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Resumo

Suspeita-se que a desnutricio intra-uterina e pods-natal produzam
mudancas morfoldgicas e funcionais no pancreas enddcrino e em tecidos
periféricos, que se traduzem em insulinopenia e resisténcia a insulina.
Baseado nessas complicagdes avaliou-se neste trabalho a regulacdo da
secrecao de insulina em ilhotas de Langerhans de ratos e camundongos
submetidos a restricio protéica e suplementados com leucina. A
suplementacdo com leucina nao modificou hdbitos alimentares, ingestdo
hidrica e o peso corpéreo dos animais em estudo, mas alterou parametros
bioquimicos importantes como glicose (G), 4cidos graxos (AGL) em animais
desnutridos. A fosforilacdo do receptor de insulina (IR) e de seu substrato
(IRS-1) foi modificada em figado e musculo levando a uma melhoria na
homeostasia glicémica em ratos desnutridos. O metabolismo de glicose em
ilhotas de ratos controle e desnutridos teve reducdo apd6s suplementacao.
O potencial de membrana das células B foi restaurado, o movimento de
cdlcio citoplasmadtico e a secrecdo de insulina estimulada por G e leucina
apresentaram aumentados em ilhotas de ratos e camundongos
desnutridos. Alteragdes ocorreram também no perfil eletroforético de
proteinas citoplasmdticas apd6s suplementacdo com leucina em ilhotas de
ratos. Expressdo génica e protéica de proteinas chaves na cascata de
sinalizacdo de insulina como IR, IRS-1, PI3K, mTOR e S6K-1 se alteraram
em resposta a suplementacdo com leucina em ilhotas de ratos

desnutridos, favorecendo vias de crescimento, em especial o aumento da
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PI3K a qual resultou em aumento de sua atividade em ilhotas de ratos
controle e desnutridos. Por fim, podemos concluir que a suplementacdo
com leucina promoveu modulacdo da sensibilidade periférica em figado e
musculo de maneira tecido especifica. Isto confere uma regulacio da
homeostase glicEmica de maneira distinta entre animais controle e
desnutridos suplementados. Além disso, direcionam para que os sinais
metabodlicos produzidos pela leucina devam promover seus efeitos, em
ilhotas de Langerhans, via dois sensores: a GDH que controla a
glutamindlise, e por outro lado estd a PI3K que deve exercer seu papel
ativando vis envolvidas com a sintese protéica através da mTOR. Estes
dois sensores devem atuar sinergicamente participando do rearranjo da
concentracdo citosdlica dos {fons cdlcio, principalmente em ilhotas de

animais desnutridos que foram suplementados com leucina.



ABSTRACT

We think that intra-uterine malnutrition and after birth produce
morphological and changes in endocrine pancreas and in peripheric tissue
that translate insulinopenia and insulin resistance. Based on these
complications we have evaluated in this work the insulin secretion
regulation in Langerhans islets from rats and mice fed a low protein diet
and supplemented with leucine. The leucine supplementation hasn’t
changed the diet in the hybrid ingest and body weight but has changed
important biochemistry standards as glucose (G) and FFA in malnutrition
animals. The insulin receptor phosphorilation and its substract have been
changed in liver and muscle leading to an increase in glicemic homeostase
in malnutrition rats. The glucose metabolism in control and malnutrition
rats’ islets had one reduction after supplementation. B cells potential
membranes were restored; the citoplasmatic calcium movement and
insulin secretion were stimulated by glucose and leucine. They have
showed an increased in islets of control and malnourished rats and mice
islets. Some alterations have also occurred in the citoplasmatic protein
eletrophoretic profile after leucine supplementation in rats islets. The
genetic and protein expression from key enzymes in the insulin cascade
signalization as: IR; IRS-1; PI3K; mTOR and S6K-1 have altered in leucine
supplementation answer in malnutrition islets rats favoring growth
pathways specially PI3K increase which resulted in an increasement of

control and malnutrition rats islets activity. In the end we can conclude
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that the leucine supplementation has promoted peripheric sensibilization
in liver and muscle in specific tissue manner. This confirms one glicemic
homeostase regulation in distinct manner among control and malnutrition
both supplemented animals. Furthermore they lead the metabolic signals
produced by leucine should promote their effects in Langerhans islets
throw sensor ways: GDH which controls glutaminolisis and on the other
hand is PI3K that should do its role activating growth pathways throw
mTOR. These two sensors should work in synergism participating in
citosolic concentration changes of calcium ions mainly in malnutrition

animals’islets, which were supplemented.

Vil



SUMARIO

RESUMO....ccictititititieieieieietetececetetetscsesesssssssscssscsssssssssssssssssssssssscsssses iv
ABSTRAGCT .. ccuiitiiititititititieitietecetececcstststsssesssssscsssssssssssssssssssssssssssnns vi
1 - INTRODUGAO .....cccucttuiitneieneerneerncesecrsserssecsssesssssnssssssssssssssssssssnsens 2
1.1 - Desnutricao e Diabetes......ccccciitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiriiiciriinccencnnees 2
1.2 — A Secrecao de INSulina........ccccveviiniiriinicnrcenicnrcercenssescesssescossonscens 5
1.3 - Vias de Sinalizacao, Sintese protéica e Secrecao de Insulina...... 7
0 ) = 8§ O 1 £ TN 12
3 - MATERIAIS E METODOS........cccceiiiiimnieeeiiiinnneecessssnseesssssssssees 14
3.1 - Animais € Dietas.....cccccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiiiietisenns 14
3.2 - Procedimentos experimentais......c.cccceiieiiiiiiniiniiiniintcircinccscnces 18

