubagdo, as placas foram resfriadas em banho de gelo e o sobrenadante removido,
transferido para tubos de ensaio e armazenado a —20 °C para posterior dosagem de insulina por
RIE. Para a quantificacdo do conteido total de insulina, grupos de 4 ilhotas foram

homogeneizadas em tubos contendo 1mL de dgua destilada.
RIE (Radioimunensaio)

A concentracdo plasmdtica, a secrecao estdtica e o contetiido total de insulina foram
quantificados pelo método de RIE (Scott et al. 1981), utilizando-se anticorpo especifico (anti-
rat), insulina de rato com concentracdo conhecida para determinar a curva padrdo e insulina

125

recombinante humana marcada com Iodo “ (Genesis, Berwyn, Illinois, EUA). As amostras

foram lidas em contador de radia¢do gama.
Conteudo total de DNA

Grupos de 20 ilhotas foram homogeneizadas em tampao tris-acetato EDTA e o DNA
integro foi separado e extraido pelo método trizol/triton (Santos ef al.,2011). As fracdes de DNA
foram quantificadas a partir de uma curva padrdo de DNA utilizando o corante fluorescente

Syber-green.

Registro das oscilacoes da [Ca®*]i em ilhotas pancreaticas

Ilhotas pancredticas isoladas dos grupos estudados foram incubadas em 1 ml de Krebs
contendo 5,6 mM de glicose durante 1 h. Em seguida foi adicionado SuM fura-2/AM dissolvido
em dimetilsulféxido (DMSO) 0,1% e mantido por 1 h em estufa gaseificada com 95% O,/5%
CO, a 37°C. Posteriormente, uma ilhota foi transferida para uma lamina de vidro, previamente
tratada com poli-lisina, e perfundida na presenca de diferentes estimulos (glicose, K,
tolbutamida, DZX e Nif). Os registros das oscilacoes de Ca®* foram obtidos por sistema de
andlise de imagem apropriado (camera ORCA-100 CCD —Hammamatsu Photonics Iberica,

Barcelona, Espanha). As ondas excitatérias de 340 e 380 nm foram selecionadas por uma fonte
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de luz de xendnio (Omega Opticals, Stanmore, UK) e a emissdo foi de 510 nm. A mudanca no
Ca®* citoplasmaético foi detectada como uma mudanca na propor¢do F340/F380 (Quesada et al.,

2002) e analisadas pelo software Image Mater3 (Photon Technology International, NJ, USA).

Western Blot

Para a andlise da expressdo proteica das subunidades Kir6.2 e SUR1 do Karp, das
subunidades al.2, al.3 e B2 do canal de Cav bem como das proteinas envolvidas na extrusao
dos granulos de insulina: SNAP-25, VAMP-2, sintaxina ¢ da PKAa, ilhotas pancredticas
isoladas dos grupos estudados foram colocadas em coquetel anti-protease e homogeneizadas
com o auxilio de um sonicador. Em seguida, o homogenado foi centrifugado a 12000 rpm por 15
min. Apds quantificacdo proteica por Bradford, as amostras foram incubadas a 100°C por 5 min
em 30% do volume de Tampao de Laemmli 5X (Azul de bromofenol 0.1%, fosfato de sédio 1M,
glicerol 50%, SDS 10%). As proteinas foram, entdo, separadas por eletroforese em gel bifésico
de poliacrilamida (SDS-PAGE). Em seguida as amostras foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose (BioRad). A transferéncia foi realizada durante 90 min a 120V em
gelo, banhada com tampao de transferéncia (Trisma base 25 mM, glicina 192 mM e SDS
0,02%). Apés transferéncia, a membrana foi bloqueada com 5% de leite desnatado em solucdo
de TBS (tampao fosfato-salina) por 1h a temperatura ambiente. As proteinas relacionadas ao
estudo foram detectadas na membrana de nitrocelulose apds 12h de incubacido a 4°C, com
anticorpo primdrio para a subunidade al.3 do Cav (sc-25687), a 1.2 do CaV (Alomone), 2 do
CaV(Alomone), subunidades SUR1(sc-25683) e Kir6.2 do canal de Kap (Millipore), SNAP-25
(sc-73044), sintaxina (sc-58297), VAMP-2 (sc-69706) e para PKAa (sc-365615). Em seguida, a
membrana foi incubada com o anticorpo policlonal anti-IgG (dilui¢ao 1:10000 em TBS com 2%
de leite desnatado) seguido de exposi¢do por 2h a temperatura ambiente, e reveladas em foto-
documentador (ImageQuant LAS 4000 Mini). As imagens foram quantificadas com o software

ImageQuant.

Forma de Analise dos Resultados
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Os resultados foram expressos como média + erro padrao (EPM) e foram analisados
pela andlise de variancia (ANOV A) de uma via seguida do post test Newman-Keuls. As andlises
em separado entre os grupos C e R, quando necessdrias, foram analisadas por meio do test ¢ de

Student. O nivel de significancia adotado foi P < 0,05.

RESULTADOS

Parametros Biométricos e Bioquimicos
O tratamento com dieta hipoproteica reduziu o peso corporal € 0 comprimento naso-anal
(CNA) de camundongos R em relacdo ao grupo C (P < 0,001 e P < 0,05, respectivamente; Tab.

1), bem como o peso do figado, bago, rins e coragdo (P < 0,001; Tab. 1).

Tabela 1: Pardmetros biométricos de camundongos C, CH, CHT, R, RH, RHT.

C CH CHT R RH RHT

CNA (cm) 92+0,1% 92+0,1% 9,6 +0,2" 8.0+0,3" 9,1+0.2% 8,8 +0,3"

Figado (g) 1,19+0,07* 121+005 134+0,12* 0,74+0,03° 099 +0,04° 1,34 +0,08"

Coracao

Baco (mg) 80 + 5° 80 +7° 80 + 4° 60 +5° 70 + 2*° 90 + 6°
Rins (mg) 200 + 7° 299 +9° 328 + 14° 197 +13¢ 260 + 10° 312+ 7%
149 + 4° 147 + 10 132 + 7P 113 +5° 135+6*° 128 +4*°

Dados representam média + EPM (n = 10-12). Letras diferentes indicam diferencas estatisticas,

P <0,001 (ANOVA de uma via seguida de Newman-Keuls).

A administragdo de dieta hiperlipidica foi eficiente em desenvolver a obesidade como
pode ser observado pelo maior peso corporal e aumento das gorduras retroperitoneal e
perigonadal nos camundongos CH e RH comparado aos seus respectivos controles (P < 0,001;
Fig 1A, 1C e 1D). A suplementacdo com Tau reduziu o peso corporal € os depodsitos de gordura

apenas no grupo CHT (Fig. 1).
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Figura 1: Peso corporal (A), Indice de Lee (B), peso das gorduras retroperitoneal (C) e
perigonadal (D) dos camundongos C, CH, CHT, R, RH e RHT. Dados representam a média
+ EPM (n= 10-12). Letras diferentes indicam diferencas estatisticas. P < 0,05 (ANOVA de

uma via seguida de Newman-Keuls).

Na tabela 2 pode-se observar que camundongos R apresentaram glicemia de jejum,
insulinemia e perfil plasmdtico de lipideos similares ao grupo C. Observamos também que a
dieta hipoproteica foi eficiente no desenvolvimento da desnutricdo neste grupo, com diminuicao
dos valores plasméticos de proteinas totais (P < 0,001). Os camundongos que receberam dieta

hiperlipidica apresentaram maior concentracdo plasmatica de colesterol (P < 0,001), com
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reducdo deste pardmetro apenas no grupo CHT. Além disso, no estado de jejum camundongos

CH apresentaram hiperinsulinemia, com reducao parcial no grupo CHT (Tab. 2).

Tabela 2: Concentracio plasmdtica de glicose, insulina, albumina, proteina, colesterol e

triglicerideos de camundongos C, CH, CHT, R, RH e RHT no estado de jejum.

C CH CHT R RH RHT
g,l,igc/‘:irii)a 85+ 5 86 + 5 87 + 4 75+6 8245 90 + 5
Insulinemia 030 0,05  127+035° 0,69+022*" 0,16+0,05 0,69+024* 034+0,13
(ng/mL)

Albumina

(mg/dL) 37+0,1 3.6+0,1 35+0,1 38+0.1 3.6+0,1 34+0,1
Proteina

(mg/dL) 58+03° 54+0,1° 5.8 +0,2° 47 +03° 5.9 +0,2° 5.0+ 0,3
Colesterol

(mg/dL) 138 + 9° 223 +15° 178 + 16° 145 +7° 192 + 9°¢ 188 + 9°¢
Triglicerideos 84 +8 107 + 8 11348 90 + 10 106 %9 117 %9
(md/dL) = - - = = .

Dados representam Média + EPM (n = 10-12). Letras diferentes indicam diferencas estatisticas,

P <0,001 (ANOVA de uma via seguida de Newman-Keuls).

No estado alimentado, o grupo R apresentou glicemia similar ao grupo C, com reducao
nos valores plasmaticos de triglicerideos (P < 0,001; Tab. 3). Os camundongos alimentados com
dieta hiperlipidica e suplementados com Tau apresentaram glicemia de alimentado e
triglicerideos similares aos controles, porém aumento dos valores plasméticos de colesterol (P <

0,001; Tab. 3).
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Tabela 3: Concentracdo plasmatica de glicose, insulina, colesterol e triglicerideos de

camundongos C, CH, CHT, R, RH e RHT no estado alimentado.

C CH CHT R RH RHT

glligc/i{:i)a 137 +4 1414 143 +3 128 + 4 1437 140 + 4
Insulinemia 171204 223506 195£03° 03001 14801  158203°
(ng/mL)

Colesterol 134 £ 13° 212418 262+13° 148 + 5° 238+ 17 258 +27°
(mg/dL)

Triglicerideos 201 +21° 230+£29° 270 £22° 1315 244 +41° 262 + 23"
(mg/dL)

Dados representam Média + EPM (n = 10-12). Letras diferentes indicam diferencas estatisticas,

P <0,001 (ANOVA de uma via seguida de Newman-Keuls).

Homeostase da glicose e sensibilidade a insulina

Na figura 2A observamos a curva glicémica dos grupos C, CH e CHT e na figura 2B
pode-se observar o perfil da glicemia dos grupos R, RH e RHT durante o ipGTT. Estes grupos
nao apresentaram diferenga na glicemia do estado de jejum (tempo 0). Apos a aplicacdo de
glicose, os camundongos apresentaram aumento na glicemia que teve seu pico em 15 min nos
grupos C, R e CHT, e em 30 min para os camundongos CH, RH e RHT, retornando pr6ximo aos
valores basais aos 120 min do teste. O total da concentracdo plasmatica de glicose registrada
durante o ipGTT, expressa pela area abaixo da curva (AUC), foi menor no grupo R em relacio
ao C (P < 0,01; Fig. 2C). A ingestao de dieta hiperlipidica levou a intolerancia a glicose, como
observado pelo aumento da AUC nos grupos CH e RH comparados ao grupo C (P < 0,01; Fig
2C). A suplementa¢dao com Tau melhorou a tolerdncia a glicose com valores de AUC no grupo

CHT similares aos observados no C, sem efeito no grupo RHT (Fig. 2C).
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Figura 2: Efeito da suplementacdo com Tau sobre a tolerancia a glicose em camundongos
C, CH, CHT (A) e R, RH e RHT (B). Area abaixo da curva (AUC) da concentracao
plasmatica de glicose durante o ipGTT (C). Dados representam a média + EPM da glicemia
avaliada antes e depois da injecdo ip de 2g/Kg de glicose (n= 5-7). Letras diferentes

indicam diferencas significativas, P < 0,05 (ANOVA de uma via seguida de Newman-

Keuls).

Na figura 3A pode-se observar o decaimento da glicemia nos camundongos C, CH e
CHT e na figura 3B para os grupos R, RH e RHT durante o ipITT. Ap6s 10 min da aplicacdo de
insulina a glicemia comecgou a reduzir em todos os grupos estudados. A andlise da AUC durante
o teste demonstrou que camundongos R sdo mais sensiveis a insulina comparados aos C (P <

0,01; Fig. 3C). A ingestdo de dieta hiperlipidica promoveu resisténcia a insulina nos grupos CH
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Glicemia

e RH (Fig. 3C). A suplementa¢do com Tau ndo alterou a acdo da insulina induzida pela dieta

hiperlipidica nos grupos CHT e RHT (Fig. 3C).
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Figura 3: Teste de tolerancia a insulina (ipITT) nos grupos (A) C, CHe CHT e (B) R, RH e
RHT. Area abaixo da curva (AUC) da concentragio plasmatica de glicose durante o ipITT
(C). Dados representam a média + EPM da glicemia avaliada antes e depois da inje¢do ip
de 2g/Kg de insulina (n= 5-7). Letras diferentes indicam diferencas estatisticas, P < 0,05

(ANOVA de uma via seguida de Newman-Keuls).