4 — ANAalise EStatiStiCaA....ccceiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeneeeeeeeeeesesscsecsssssssssncnns 33



5 - RESULTADOS....cciittittitiutiutietitctietiasiassscesssssassssssssssssssssssssssscssens 35

5.1 - Caracterizacao do Modelo Experimenal........ccccccceeiviiniincnnnnnee. 35

5.2 - Avaliacao da fosforilacao em Tirosina do IR e IRS-1................. 42

5.3 - Volume da Ilhota, Perfil Eletroforético e Oxidacao de

D R =g 1 o <Y T 43

5.4 - Secrecao de Insulina em Presenca de Glicose.........c.ccceeevienrennes 50

5.5 - Potencial de Membrana em Repouso e Movimento de

5.6 - Proteinas Envolvidas na Cascata de Sinalizacao de Insulina em

Ilhotas de Langerhans........cccceiiiiiiiiiiiiniiiiiietiiicietenscenscscesccnssesccnssnnes 63
6 - DISCUSSAOD......ccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeteeteeeeteeeeeeeeeeeeeteeeeeeseessseees 78
6.1 — Avaliacao do Estado Nutricional e Sensibilidade Periférica...... 78

6.2 - Mecanismo de Secrecao de Insulina e Vias de Controle............ 81



6.3 — Suplementacao com Leucina e Alteracoes Fisiologicas............. 87

6.4 - Suplementacao com Leucina e Vias de Sinalizacao em

Y0 o XY 89

7 - CONCLUSAOD.....cceiuieieeecncncesesesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 94

8 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......ccceuuueeitieenneceeeeeennneeeseesnnes 96



LISTA DE ABREVIATURAS

[Ca+2] ;- Concentracdo de cdlcio intracelular
125] — Is6topo do Iodo

45Ca — Isétopo do Célcio

AC - Adenilato ciclase

AMP. . Monofosfato de adenosina ciclico
ANOVA - Anidlise de Variancia

ATP - Trifosfato de adenosina

B — Célula beta

AKT/ PKB - Proteina Kinase B

Ca+2p) - Canais de cdlcio sensiveis a voltagem
CCh - Carbamilcolina

DAG - Diacilglicerol

EDTA - Acido etilenodiaminotetracético

G - Glicose

GLUT-4 — Transportador de glicose 4

IP3 - 1,4,5 inositol trifosfato

IR — Receptor de insulina

IRS — Substrato do receptor de insulina

K+ - Potdssio

K+atp - Canais de potdssio ATP dependentes
K+ca - Canais de potdssio ativados por cdlcio
KOH - Hidré6xido de potdssio

NP — Aninais Normoprotéicos

NPL - Animais Normoprotéicos Suplementados com Leucina



LP — Animais Hipoprotéicos

LPL — Animais Hipoprotéicos Suplementados com Leucina
M3 - Receptor muscarinico subtipo M3

MLCK - Quinase da cadeia leve da miosina.

mTOR - alvo de rapamicina em células de mamifero
Na>SO4 - Sulfato de sédio.

NP — Animal Normoprotéico

p7086X-1 — Proteina quinase efetor da via PI3K
PHAS-I — Proteina fosforilada regulada pela insulina
IR — Receptor de Insulina

IRS-1 — Substrato do Receptor de Insulina 1

PKA - Proteina quinase A

PKCa - Proteina quinase C alfa

PLC - Fosfolipase C

PLCPBI1 - Fosfolipase C beta 1

PMA - Phorbol 12-Myristate 13-Acetate

PI3K - Fosfoinositol 3-quinase

SDS - Duodecil sulfato de sédio

AOA — acido aminooxiacético



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Evolucido da massa corporea

Figura 2 — Relacdo entre consumo alimentar e massa corpdrea

Figura 3 — Consumo hidrico didrio

Figura 4 — Proteina fecal

Figura 5 — Porcentagem de gordura abdominal, retro-peritoneal e epididimal em

relacdo ao peso corpdreo

Figura 6 — Avaliacdo da fosforilacdo em tirosina de IR em figado

Figura 7 — Avaliacdo da fosforilacdo em tirosina de IRS-1 em figado

Figura 8 — Avaliacdo da fosforilacdo em tirosina do IR em musculo séleo

Figuras 9 — Avaliacdo da fosforilacdo do IRS-1 em musculo séleo

Figuras 10 — Determinacido do volume celular

Figura 11 - Perfil eletroforético em ilhotas



Figura 12 — Oxidacdo de glicose

Figura 13 - Oxidac¢do de leucina

Figura 14 — Oxidac¢do de glutamina

Figura 15 - Secrecdo estdtica de insulina em ilhotas de ratos na presenca de §,3;

11,1; 16,7 ¢ 22,2 mM de glicose

Figura 16A - Secrecdo estdtica de insulina em ilhotas de camundongos na

presenca de 3; 8,3; 11,1; 16,7 ¢ 22,2 mM de glicose

Figura 17 — Secrecgdo estdtica de insulina em ilhotas de ratos na presenca de 2,8

mM de glicose, 20 mM de leucina e 20 mM de arginina

Figura 18 — Secrec¢do estdtica de insulina em ilhotas de ratos na presencga de

16,7 mM de glicose e 5 mM de dcido aminooxiacético (AOA)

Figura 19 - Potencial de membrana intracellular — Pach Clamp - em ilhotas de

camundongos

Figura 20 - Dosagem de cdlcio intracelular em ilhotas de camundongos

Figura 21 — Western Blot da proteina IR



Figura 22 — Western Blot da proteina IRS-1.