Secreciio de Insulina e Oscilacdes citoplasmaticas de Ca**
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A figura 4 mostra a secre¢do de insulina em resposta 2 30 mM de K" em ilhotas isoladas
de camundongos C, CH, CHT, R, RH e RHT. Ilhotas do grupo R secretaram menos insulina
frente a0 K" em relacdo as ilhotas C (P < 0,01). A dieta hiperlipidica ndo alterou o perfil de
secre¢do dos grupos CH e RH quando comparados aos seus respectivos controles (Fig. 4). A
suplementacdo com Tau melhorou a resposta secretéria ao estimulo despolarizante nas ilhotas
do grupo RHT, com valores de insulina similares aos observados para o grupo C (Fig. 4).
Entretanto as alteragdes na secrecao de insulina ndo foram acompanhadas por modificagdes no
influxo de Ca®* estimulado pelo K* (Fig. 5). Ndo foram observadas alteracdes na secrecdo de

insulina em resposta a 2,8 mM de glicose entre os grupos estudados.
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Figura 4: Secrecdo de insulina na presenca de 30 mM de K* em ilhotas pancredticas
isoladas de camundongos C, CH, CHT, R, RH e RHT. Grupos de 4 ilhotas foram incubadas
com 2,8 mM de glicose (G) na presenga ou auséncia de 30 mM de K*. Dados sdo média +
EPM (n=20-24). Letras diferentes indicam diferencas significativas, P < 0,001 (ANOVA,

seguida de Newman-Keuls).
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Figura 5. Mudancas na razdo de fluorescéncia para o Ca** intracelular em ilhotas isoladas
de camundongos C (A), CH (B), CHT (C), R (D), RH (E), RHT (F) em resposta a 30 mM
de K" como indicado pelas barras superiores. Andlise da AUC (G) e da amplitude (H) das
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oscilagdes de Ca** na presenca de 30 mM de K*. Valores representam média + EPM (n =6-

8). Letras diferentes indicam diferenca estatistica (P < 0,05).

O aminoédcido L-arginina (Arg) t€m efeito na secre¢do de insulina, primeiramente, por
meio de seu transporte eletrogénico para o interior das células B, resultando no aumento da
[Ca®*]i (Sener ef al., 2000) e pela acdo direta sobre o processo exocitético de insulina, via
aumento do pool de glutamato gerado pelo metabolismo da Arg (Wu er al., 1998). Ao
analisarmos a secrecdo de insulina frente a 20 mM de Arg, novamente ilhotas do grupo R
secretaram menos insulina quando comparadas as ilhotas C (P < 0,01; Fig. 6). A As ilhotas dos
grupos alimentados com dieta hiperlipidica suplementados ou ndo com Tau apresentaram

secrecdo de insulina em resposta a Arg similar ao grupo C (Fig. 6).
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Figura 6: Secrecdo de insulina na presenga de 20 mM de Arg nos grupos C, CH, CHT, R,
RH e RHT. Grupos de 4 ilhotas foram incubadas com 2,8 mM de glicose (G) na presenca
ou auséncia de 20 mM de Arg. Dados sdo média + EPM (n = 20-24). Letras diferentes
indicam diferencgas estatisticas, P < 0,001 (ANOVA, seguida de Newman- Keuls).
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A figura 7 mostra a secrecdo estdtica de insulina na presenca de 100 uM de tolbutamida
(Tolb). Ao analisarmos a secre¢do por meio de ANOVA de uma via ndo observamos nenhuma
diferenga entre os grupos estudados. Contudo, a andlise em separado da secrecdo comparando
somente a resposta a Tolb nos grupos C e R por test # de Student demonstrou que ilhotas isoladas
de camundongos R ndo respondem a essa sulfoniluréia, como pode ser observado na figura 7B.
Por outro lado, a reduzida secrecdo de insulina no grupo R ndo foi acompanhada por alteracao
no total de influxo de Ca”* estimulado pela Tolb (Fig. 8A). Contudo, ilhotas R apresentaram
menor frequéncia das oscilagdes citoplasmaticas do cation quando comparadas as ilhotas C (P <
0,05; Fig. 8C). Ainda, ndo foram observadas modifica¢des no total da [Ca2+]i, na amplitude de
resposta e na frequéncia das oscilacdes de Ca” entre grupos obesos suplementados ou nio com

Tau (Fig. 8A-C).
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Figura 7: Secrecao de insulina na presenca de 100 uM de tolbutamida (Tolb) nos grupos C, CH,
CHT, R, RH e RHT (A) e comparagdo entre o grupo C e R (B). Grupos de 4 ilhotas foram
incubadas com 2,8 mM de glicose (G) na presenca ou auséncia de 100 uM de Tolb. Dados sdo
média £+ EPM (n = 20-24). Letras diferentes indicam diferencgas estatisticas, P < 0,001 (ANOVA,

seguida de Newman-Keuls).
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Figura 8: Mudancas na razdo de fluorescéncia para o Ca® intracelular em ilhotas de
camundongos C (A), CH (B), CHT (C), R (D), RH (E), RHT (F) em resposta a 100 uM de
Tolbutamida (Tolb) como indicado pelas barras superiores. Andlise da AUC (G), da

amplitude (H) e da frequéncia das oscilacdes (I) de Ca** na presenca de Tolb. Valores
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representam média + EPM (n =6-8). Letras diferentes indicam diferenca estatistica (P <

0,05, ANOVA de uma via seguida de Newman-Keuls).

Na figura 9 pode-se observar que ilhotas R também secretaram menos insulina na
presenca de 11,1 mM de glicose (P < 0,01). Ilhotas isoladas dos grupos tratados com dieta
hiperlipidica apresentaram maior liberagdo do hormoénio comparada aos seus respectivos
controles (P < 0,05). A suplementacao com Tau restaurou a secre¢ao no grupo CHT para valores
similares ao do grupo C, porém ilhotas RHT secretaram mais insulina quando comparado ao seu

respectivo controle (P < 0,001; Fig. 9).
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Figura 9: Secrecdo de insulina na presenca de 11,1 mM de glicose nos grupos C, CH, CHT, R,

RH e RHT. Dados sdao média + EPM (n = 20-24). Letras diferentes indicam diferencas
significativas, P < 0,001 (ANOVA, seguida de Newman- Keuls).

Em resposta a associa¢io de 11,1 mM de glicose e 30 mM de K", ilhotas R também
liberaram menos insulina comparado as ilhotas C (P < 0,01, teste ¢ de Student; Fig. 10). A dieta
hiperlipidica aumentou a secrecao no grupo CH (P < 0,05). A suplementagdo elevou a liberacao

de insulina no grupo RHT (P < 0,001; Fig. 10).

25



(A) (B)

4cC 1.0+
& cu CcC l
E3 CHT il R
il R
0 RH 0.8+
B3 RHT
= = x
: ® = i
EE -
: o p—( .-
- ED = 0.4
*
0.2
0.0 T
—_ 30mMK"
G11.1 G11.1

Figura 10: Secrecdo de insulina na presenca de 11,1 mM de glicose (G) em associa¢do ou
ndo com 30 mM de K* nos grupos C, CH, CHT, R, RH e RHT (A). Comparacio da
secrecdo entre o grupo C e R (B). Dados sdo média + EPM (n = 20-24). Letras diferentes
indicam diferencas estatisticas, P < 0,001 (ANOVA, seguida de Newman-Keuls). *P < 0,05

versus C (teste ¢ de Student).