Figura 23 — RT-PCR da proteina Akt.

Figura 24A - RT-PCR da proteina PI3K.

Figura 24B - Western Blot da proteina PI3K.

Figura 24C — Atividade da proteina PI3K.

Figura 25A - RT-PCR da proteina mTOR.

Figura 25 B - Western Blot da proteina mTOR.

Figura 26A — RT-PCR da proteina S6K-1.

Figura 26B - Western Blot da proteina S6K-1.

Figura 27 — RT-PCR da proteina PHAS-L



LISTA DE TABELAS

Tabela I - Parimetros bioquimicos dos animais NP, NPL, LP e LPL

LISTA DE QUADROS

Quadro 1 - Composicdo das dietas

Quadro 2 - Mistura de Vitaminas

Quadro 3 - Mistura de minerais



Aos meus pais
Luiz Filiputti e Ondina Batista Filiputti

Dedico este trabalho.



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais Luiz Filiputti e Ondina Batista Filiputti pela ternura e amor
que conduziram minha educacido e formacdo, pelos ensinamentos éticos e
preciosos, mesmo que de vez em quando eles tenham sido duros ou niao
compreendidos por mim no momento apropriado. Amo vocés.

Ao meu orientador Dr. Everardo Magalhdes Carneiro pela orientacdo
preciosa, incentivo, confianca e dedicagcdo com que me conduziu durante o
curso. Obrigada pelos ensinamentos e conhecimentos proporcionados
durante o periodo de formacdo. Obrigada, mais uma vez, pela
oportunidade de poder dar continuidade ao meu trabalho.

Aos professores Dr. Antonio Carlos Boschero e Dra. Helena Coutinho
Franco de Oliveira, pelos ensinamentos, competéncia, seriedade,
profissionalismo e paciéncia em todos os momentos.

Aos Professores Dr. Angelo Rafael Carpinelli, Dra. Carla Roberta de
Oliveira Carvalho, Dr. José Camillo Novello, Dr. Mario José Abdala Saad,
Dra. Silvana Auxiliadora Bordin da Silva, Dr. José Barreto Campello
Cavalheira e Dr. Marcos Hikari Toyama pela participacdo na banca
examinadora e pelo carinho, respeito e admiracao.

Aos amigos Thierry, Fabrizio, Kleber, Luiz Fernando, Eliana, Morgana,
Amon, Leticia, Daniel, Emerielle, Andressa, Kelly, Maria Licia, Patricia,
Vanessa, Helena Barbosa, Helena Raposo, Alessandro e Gabriel pela

colaboracdo e carinho.



Ao Prof. Dr. Francisco Martins Bermudo e Dra. Josefina Maria Vegara do
Instituto de Bioingeneria — Depto de Biologia Aplicada — Universidade
Miguel Hernandez — Alicante — Espanha pela ajuda na confec¢cdo dos
protocolos de Patch Clamp e dosagem de cdlcio citoplasmético.

Ao amigo Lécio, pela colaboracdao em todas as rotinas laboratoriais.

Aos funciondrios Alexandra e Ivo pelo apoio na confeccdo deste trabalho.

A todos que participaram diretamente ou indiretamente para a realizacdo
deste trabalho.

A CAPES, FAPESP e CNPQ pelo apoio financeiro .

Muito Obrigada




Tese de Doutorado

Introducao




Tese de Doutorado

1 - INTRODUCAO

1.1 — Desnutriciao e Diabetes

Desde a antigiiidade reconhece-se o papel do hdbito alimentar no
desenvolvimento do diabetes mellitus. Tradicionalmente, a reducdo do peso e a
baixa ingestdo de energia sdo associados a uma menor incidéncia e prevaléncia
do diabetes. Nos paises desenvolvidos, o padrdo de vida sedentdrio associado a
alimentacdo hipercaldrica, pobre em fibras e rica em proteinas, gorduras
saturadas e carboidratos simples tém contribuido para o rdpido aumento da
incidéncia de diabetes mellitus do tipo 2 (Rao, 1988; Moura & Passos, 2005;
Stumvoll et al 2005). Essa forma de diabetes mellitus é geralmente
acompanhada de obesidade, hipertensdo arterial sistémica, dislipidemia e
resisténcia a insulina, amplamente conhecida por “Sindrome X” (Reaven, 1988;
Fernandez-Twinn et al, 2003; Heywood et al, 2004; Moura & Passos, 2005;
Stumvoll et al, 2005).

Hales & Barker (1992) formularam a hipétese do “thrifty phenotype” para
explicar a etiopatogenia do diabetes mellitus tipo 2 e da “Sindrome X”. De acordo
com essa hipétese, o diabetes mellitus do tipo 2 e a “Sindrome X” sido
determinadas por fatores ambientais, inclusive nutricionais, e sdo originadas in
utero ou durante a infincia (Fernandez-Twinn et al, 2003; Heywood et al,
2004). Presume-se que a desnutri¢cdo intra-uterina e durante o primeiro ano de
vida produzam mudancas morfolégicas e funcionais no pancreas, figado, tecido
muscular e tecido adiposo, que se traduzem em insulinopenia e resisténcia a
insulina. Quando a resisténcia a insulina é agravada pela obesidade, inatividade
fisica ou idade, o paAncreas ndo consegue suprir os requerimentos aumentados de
insulina levando a alteracdes na homeostase glicémica. O padrdao de
anormalidades metabdlicas e funcionais depende da fase da vida em que a
desnutricdo ocorre, do tipo e da intensidade da caréncia nutricional (Heywood et
al, 2004).

Evidéncias de que a desnutricdo pode ser diabetogénica vém de estudos
que mostram intolerdncia a glicose, insulinopenia e resisténcia a insulina em

animais (Heard & Turner, 1967; Swenne et al., 1987) ¢ em seres humanos



Tese de Doutorado

(Cook, 1967; Becker et al, 1972; Smith et al, 1975) desnutridos. Mais
recentemente vdrios grupos de pesquisa, em particular o nosso, tem
caracterizado que a desnutricdo afeta a capacidade secretdéria das ilhotas de
Langerhans de maneira progressiva e irreversivel. Soma-se a isso mudangas
também na expressdo de genes envolvidos com a produc¢do e secrecdo de insulina
em animais que passaram por um periodo de restricdo protéica (Carneiro et al,
1995; Reis et al, 1997; Latorraca et al, 1998 a e b; Cherif et al 2001;
Ferreira et al, 2003 e 2004, Araijo et al, 2004; Delguingaro-Augusto et al,
2004).

Em funcdo da manifestacdo de intolerdncia a glicose, insulinopenia e
resisténcia a insulina apresentado por pessoas com desnutricdo cronica, em 1985
a Organizacdo Mundial de Satdde incorporou a categoria de diabetes mellitus
associada a desnutricdo na classificagdio de diabetes (Who, 1985). Foram
introduzidas duas variacdes da sindrome diabética associadas a desnutri¢do
cronica: 1) diabetes do tipo J, semelhante ao diabetes tipo 1 pelo seu inicio
abrupto e numa idade bastante precoce, caracterizado por deficiéncia de insulina,
resisténcia periférica a esse hormodnio e auséncia de cetose; 2) diabetes
pancredtico tropical, presente em individuos severamente desnutridos,
acompanhado por sinais de pancreatite, como macrocalcificacdes pancredticas e
hiperamilasemia, e faléncia da produc¢éo de insulina (Rao, 1988). Porém, na nova
classificagdio da American Diabetes Association 2006, a desnutricdo ndo estd
classificada como fator causal desta sindrome. Dentro desta classificacdo temos
as endocrinopatias como fator etiolégico, na qual a desnutricio poderia ser
enquadrada, pois provoca alteracdes substanciais na homeostase hormonal
induzindo mudancas em diversas fung¢des celulares e teciduais que podem
repercutir no desbalango da regulacdo glicémica do organismo (Fernandez-
Twinn, et al 2003; Heywood et al, 2004; Moura & Passos, 2005; Stumvoll et
al, 2005). Diante disso, acreditamos que a desnutri¢gdio deva ter um papel
relevante no desenvolvimento ou no curso de aparecimento do Diabetes tipo 2.

No diabetes mellitus tipo 2, possivelmente relacionado com desnutri¢gdo, o
comprometimento da secrecdo de insulina parece desempenhar um papel central
na etiopatogenia. Ao avaliarmos a insulinopenia no organismo desnutrido, pelo

menos quatro possibilidades devem ser consideradas: 1) a reducdo do nimero de
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células B pancredticas; 2) o defeito funcional das células B pancredticas; ou 3) a
combinacdo da reducdo do nimero de células B com alteracdes funcionais das
células B remanescentes, através de mudancgas na expressdao génica e protéica ;
4)alteracdo no sistema auténomo que inerva as ilhotas.

Nos dltimos anos temos estudado as alteracdes morfolégicas e funcionais
das ilhotas pancredticas em modelos de desnutricdo pré e pés-natal (Carneiro et
al, 1995; Latorraca et al, 1998 a, b; Ferreira et al, 2003 e 2004; Araujo et al
2004; Delguingaro-Augusto et al, 2004). Observamos que a restricdo protéica
determina a reducido do peso absoluto, mas ndo do peso relativo do pancreas
(Latorraca et al, 1998 a). Quanto a morfologia, verificamos células B com
volume reduzido; com menos grinulos secretores, tendo muitos deles aspecto de
granulos secretores imaturos; células B com degeneracdes mitocondriais e com
indicios de permeabilidade celular diminuida (Carneiro, 1996). Ao avaliarmos a
capacidade funcional das ilhotas de ratos desnutridos, observamos
comprometimento da secrecdo de insulina estimulada por aminoédcidos; perda do
padrio bifdsico de secrecdo; sensibilidade a glicose diminuida, representada por
uma curva dose-resposta glicose-insulina deslocada para a direita. Mediante
estimulos com diferentes concentracdes de glicose, essas ilhotas apresentaram
captacdo de 45Ca menor do que as ilhotas controle. Portanto, defeito na
mobilizacdo do {fon Ca2?+ parece contribuir para as alteracdes secretdrias
verificadas em ilhotas de ratos desnutridos (Carneiro et al, 1995; Latorraca et
al, 1998b, 1999).

Curiosamente, algumas anormalidades observadas no organismo
desnutrido, tais como, reducdo do volume das ilhotas, atrofia e perda de
granulacdo das células B, insensibilidade das ilhotas a glicose, alteracdo da
cinética secretéria, ilhotas menos vascularizadas e a diminuicdo do contetddo de
insulina sdo similares aquelas observadas no diabético do tipo 2 (Gepts &
Lecompt, 1981; Grodsky, 1996; Leahy, 1996; Cherif et al, 2001).