Na figura 11 pode-se observar a secrecao de insulina em resposta a combinacdo de 11,1
mM de glicose e 20 mM de Arg. Novamente, o grupo R secretou menos insulina comparado ao
C (P < 0,05, teste t de Student). As ilhotas CH secretaram mais insulina nessas condi¢des (P <
0,05; Fig. 11). O tratamento com Tau normalizou a libera¢cdo do hormdnio nas ilhotas CHT, mas

nas ilhotas RHT aumentou a secre¢do comparado as R (P < 0,05).
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Figura 11: Secrecdo de insulina na presenca de 11,1 mM de glicose (G) em associag@o ou
niao com 20 mM de Arg nos grupos C, CH, CHT, R, RH e RHT (A). Andlise comparativa
da secrecdo entre o grupo C e R (B). Dados sdo média + EPM (n = 20-24). Letras diferentes

indicam diferencas estatisticas, P < 0,001 (ANOVA, seguida de Newman-Keuls).

Quando as ilhotas dos grupos estudados foram incubadas na presenca de 11,1 mM de
glicose juntamente com 100 uM de Tolb, o grupo R secretou menos insulina comparado ao
grupo C (P < 0,05, teste ¢ de Student; Fig. 12). O grupo CH liberou mais insulina nessa condi¢ao

(P <0,01). A Tau normalizou o perfil secretdrio nas ilhotas CHT, contudo, aumentou a secre¢ao

no grupo RHT (P < 0,001; Fig. 12).
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Figura 12: Secrecdo de insulina na presenca de 11,1 mM de glicose (G) em associa¢do ou nao
de 100 uM de Tolb nos grupos C, CH, CHT, R, RH e RHT (A). Comparacio da secre¢ao entre o
grupo C e R (B). Dados sdo média + EPM (n = 20-24). Letras diferentes indicam diferencas
estatisticas, P < 0,001 (ANOVA, seguida de Newman-Keuls). *P < 0,05 versus C (teste t de
Student).

Ao analisarmos a secre¢do de insulina em resposta a 11,1 mM de glicose em
associagdo com 250 pM de diazoxida (DZX), droga ativadora dos Karp, € portanto,
inibidora da secrecdo de insulina (Gribble and Reimann 2002, Quayle et al. 1997),
observamos que ilhotas de camundongos R apresentaram apenas uma discreta inibicdo da
secrecdo de insulina (Fig. 13B). Por outro lado, tanto ilhotas de camundongos RH e CH
quanto as RHT e CHT apresentaram reducdo acentuada e maior do que o grupo C, na
liberacdo da insulina em resposta a adi¢do de DZX ao meio de incubagdo (P < 0,001; Fig.

13B).
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Figura 13: Secrecdo de insulina na presenca de 250 uM de diazoxida (DZX) em ilhotas
pancredticas isoladas de camundongos C, CH, CHT, R, RH e RHT. Grupos de 4 ilhotas
foram incubadas com 11,1 mM de glicose (G) na presenca (+) ou auséncia (-) de 250 uM de
DZX (A). O valor de A ¢ obtido da subtracdo da secre¢do na presenca de G11.1 pela
secrecdo de insulina em resposta a G11.1 + 250 pM de DZD (B). Dados sao média + EPM
(n=20-24). Letras diferentes indicam diferencas significativas, P < 0,001 (ANOVA, seguida

de Newman-Keuls).

As variagOes citoplasmaticas de Ca®* quando as ilhotas foram perfundidas com 11,1
mM de glicose na presenca de 250 uM de DZX demonstraram que ilhotas CH reduziram
discretamente o influxo deste cdtion (Fig. 14G). Contudo, ilhotas RHT tiveram reducao

acentuada no influxo de Ca** comparado as ilhotas C e R (P < 0,0001; Fig. 14G e 14H).

29



Ay : (B) (©)

GZ.SE G111 G11.1+DZX 4 G2.8 Gl11.1 G11.1+4DZX 16 G2.8: G11.1 G11.1+DZX
1.3 : : . .
3 CH
12 ! 14 CHT
- = 1.2 2
211 2 ]
g % 1.1 g 1.2
& 10 & =
10
: : W 10—
091 : 09
0.8 T T T T ™ T 0. 0.8 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Tempo (min) Tempo (min) Tempo (min)
G2.8 Gl11.1 G11.1+DZX G2.8: G11.1 G11.1+DZX G2.8 Gl1.1 E G11.1+DZX
16 hp |
R RH
14 _
=3
s 12 § 12 §
= = 4
L0~ 1.0 Yan
0. 0.8 0. H
0 5 0 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30 0 5 0 15 20 25 30
Tempo (min) Tempo (min) Tempo (min)
0.8 (G) c
—.? 0.6
¥
S
2% <
* 2 04 =
- & <
=2
[CR &)
-
< 0.2
0.0- S — == .0
C CHCHT R RH RHT C CHCHTR RHRHT

Figura 14. Mudancas na razdo de fluorescéncia para o Ca’" intracelular em ilhotas isoladas
de camundongos C (A), CH (B), CHT (C), R (D), RH (E), RHT (F) em resposta a 11,1 mM
de glicose (G11.1) na presenca ou auséncia de 250 uM de diazoxida (DZX), como indicado
pelas barras superiores. (G) AUC do total de Ca® citoplasmatico em resposta a G11.1 mM
associado a 250 uM de DZX. (H) A de Ca* citoplasmatico obtido através da diferencga
entre 0 ponto maximo de influxo de Ca®* com o ponto de maxima inibi¢do realizada pela
DZX. Valores representam média + EPM (n=6-8). Letras diferentes indicam diferenca

estatistica (P < 0,05).
Na presenca de nifedipina (Nif), uma diidropiridina bloqueadora dos canais Cav do

tipo L, ilhotas R apresentaram uma pequena reducdo na libera¢do da insulina (Fig. 15A e