Observacdes anteriores demonstraram que animais alimentados com uma
dieta hipoprotéica (8% de proteina) adquiriram uma severa intolerdncia a glicose
comparados aqueles que receberam uma dieta normoprotéica (20% de proteina).
O periodo de restricdo protéica, a que passam esses animais, tem sua atividade

enzimdtica hepdtica permanentemente alterada, incluindo aquelas enzimas de
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primordial importdncia na homeostase glicEmica (Ozanne et al, 1996). Observa-
se que hd uma diminuicdo na enzima glicoquinase (GK) e um aumento da
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) — enzimas chaves para a glicélise e
gliconeogénese, respectivamente. Pode-se sugerir, com isso, que a desnutri¢do
conduza a uma reprogramacdo da atividade enzimdética hepdtica associada com a
homeostase da glicose a qual pode levar a uma mudanca na regulacdo da
producdo de glicose do figado. Inimeros trabalhos tém documentado que no
diabetes mellitus ndo dependente de insulina hda um aumento da producio
hepdtica de glicose. Uma explicacdo possivel é que ocorra reducdao na habilidade
da insulina em suprimir a produc¢do hepdtica de glicose (DeFronzo, Bonadonna
& Ferrannini, 1992).

Muito hd que se estudar para obtencdo de um panorama mais completo do
conhecimento sobre os mecanismos envolvidos no comprometimento da secrecdo
insulinica da célula B pancredtica na desnutri¢do. E providvel que, a exemplo do
que ocorre em modelos animais de diabetes tipo 2, altera¢des ultraestruturais na
inervacdo da célula B (Diani et al., 1983), nos niveis de neuropeptideos (Bailey
& Flatt, 1988) ou na acdo de neurotransmissores como a acetilcolina (Holst,
1992) ¢ mudancas na expressido de génica e protéica (Ferreira et al, 2003 e
2004, Aratjo et al, 2004; Delguingaro-Augusto et al, 2004) possam contribuir

para a supressdo da secre¢do de insulina em animais desnutridos.

1.2 - A Secrecao de Insulina

A secrecdo de insulina estimulada por glicose se inicia com o
reconhecimento e subseqiiente metabolizagdo do nutriente pelas células B,
gerando um ou diversos sinais que levam 2 reduc¢do da condutidncia ao K'. Essa
diminuicdo provoca um acumulo relativo do referido cdtion nas células B, com
conseqiiente despolarizacdio da membrana e abertura dos canais de Ca?2+
sensiveis a voltagem. O influxo de Ca?+ e 0o aumento do Ca2+ intracelular ([CaZ2+];)
ativa a maquinaria exocitética, resultando na secrecdo de insulina. Um efeito
secunddrio da elevagdo do [Ca2+]; € a ativacdo da adenil ciclase e fosfolipase C
(PLC) que, agindo sobre substratos especificos, geram AMP ciclico (AMPc),
diacilglicerol (DAG) e inositol 1, 4, 5 trifosfato (IP;) (Henquin et al, 2006). Estes
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amplificam o sinal de [Ca2+]; pelo efeito de liberagdo dos estoques celulares e por
promover a fosforilacio de proteinas que sensibilizam o processo secretdério ao
calcio. As enzimas adenil ciclase e fosfolipase C sdo diretamente ativadas por
receptores de membrana especificos para hormonios e neurotransmissores
(Flatt, 1996; Maechler et al, 2006; Henquin et al, 2006).

A secrecdo de insulina pelas células B pancredticas é modulada por vdrios
nutrientes, neurotransmissores e hormodnios peptidicos, ndo sendo a glicose o
unico nutriente insulinotrépico capaz de promover a secrecido de insulina acima
de seus niveis fisiolégicos. Muitos nutrientes, entre eles os &dcidos graxos,
aminodcidos e cetodcidos influenciam a secre¢do de insulina tdo bem como a
glicose (Gao et al, 2003; Maechler et al, 2006; Yang et al, 2006). Com isso as
ilhotas de Langerhans podem ser conhecidas como “sensoras de energia”, as
quais simultaneamente integram a sinalizacdo de muitos nutrientes e
moduladores, secretando insulina de acordo com as necessidades do organismo.

Como salientamos, outros nutrientes podem alterar a permeabilidade ao K+
e estimular a secre¢cdo de insulina (Floyd et al, 1963; Henquin & Meissner,
1981; Blacher et al, 1989), demonstrou-se que leucina e arginina aumentam a
secrecdo de insulina tanto in vivo como in vitro. Esses aminodcidos, através da
alteracdo dos fluxos idnicos, modificam o potencial de membrana das células B,
influenciando, assim, a permeabilidade ao cdlcio (Henquin, 1980; Herchuelz et
al, 1984; Blacher et al, 1989 & Sener et al, 1990). Mais recentemente nds
demonstramos que leucina regula atividade das enzimas glicoquinase e da ATP
sintase (Yang et al, 2006).

Leucina, aminodcido destaque deste projeto, e seu derivado KIC reduzem a
permeabilidade aos fons K+ em células B pancredticas, com magnitude idéntica
aquela observada por glicose. Ela é capaz de estimular e potencializar a secrecido
de insulina por dois diferentes mecanismos: via transaminacido da leucina
formando o-cetoisocaproato (KIC) e via de ativacdo alostérica da glutamato
desidrogenase (GDH) causando a oxidacdo do glutamato em «o-cetoglutarato (o-
KG), ambas as vias geram intermedidrios do ciclo de Krebs gerando ATP,
conseqiiente influxo de cdlcio e liberagcdo de insulina (Changhong et al, 2002;
Zhiyong et al, 2003).
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Em células B, GDH é uma enzima chave no controle da secrecdo de
insulina (Sener & Malaisse, 1980) e alterag¢des tanto em seu conteddo protéico
como de sua atividade podem influenciar drasticamente na capacidade de
secrecdao das células B (Carobbio et al, 2004; Maechler et al, 2006). Favoravel a
isto estd a descricdo na literatura, em humanos, de hiperinsulinismo congénito
caracterizado por hipoglicemia e hiperamonemia. Esta sindrome é causada por
excesso de atividade da GDH, a qual oxida glutamato para a-KG, considerado um
potente regulador da secrecdo de insulina. (Stanley et al, 1998; Magge et al
2004). Produtos do metabolismo da leucina em células B podem também ativar
fatores regulatérios da traducdo e como conseqiiéncia ativar a proliferacado
celular, dentre eles podemos citar: mTOR, PHAS-Te S6K-1 (Xu et al, 2001; Lewis
et al, 2006; Kimball et al, 2006) como visto no esquema 1.

Leucina pode gerar sinais metabdlicos semelhantes aos da glicose e, por
sua vez, também bloquear os canais de potdssio da membrana celular (Karp) e
nuclear (Karp)n e, assim, modular as fun¢des nucleares ap6s induzir aumento na
[Ca2?]n e expressdo génica. Um sinergismo entre os produtos do metabolismo da
leucina e o da glicose pode existir e, com isto, permitir um controle fino na
expressdo génica, principalmente do gene c-myc em célula B, responséavel pelo
metabolismo de glicose, sinais nucleares de cdlcio e funcdo nuclear (Quesada et
al, 2002). A insulina, através da via PI3K, exerce um controle autécrino em
células B e em outros tipos celulares, modulando a migragdo dos canais de cdlcio
voltagem dependentes para membrana celular e os niveis de cdlcio do citosol
(Aspinwall et al, 2000; Harrington et al 2004; Viard et al 2004). E possivel
que haja uma coneccdo entre os sinais metabdlicos gerados pela leucina, glicose
e, possivelmente, pela insulina liberada por estes agentes insulinotrépicos no
intersticio e a conseqliente interacdo com seu receptor, em células das ilhotas de
Langerhans (Araujo et al, 2002). Diante disso, tanto os sinais metabdlicos ,como
a insulina podem, através das diferentes vias abordadas, controlar a atividade
dos Karp, da concentracdo citoplasmdtica de cdlcio [CaZ?]i, da [CaZ]n, da expressdo
génica, da proliferacdo celular e, por dltimo, participar do controle nuclear da

producdo de insulina.

1.3 — Vias de sinalizacio, Sintese Protéica e Secrecio de Insulina
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A insulina coordena a homeostase da glicose nos tecidos periféricos
controlando sua prépria producido e secrecdo pelas células B pancredticas
(Araujo et al, 2003; Navarro-Tableros et al, 2004; Ohsugi et al, 2005).
Recentes estudos tém demonstrado sinergismo entre os efeitos da insulina e
aminodcidos regulando a sintese protéica. Insulina e fatores de crescimento estdo
associados ao aumento da massa das células B e sdo controlados pela via de
sinalizacdo da fosfoinositol 3-quinase (PI3K). Importante proteina relacionada
com essa via é a Akt ou proteina quinase B (PKB), a qual depois de ativada,
fosforila uma gama de alvos intracelulares que estdo envolvidos com crescimento
e sobrevivéncia celular e inibi¢do da apoptose. Ainda, promove translocac¢do do
transportador de glicose tipo 4 (GLUT-4) para a membrana plasmdtica em tecido
periférico, regula a sintese protéica, metabolismo de glicogénio e a progressdao do
ciclo celular (Bernal-Mizrachi et al, 2001; Georgakis & Younes 2006).

Outra proteina relacionada a familia da Akt é a mTOR, proteina alvo da
rapamicina em células de mamiferos, sensivel 2 nutrientes e relacionada com a
regulacdo de amplas respostas metabdlicas. Ela € modulada por aminoécidos,
regulando a biogénese ribossomal (Dennis et al, 2001). Essa proteina regula e
fosforila a atividade de outra proteina de extrema importidncia na via de
sinalizacdo: S6K-1, efetor da via PI3K. Ela tem a importante funcido de controlar a
sintese protéica relacionando inimeros fatores de transcricio (Sherwood et al,
1999, Lewis et al, 2006; Kimball et al, 2006).

O sinergismo entre insulina e aminodcidos regula a sintese protéica em
ilhotas de Langerhans, modulando passos importantes desde a ligacdo do mRNA
até a sua traducdo. Eles exercem seus efeitos através da fosforilacdo da S6K-1 e
da proteina fosforilada regulada por insulina (PHAS-I), a partir da via sinalizadora
da PI3K. Os aminodcidos mais importantes que estdo envolvidos com esta via sdo
os de cadeia ramificada — leucina, isoleucina e valina das quais o produto de
metabolismo induzem sinais que ativam a mTOR. Essa interacdo entre
aminodcidos e mTOR levam a proliferacdo celular em linhagem de células B,
RINmSF e outros tecidos (Xu et al, 2001; Kimball et al, 2006).