15B). Foi observada acentuada inibi¢do na secrecdo de insulina do grupo CH, porém no
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A)

grupo RH o efeito inibitério foi similar ao observado para o grupo C (Fig. 15A). Ilhotas
isoladas de camundongos CHT apresentaram decaimento da secrecdo de insulina similar as
ilhotas C. No grupo RHT o bloqueio dos canais de Cav promoveu acentuada inibi¢do do

processo secretdrio da insulina (Fig. 15A).
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Figura 15: Secrecdo de insulina na presenca de 10 uM de nifedipina (Nif) em ilhotas
isoladas de camundongos C, CH, CHT, R, RH e RHT. Grupos de 4 ilhotas foram incubadas
com 11,1 mM de glicose (G11.1) na presenca (+) ou auséncia (-) de 10 uM de Nif (A). O
valor de A foi obtido através da subtracdo dos valores da secre¢do na presenca de G11.1
pela secre¢do em resposta a G11,1 + 10uM de Nif (B). Dados sdao média + EPM (n=20-24).
Letras diferentes indicam diferencas significativas, P < 0,001 (ANOVA, seguida de

Newman-Keuls).
As variagdes citoplasmaticas de Ca** quando as ilhotas foram perfundidas com 11,1

mM de glicose na presenca de 10 uM de Nif apresentou apenas uma tendéncia a maior

inibi¢do no influxo deste ion no grupo CH (Fig.16).
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Figura 16. Mudancas na razdo de fluorescéncia para o Ca®* intracelular em ilhotas
isoladas de camundongos C (A), CH (B), CHT (C), R (D), RH (E), RHT (F) em resposta a
11,1 mM de glicose (G11.1) na presenca ou auséncia de 10 uM de Nif como indicado pelas
barras superiores. (G) AUC do total de Ca** citoplasmatico em resposta a G11.1 mM
associado a 10 uM de Nif . (H) A de Ca®" citoplasmatico obtido através da diferenca entre
o ponto maximo de influxo de Ca** com o ponto de méxima inibi¢do realizada pela Nif.
Valores representam média + EPM (n=6-8). Letras diferentes indicam diferenca estatistica

(P<0,05)
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Conteudo total de insulina e DNA das ilhotas pancreaticas

Foi observado reducdo de 43% no contetdo total de insulina das ilhotas de camundongos
R quando comparado as ilhotas C (P < 0,01; Fig. 17A). A ingestdo de dieta hiperlipidica
aumentou a reserva de insulina no grupo RH quando comparado as ilhotas R (P < 0,05), sem
alteracdo para o grupo CH (Fig. 17A). O contetdo total do hormonio foi similar entre as ilhotas
isoladas dos grupos CHT e RHT com as do grupo C (Fig. 13A). Além disso, o contetido total de

DNA por ilhota foi similar entre todos os grupos experimentais (Fig. 17B).
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Figura 17: Conteudo total de insulina (A) e de DNA (B) de ilhotas isoladas de
camundongos C, CH, CHT, R, RH e RHT. Dados sdo a média + EPM (n = 6-8). Letras
diferentes indicam diferencas estatisticas (P < 0,05; ANOVA, seguida de Newman-Keuls).

Expressao de proteinas envolvidas no acoplamento estimulo-secrecao da insulina

A expressao da subunidade Kir6.2 do canal de Katp foi maior em ilhotas R quando
comparado as ilhotas C (P < 0,01, teste ¢ de Student; Fig. 18C). A suplementacdo com Tau
aumentou a expressao da subunidade Kir6.2 no grupo RHT (P < 0,05, Fig. 18B). Nao
foram observadas alterages estatisticamente significativas na expressdo da subunidade
SURTI do canal de Karp (Fig. 18A). Em relacdo as subunidades dos canais Cav, observamos

um aumento da subunidade al.2 no grupo CHT em relagdo ao controle (P < 0,003; Fig.
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19B), e elevacao parcial da subunidade B2 (Fig. 19C), sem altera¢do para os demais grupos.

Nao foi observado alteracdo na expressao da subunidade al.3 (Fig. 19A).
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Figura 18: Expressdo proteica das subunidades dos canais de Karp SUR (A), Kir6.2 (B) Kir6.2

C vs R (C). Dados sao a média + EPM (n = 6-8). Letras diferentes indicam diferencas

estatisticas (P <0,05; ANOVA, seguida de Newman-Keulst). *P < 0,05 versus C (teste ¢ de

Student).

34



Cavald Caval.2

GAPDH
2504

GAPDH

300+

200

= J =

= =)

3 g

o &)

% © 1004
® 1001

504

R

CHCHT R RHRH

Figura 19: Expressdo proteica das subunidades dos CaV al.3 (A), al.2 (B) e B2 (C).

Dados sdo a média £ EPM (n = 6-8). Letras diferentes indicam diferencas estatisticas (P

0=
C CH

CHT R RHRHT

<0,05; ANOVA, seguida de Newman-Keuls).

Por outro lado, a expressdao da proteina SNAP-25 foi menor no grupo R em relacao
ao C (P < 0,05, teste ¢ de Student; Fig. 20B), e o tratamento com dieta hiperlipidica
aumentou a expressao da SNAP-25 no grupo RH (P < 0,01; Fig. 20A). A suplementacio
aumentou o conteudo de SNAP-25 no grupo CHT em relacdo aos grupos R e RHT (P <

Cav 2
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0,05), por outro lado, normalizou sua expressao nas ilhotas RHT (Fig. 20A).
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Figura 20: Expressdao proteica da SNAP-25(A), e comparacdo entre grupo C e R (B).
Dados sdo a média + EPM (n = 6-8). Letras diferentes indicam diferencas estatisticas (P

<0,05; ANOVA, seguida de Newman-Keuls). *P < 0,05 versus C (teste ¢t de Student).

A Tau aumentou a expressao proteica da sintaxina nas ilhotas RHT e CHT em relacdo as
ilhotas C (P < 0,05; Fig. 21A). Nao houve alteracdo na expressao da PKAa (Fig 21B) e VAMP-
2 (Fig. 21C) entre os grupos.
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ANOVA, seguida de Newman-Keuls). *P < 0,05 versus C (teste t de Student).
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DISCUSSAO

Neste estudo, observamos o efeito da desnutricao pds-natal em alteracdes no crescimento
corporal, parametros plasmaticos e homeostase glicémica. Como ja relatado por estudos
anteriores (Delghingaro-Augusto et al. 2004, Filiputti et al. 2008, Amaral et al. 2010, Batista et
al. 2012, da Silva et al. 2010), a restricdo proteica reduziu o crescimento dos camundongos, o
CNA e o peso de 6rgaos (Tab. 1 e Fig. 1A), além de diminuir os valores plasmadticos de proteina
(Tab. 2).

O tratamento com dieta hiperlipidica foi eficiente no desenvolvimento da obesidade (Fig.
1A), assim como no aumento dos depositos de gordura nos grupos RH e CH (Fig. 1C e 1D). Por
outro lado, a suplementacio com Tau preveniu o desenvolvimento da obesidade somente no
grupo CHT (Fig. 1). Dados da literatura correlacionaram a obesidade e as concentracdes
plasméticas de Tau, demonstrando que nesta sindrome a deficiéncia do aminodcido provoca um
ciclo vicioso que resulta em maior acimulo de gordura corporal (Tsuboyama-Kasaoka et al.
2006). Foi demonstrado que a Tau reduz o peso corporal e o acimulo de gorduras perigonadal,
retroperitoneal e hepatica em ratos obesos (Nardelli et al. 2011). A suplementagdo com Tau
preveniu a obesidade induzida por dieta hiperlipidica e a geneticamente programada (Nakaya et
al. 2000). A Tau aumenta a expressdao génica de fatores envolvidos com aumento do gasto
energético reduzindo o acimulo de gordura no tecido adiposo (Tsuboyama-Kasaoka et al. 2006).
Contudo, em nosso estudo a suplementacdo com Tau no grupo RHT ndo impediu o acimulo de
gordura, e estes achados vao de encontro com Batista et al. (2012). Nossos dados, portanto,
sugerem que a desnutricdo promova alteragdes metabdlicas severas que tornam os camundongos
mais susceptiveis aos prejuizos fisioldgicos promovidos pela ingestdo de dieta hiperlipidica, os
quais ndo podem ser prevenidos pela suplementagdo com Tau.

Observamos também que camundongos R apresentaram maior tolerdncia a glicose e
sensibilidade a insulina (Fig. 2 e 3). Tal efeito deve contribuir para a normoglicemia em
camundongos R (Tab. 2 e 3). Sabe-se que ratos submetidos a restricdo proteica apresentam
aumento na fosforilacdo do receptor de insulina (IR) e de seu substrato (IRS-1), bem como da
associa¢do do IRS-1 com a subunidade p85 da fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) no misculo

apo6s estimulacdo com insulina (Reis et al. 1997, Gavete et al. 2005). Recentemente, Batista et al.
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(2012) demonstraram que camundongos R apresentam maior concentracdo plasmdtica de
adiponectina que estd associada ao aumento da ativacdo hepdtica da proteina quinase ativada por
adenosina monofosfato (AMPK). De fato, a adiponectina aumenta a sensibilidade a insulina via
fosforilagdo da AMPK (pAMPK) aumentando a captacio de glicose (Yadav et al. 2013), sendo
portanto, um dos fatores que contribuem para a homeostase em camundongos desnutridos.

O modelo de obesidade induzido por dieta hiperlipidica é conhecido por resultar em
prejuizos na homeostase da glicose e desenvolvimento de DM2 (Winzell and Ahrén 2004, De
Souza et al. 2005). Em nosso estudo, tanto camundongos C quanto R submetidos a dieta
hiperlipidica demonstraram intolerancia a glicose e resisténcia a insulina (Fig. 2 e 3). Esses
prejuizos na homeostase da glicose no grupo RH sdo devidos a diminuicdo da concentracdo
plasmdtica de adiponectina e menor conteido hepitico da pAMPK o que contribui para a
resisténcia a insulina neste grupo (Batista et al. 2012).

A suplementacdo com Tau impediu o desenvolvimento de prejuizos na homeostase da
glicose no grupo CHT (Fig. 2). Apesar de vdrias evidéncias demonstrarem o envolvimento desse
aminodcido sobre o controle da glicemia (Kulakowski and Maturo 1984, Franconi et al. 1995,
Anuradha and Balakrishnan 1999, Aerts and Van Assche 2001, Colivicchi et al. 2004,
Tsuboyama-Kasaoka et al. 2006, Loizzo et al. 2007, Xiao, Giacca and Lewis 2008, Carneiro et
al. 2009, Ribeiro et al. 2009), o mecanismo de acdo da Tau em prevenir ou restaurar distirbios
da homeostase da glicose, ndo estd completamente compreendido. Dados da literatura
demonstraram que a Tau interage diretamente com o IR (Kulakowski and Maturo, 1988;
Carneiro et al. 2009) e recentemente nosso laboratério demonstrou que a melhora da tolerancia a
glicose nos camundongos CHT é acompanhada de maior fosforilagdao da Akt no figado (Ribeiro
et al. 2012; Batista et al. 2012), efeito que reduz a producgado hepatica da glicose (Lochhead et al.
2001) melhorando o controle da glicemia no grupo CHT (Fig. 2). Contudo, a suplementacao
com Tau ndo preveniu a intolerancia a glicose e resisténcia a insulina no grupo RHT (Fig. 2 e 3).
Associado a isso observamos que apesar da resisténcia a insulina estabelecida no grupo RHT, os
camundongos nao apresentam hiperinsulinemia, o que demonstra que a combinacdo de
desnutricao e ingestdao de dieta hiperlipidica prejudica a capacidade da célula B em compensar a
prejudicada acdo da insulina contribuindo para o desenvolvimento do DM (Batista et al. 2012).

Com relagdo a secrecdo de insulina, observamos que as ilhotas isoladas de camundongos

R secretaram menos insulina em resposta a 11,1 mM de glicose (Fig. 9) e ainda, apresentaram
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um prejuizo secretério acentuado frente a agentes que induzem despolarizacdo da célula B, tanto
em condicdes basais quanto estimulatérias de glicose (Fig. 4, 6, 7, 9-12). Apesar desse efeito,
ndo foram observadas modifica¢es no influxo de Ca** frente aos agentes despolarizantes (Fig. 5
e 8). Mas ilhotas R tiveram menor contetido total de insulina (Fig. 17).

Estudos anteriores demonstraram que vdrias etapas da secrecdo de insulina estimulada
por glicose estao prejudicadas em roedores submetidos a restricdo proteica, dentre as quais
pode-se citar: reducdo do conteido de GLUT2 (de Oliveira et al. 2011), da expressao da
glicoquinase e glicerofosfato desidrogenase (Rasschaert et al. 1995), menor mobilizacio de Ca**
(Latorraca et al. 1999) e alteragdes no processo de exocitose dos granulos de insulina (Cherif et
al. 2001, Batista et al. 2011). Em nosso estudo observamos que a menor secre¢io de insulina no
grupo R esté relacionada a reducdo da expressdo da proteina relacionada com a extrusdo dos
granulos de insulina, SNAP-25 (Fig. 20B), o que corrobora com as evidéncias de Batista et al.
(2012) para ilhotas de ratos desnutridos, bem como dados da literatura que demonstraram que
ilhotas de pacientes diabéticos apresentaram menor secrecdo de insulina frente a 8,3 e 16,7 mM
de glicose devido a reducdo da expressdo das proteinas SNAP-25 e VAMP-2 (Ostenson et al.
2006). Ainda, observamos que ilhotas R apresentaram aumento da expressdo proteica da
subunidade Kir6.2 (Fig. 18B), com correspondente aumento da atividade dos canais de Karp,
pois a adicdo de DZX ao meio de incubacdo contendo 11,1 mM de glicose produziu menor
inibicdo da liberacdo da insulina em ilhotas R (Fig. 13). Soriano et al. (2010), ja tinham
demonstrado que ilhotas de camundongos desnutridos apresentavam maior atividade dos canais
de Karp resultando em hiperpolarizacao e prejuizo na despolarizagao das células 3, contudo esse
efeito era associado somente a maior expressao proteica da subunidade SURI.