A sinalizacdo promovida por nutrientes, através da mTOR, comeca pela

ativacdo da S6K-1. A sua fosforilacdio é dada pela Akt, a qual requer PI3K. Em
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células que expressam receptores de insulina, a ocorréncia da fosforilacdo de
S6K-1 € induzida por este hormonio e sua eficiéncia é aumentada em presenca de
aminodcidos (Hara et al, 1998, Kimball et al, 2006). A fosforilagao do IR/ IRSs
ou PI3K e a ativacdo da Akt através da insulina podem também ocorrer
independente da modulacdo dos aminodcidos, sugerindo que ambos os sinais
estimulatérios da mTOR podem utilizar vias completamente distintas. O papel
regulatério dos aminodcidos envolvendo processos celulares é de extrema
importancia, pois além de exercer controle sobre a sintese protéica em musculo,
(Lewis et al, 2006) podem também inibir a protedlise em figado e, ainda,
estimular a sintese protéica induzida por glicose em células B pancreaticas.
Todos esses eventos sdo dependentes da ativagdo desta proteina sensivel a
rapamicina (Tremblay & Marette, 2001; Georgakis & Younes, 2006; Lewis et
al, 2006; Kimball et al, 2006).

Diante disso, o conhecimento destas vias em modelos de desnutri¢cdo/
restricio protéica pode contribuir para explicar alteracdes hormonais, que
ocorrem quando os tecidos destes animais sofrem privacdes de determinados
grupos de nutrientes, em particular, de aminodcidos (Lewis et al, 2006).
Também permite avaliar como estas células respondem quando fazemos a

reposicdo global ou de nutrientes especificos.
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Esquema 1: Modelo Proposto para o papel da leucina na sinaliza¢cdo mitogénica.
a-KG, a-cetoglutarato; AOA, 4dcido aminooxiacético; AT, aminotransferase;
BCKDH, 4cido a-cetoglutarato desidrogenase de cadeia longa; GDH, glutamato
desidrogenase; IR, receptor de insulina; IRS, substrato do receptor de insulina;

S6K-1 Kinase; PKB, proteina kinase B.
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Objetivos
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2- OBJETIVOS

Estudar a regulacdo da secrecdo de insulina em ilhotas de Langerhans
isoladas de ratos submetidos a restricdo protéica e apdés a suplementacdo com
leucina

Avaliar participacdo das proteinas chaves da cascata de sinalizacdo da
insulina na modulagcdo do processo de secre¢cdo e producdo de insulina em
ilhotas isoladas.

Verificar participagdo das proteinas chaves da cascata de sinaliza¢do da
insulina em tecidos periféricos de ratos submetidos a restricio protéica apos

suplementacdo com leucina.
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Materiais e Metodos
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Animais e Dieta:

Foram utilizados ratos machos, da linhagem Wistar, com 21 dias de vida,
provenientes do Biotério Central da UNICAMP. Os ratos foram distribuidos em
quatro grupos experimentais:

a) Controle (normoprotéico - NP): ratos alimentados dos 21 dias até a idade
adulta (90dias) com dieta contendo 17% de proteina.

b) Desnutridos (hipoprotéico - LP): ratos alimentados dos 21 dias até a idade
adulta (90dias) com dieta contendo 6% de proteina.

c) Controle - Suplementado (NPL): ratos alimentados dos 21 dias até a idade
adulta (90dias) com dieta contendo 17% de proteina e dos 90 até os 120 dias com
adicdo de 1,5% de leucina administrado via oral na d4gua para beber.

d) Desnutrido - Suplementado (LPL): ratos alimentados dos 21 dias até a
idade adulta (90dias) com dieta contendo 6% de proteina e dos 90 até os 120 dias

com adi¢do 1,5% de leucina administrado via oral na d4gua para beber.

Os ratos foram mantidos em gaiolas coletivas (5 ratos por gaiola) sob
condi¢do padronizada de iluminag¢do (ciclo claro/escuro de 12 horas) e
temperatura de 222 °C. Durante todo o periodo experimental tiveram livre
acesso a dgua e as respectivas dietas.

As dietas, mistura de vitaminas e mistura de minerais, cujas composicdes
encontram-se descritas nos Quadros 1,2 e 3, foram preparadas no Departamento
de Fisiologia e Biofisica, do Instituto de Biologia, da UNICAMP. A dieta controle
segue as recomendacdes do Instituto Americano de Nutricdo (AIN-93) para

roedores nas fases de crescimento, gravidez e lactacgao.
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dieta normoprotéica (17%) >
NP l ] ] ] ]
0 30 60 90 120
dieta hipoprotéica (6%) >
LP | | | | |
0 30 60 90 120
dieta normoprotéica (17%) -l-> 1.5% leucina >
NPL | | I I |
0 30 60 90 120
dieta hipoprotéica (6%) ; 1.5% leucina
LPL | I | | |
0 30 60 90 120

Quadro 1 - Composicao das Dietas

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

Caseina (84% de proteina)* 202 71,5

Amido 397 480

Dextrina 130,5 159

Sacarose 100 121

L-cistina 3 1

Fibra (microcelulose) 50 50

Oleo de soja 70 70

Mistura de sais AIN93G** 35 35

Mistura de vitaminas 10 10

AIN93G**

Cloridrato de colina 2,5 2,5

*Valores corrigidos em fungdo do contetido de proteina na caseina.