Outros relatos da literatura demonstram que a subunidade Kir6.2 apresenta alteracdo na
expressdo génica e proteica contribuindo para disfuncdo em diferentes modelos experimentais.
Foi demonstrado que a expressdo proteica da subunidade Kir6.2 em células musculares lisas
cancerigenas estd elevada juntamente com aumento da corrente dos canais de Karp (Park et al.
2008). Em células INS-1, foi demonstrado que em baixas concentracdes de glicose a expressao
da subunidade Kir6.2 eleva-se, por outro lado, diminui quando a concentragdo de glicose sobe
para concentragdes superiores a S mM de glicose (Smith et al. 2006). Ratos Wistar tratados com
grelina apresentaram atenuacg@o da insulinemia durante o GTT, assim como reducio na secre¢ao

de insulina em resposta a 11,1 e 16,7 mM de glicose devido altera¢do na voltagem da membrana
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da célula B e aumento na expressdo gé€nica e proteica da subunidade Kir6.2 (Peng et al. 2012).
Esses dados, juntamente com os resultados obtidos em nosso estudo, enfatizam que os canais de
Katp estdo mais ativos no grupo R contribuindo a disfun¢ao da célula B na desnutrigdo.

As ilhotas dos camundongos CH liberaram mais insulina frente & 11,1 mM de glicose em
combinacdo ou ndo com agentes despolarizantes (Fig. 9-12). Esse efeito foi acompanhado por
maior ativacdo dos canais de Karp no grupo CH, pois ao adicionarmos DZX ao meio de
incubacgdo contendo 11,1 mM de glicose, observamos acentuada inibi¢ao da secrec¢do de insulina
nas ilhotas CH (Fig. 13B). Ainda, a maior liberagdo de insulina no grupo CH foi também
associada ao aumento na atividade dos canais Cav, pois ocorreu maior inibi¢ao da liberacao do
hormoénio frente a combinagdo de 11,1 mM de glicose e Nif (Fig. 15), bem como menor reducao
do influxo de Ca®* em resposta a DZX (Fig. 14G). Estes resultados vao de encontro com estudos
que demonstraram que dcidos graxos como o palmitato diretamente aumentam a atividade dos
canais de Cav do tipo L de ilhotas de camundongos em resposta a glicose e agentes
despolarizantes da secre¢do (Olofsson, et al. 2004). Best et al. (2011) demonstraram
recentemente que os dcidos graxos apresentam um efeito duplo sobre a atividade elétrica da
célula B. Em ilhotas de ratos foi evidenciado que em resposta a 0,5 mM de octanoato ocorre
inicialmente reducao da atividade dos canais de Ktp € aumento da atividade elétrica da célula .
Contudo, em sequéncia ocorrem efeitos opostos sobre a fisiologia da célula . As mesmas agdes
foram evidenciadas na presenca de 1mM de palmitato. Essas acOes vao de encontro com 0s
efeitos a longo prazo realizados pelos 4cidos graxos que levam a disfuncio da célula . Sabe-se
que a ingestdo de dieta rica em gordura eleva a concentracdo plasmatica de acidos graxos livres,
na célula B esses nutrientes sdo convertidos em acil-CoAs de cadeia longa que interagem com o
canal de Katp ativando-o e dessa forma inibindo a secrecdo de insulina (Bréinstrom et al. 2004).
Portanto, sugerimos em nosso trabalho que o efeito da ingestdo da dieta hiperlipidica sobre a
funcdo da célula B ainda esteja em estdgios onde os dcidos graxos ingeridos estdo promovendo
aumento da secrecdo contribuindo para a maior liberacio do hormoénio frente a resisténcia a
insulina.

Por outro lado, apesar do grupo RH apresentar um quadro de resisténcia a insulina
similar ao grupo CH (Fig. 3), os dados de secre¢iio nas ilhotas RH frente ao K™ e 11,1 mM de
glicose (Fig. 9 e 10) indicam que estas ilhotas ndo apresentam o mesmo padrdo compensatorio

de secrecdo frente a resisténcia induzida pela ingestdao de dieta hiperlipidica. Ademais, a DZX
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promoveu acentuada inibi¢do da secrecdo (Fig. 13) e do influxo de Ca®™* quando comparado ao
grupo CH (Fig. 14G), sendo a inibi¢do da liberacdo da insulina frente a inativacdo dos Cav pela
Nif similar ao grupo C (Fig. 15). Esse efeito sugere que as alteragdes funcionais da célula B
desencadeadas pelo periodo de ingestdo de dieta hipoproteica, possa alterar as acdes dos dcidos
graxos obtidos na dieta e que sdo disponibilizados via circulagdo sobre a célula B, deixando-a
mais susceptivel a manifestacdo precoce dos prejuizos funcionais dos dcidos graxos sobre os
canais de Cav (Best et al. 2011) reduzindo a liberagdo da insulina o que resultaria na
manifestacdo mais precoce do DM.

A relacdo entre o tratamento de ilhotas isoladas com 4cidos graxos e seus efeitos nas
proteinas SNARE ja foi relatada. Zraika et al. (2004) demonstraram que ilhotas isoladas de
camundongos incubadas com 1 mM de palmitato por 48h apresentam reducdo na secrecdo de
insulina estimulada por glicose e agentes despolarizantes, porém houve aumento na expressao
da SNAP-25. Esse dado se assemelha aos resultados do contetdo protéico de SNAP-25 no grupo
RH (Fig. 20A). O aumento da expressdo da SNAP-25 pode também ser prejudicial a funcao da
célula B, pois como demonstrado por Fasshauer and Margittai (2004) o excesso de proteinas do
complexo SNARE pode inibir a formagao correta do complexo de extrusao e reduzir a exocitose
do granulo de insulina.

Em relacdo aos efeitos da suplementacdo com Tau, ela restaurou a secre¢do de insulina
no grupo RHT frente 2 2,8 mM de glicose mais K™ ou Arg (Fig. 4 € 6). A suplementagio
normalizou a secre¢do em resposta a 11,1 mM de glicose no CHT (Fig. 9 e 12). Porém no grupo
RHT, a liberacdo de insulina foi elevada em resposta a 11,1 mM de glicose associada ou ndo
com K* ou Tolb (Fig. 10 e 12). Desta forma, o tratamento com Tau teve efeito diferencial entre
os grupos estudados. No grupo CHT podemos observar que apesar da maior expressao proteica
das subunidades al.2 e B2 dos canais de Cav (Fig. 19B e 19C), estes ndo apresentaram maior
atividade, pois o bloqueio dos canais Cav frente a Nif foi similar entre ilhotas CHT e C (Fig.
15B). Mas, a DZX promoveu elevada inibi¢dao da secre¢do de insulina, contudo, acompanhada
de reducdo do influxo de Ca** similar ao grupo C (Fig. 13B e 14G). Esses resultados
demonstram que a suplementacdo estd modulando a atividade dos canais Cav no grupo CHT.

Sabe-se que a Tau contribui para a regulacdo da [Ca™]i, sendo observado que em células
cardfacas ela estimula a abertura do canal de Ca®* na presenca de baixa [Ca**]i; por outro lado

inibe a abertura do canal em alta [Ca®*]i (Satoh 1998). A Tau aumenta a corrente do trocador de
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Na*/Ca®* nos miécitos atriais (Satoh 1998). Além disso, em neurdnios é evidenciado um papel
protetor da Tau contra a citotoxicidade desencadeada por glutamato, onde este aminoécido reduz
a captacdo de Ca®* e amplitude do aumento da [Ca**]i estimulada pelo neurotransmissor (Chen
et al. 2001). Contudo, em hepatdcitos a Tau aumenta o transporte de Ca®™, via uniporte, para a
mitocondria o que eleva a atividade mitocondrial destas células por aumentar o aporte de Ca*
para a ativacdo de desidrogenases (Palmi et al. 1999). Portanto, apesar de aqui o aumento da
expressao protéica do canal Cav nao estar acompanhada de maior atividade, essa a¢do deve-se
ao efeito modulatério da Tau sobre o canal prevenindo a hiperfun¢do da célula B e demais
alteracdes morfofuncionais no pancreas enddcrino que caracterizam roedores submetidos a dieta
hiperlipidica (Ribeiro et a., 2012), levando a melhora da insulinemia (Tab. 2) e em ultima
instincia no armazenamento de gordura (Fig. 1) no grupo CHT.

Como citado anteriormente, a suplementacao agiu de forma diferencial nas ilhotas RHT.
Os dados demonstram que o aumento da capacidade secretdria neste grupo estd associada tanto a
maior atividade dos canais de Kapp (Fig. 13 e 14), quanto dos canais de Cav (Fig. 15). Esses
efeitos foram acompanhados de aumento da expressdo da subunidade Kir6.2 (Fig. 18B) e da
proteina sintaxina (Fig. 21A). Contraditoriamente ao que podemos evidenciar anteriormente
para os grupos R e RH, nas ilhotas RHT os canais de Katp aumentaram a funcao da célula B.
Além das evidencias observadas nos experimentos de secrecdo com DZX e Nif, dados da
literatura demonstraram importante efeito regulatério da Tau sobre a atividade dos canais de
Karp. Ilhotas pancredticas isoladas de camundongos controle suplementados com Tau
apresentaram redu¢do no tempo de abertura dos canais de Karp, aumentando a despolarizacao
das células B (Navarro, M. 2009). Essa acdo deve estar associada ao aumento da sensibilidade a
sulfoniulréias dos canais de Karp promovido pelo aminoacido em linhagens celulares secretoras
de insulina (Park et al. 2004). Em odcitos Xenopus laevis foi demonstrado que a Tau bloqueia os
trés tipos principais de associacdo das subunidades dos canais de Katp (Kir6.2/SURI,
Kir6.2/SUR2A e Kir6.2/SUR2B), via ligacdo ao radical benzamido da subunidade SUR (Lim et
al. 2004). Em fibras musculares esqueléticas isoladas, a aplicacdo de Tau leva ao fechamento
dos canais de Katp de forma dose-dependente e que pode ser revertida através da remocao da
Tau do meio de incubacdo (Tricarico, Barbieri and Camerino 2000). Além do efeito sobre a
atividade dos canais no grupo RHT, € necessdrio ressaltar que apds a melhora no acoplamento

promovido pela Tau, seja sobre a regulacdao da expressao proteica e/ou atividade dos canais, a
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func¢do completa da célula B do grupo RHT foi aprimorada também pela melhora na extrusao

dos granulos via aumento da proteina sintaxina (Fig. 21A).
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CONCLUSAO

As evidéncias obtidas no presente estudo levam as seguintes conclusdes:

e A desnutricao reduziu o peso corporal, assim como peso do bago, rins e coragdo. Os
camundongos desnutridos apresentaram maior tolerancia a glicose e sensibilidade a
insulina. A secrecdo de insulina no grupo R é menor frente a concentracio basal e
estimulatéria de glicose. O defeito secretério foi pronunciado frente aos agentes
despolarizantes (K*, Tolb e Arg) sem alteragio para o influxo de Ca”* nessas
condi¢des. Estas alteracdes na secrecdo de insulina foram relacionadas ao menor
conteddo protéico de insulina e SNAP-25 nas ilhotas R, além de aumento da
expressdo da subunidade Kir6.2 dos canais de Karp € de sua atividade frente ao
estimulo com glicose.

e O tratamento com a dieta hiperlipidica no grupo CH levou ao desenvolvimento da
obesidade, intolerancia a glicose, resisténcia a insulina e hiperinsulinemia. As
ilhotas CH secretaram mais insulina em resposta a 11,1 mM de glicose e agentes
despolarizantes, efeitos associados a maior inibi¢do dos canais de Karp € ativacdo
dos canais Cav em resposta a glicose.

e O tratamento com a dieta hiperlipidica também levou ao desenvolvimento da
obesidade no grupo RH, assim como resisténcia a insulina, porém suas ilhotas ndo
mostraram perfil de hipersecrecdo, efeito que pode estar correlacionado com a
ativacdo dos canais de Cav em resposta a 11,1 mM de glicose. Ainda, ilhotas RH
tiveram maior expressao proteica de SNAP-25.

e A suplementagdo com Tau reduziu o peso corpéreo e os depdsitos de gordura, e
melhorou a tolerancia a glicose somente nos camundongos CHT.

e Asilhotas CHT apresentaram secrecdo de insulina similar ao grupo C. Contudo, foi
maior a expressao proteica das subunidades al.2 e B2 dos canais Cav, e da SNAP-
25 e sintaxina. Nao foi evidenciada alteracdo na atividade dos canais de Cav em
resposta a glicose no grupo CHT.

e O grupo RHT apresentou aumento da liberacdo de insulina frente a glicose e agentes

despolarizantes. A maior secrecdo do horménio foi acompanhada por aumento da
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expressao protéica da subunidade Kir6.2 e de sua inibi¢cdo frente ao estimulo com
glicose, associada ao aumento da atividade dos canais de Cav, e do conteudo

proteico de sintaxina.
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