** Composicdo detalhada dada por Reeves et al. 1993.
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Quadro 2 - Mistura de Vitaminas (AIN-93G-VX)

Vitaminas g/Kg
1 Acido nicotinico 3.0
2 Pantotenato de cdlcio 1.6
3 Piridoxina-HCI 0.7
4 Tiamina-HCl 0.6
5 Riboflavina 0.6
6 Acido félico 0.2
7 d-biotina 0.02
8 Vitamina B2 (cianocobalamina) 0.1% em|2.5
manitol
9 Vitamina E (acetato de a-tocoferol) (500 Ul/ g) [15.0
10 Vitamina A (retinil palmitato) (500.000 Ul/ g) (0.8
11 Vitamina D3 (colecalciferol) (400.000 UL/ g) 0.25
12 Vitamina K (filoquinose) 0.075
13 Sacarose 974.65
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Quadro 3 - Mistura de Minerais (AIN-93G-MX)

Sais g/Kg
1 Carbonato de cdlcio anidro 357
2 Fosfato de potdssio monobdsico 196
3 Citrato de potdssio tribdsico monohidratado |[70.78
4 Cloreto de sédio 74
S5 Sulfato de potdssio 46.6
6 Oxido de magnésio 24
7 Citrato férrico 6.06
8 Carbonato de zinco 1.65
9 Carbonato manganoso 0.63
10 Carbonato ciprico 0.30
11 Iodato de potassio 0.01
12 Selenato de sédio anidro 0.01025
13 Paramobilidato de am6nio.4H,O 0.00795
14 Meta-silicato de sédio 12H,0 1.45
15 Sulfato de cromio e potassio 12H,0 0.275
16 Cloreto de litio 0.0174
17 Acido bérico 0.0815
18 Fluoreto de sédio 0.0635
19 Carbonato de niquel 0.0318
20 Vanato de amonio 0.0066
21 Sacarose 221.026
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3.2 - PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.2.1 —Caracterizacdo do Modelo Experimental por Gaiola Metabdlica

a) Controle do Ganho de Massa Corpodrea

Ap6s o periodo de desnutricdo (21 aos 90 dias) os animais foram
mantidos em gaiolas metabdlicas individuais, onde se obteve as pesagens durante

30 dias (90 aos 120 dias). Os animais foram pesados todos os dias.

b) Consumo Alimentar

O consumo alimentar também foi realizado pesando-se dia a dia tanto a

dieta controle (NP) quanto a dieta do desnutrido (LP).

c) Consumo Hidrico

A dgua e a solugdo de leucina (1.5%) foram trocadas dia a dia e

medidas no mesmo periodo de 30 dias.

d) Porcentagem de Gordura Total

As gorduras abdominal, retro-peritoneal e epididimal foram coletadas
ap6s sacrificios dos animais e pesadas para a obtencdo da porcentagem de

gordura total no final do experimento.

e) Nitrogénio Fecal

As fezes excretadas pelos grupos em estudo foram inicialmente
desprezadas nos trés primeiros dias da fase de inducdo a desnutricio e
posteriormente coletadas a cada 4 dias durante todo experimento, com o auxilio
de pincas e placas de Petri, previamente identificadas. Para secagem foram

levadas a estufa ventilada, marca Fanem, com temperatura controlada a 50°C,
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por 12 horas. Posteriormente, as mesmas foram colocadas em peneiras para
limpeza de pélos e residuos de ra¢cdes, pesadas em balan¢a semi-analitica, marca
Marte, modelo A500, com precisdo de 0,01g e moidas em moinho manual para
cereais, marca Alpha Export, até a obtencdo de um po6 fino e homogéneo. As
fezes, depois de moidas, foram encaminhadas ao Laboratério de Fisico-Quimica
do Departamento de Ciéncia, Tecnologia de Alimentos e Nutricio Bédsica para
dosagem de nitrogénio fecal, através do método Micro-Kjeldahl (ASSOCIATION
OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS, 1984).

3.2.2 - Avaliacao do Estado Nutricional

Um grupo de ratos foi sacrificado por decapitacido e o sangue coletado em
tubos de vidro sem anticoagulante. O soro foi separado por centrifugacdao a 700
rpm durante 15 minutos e parte foi armazenado a —20 °C para posterior
determinacdo de insulina por radioimunoensaio (Scott et al. 1981), glicose
(Trinder 1969), proteinas totais (Wolfson et al. 1948), albumina e AGL (Doumas
et al. 1971).

3.2.3 — Glicose e Proteina

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

Darmstadt Germany)

3.2.4 — Insulina Sérica

Os animais foram sacrificados por decapitacdo, recolhnendo-se o sangue em
tubos de plastico. O soro foi separado por centrifugacdo a 700 rpm durante 15
min. Foram armazenados 3 mL a -20 °C para posterior determinac¢do de insulina

por radioimunoensaio como descrito adiante.

3.2.5 — Albumina Sérica
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A concentracdo de albumina sérica foi determinada através do método
colorimétrico do verde de bromocresol. Foram adicionados a 0,02 mL do soro, 5 mL
do reagente de cor, contendo solucdo de verde de bromocresol 0,6 mM, tampao
succinato 0,1 M, surfactante ndo idnico 30% e com pH =4. As absorbancias foram
avaliadas a 630 MM e as concentra¢cdes determinadas através de uma curva de
calibracdo de albumina , linear até concentragdes de 6 g/ L (Doumas, Watson &
Biggs, 1971).

3.2.6 — Conteuido Total de Insulina por Ilhota

Ap6s o isolamento das ilhotas por digestdo com colagenase, grupos de 20
ilhotas foram coletadas em 0,25 mL de dgua deionizada e sonicadas por 30 s.
Aliquotas de 25 uL de homogeneizado foi adicionado a 975 uL de tampao fosfato
contendo albumina bovina (10 mg/ mL), estocada a —20 °C para posterior dosagem

de insulina por radioimunoensaio.

3.2.7 - Imunoprecipitacao

Em experimentos que se desejava verificar a fosforilacio do IR e IRS-1
pequenos fragmentos do musculo séleo e do figado foram isolados e
homogeneizados em tampdo especifico contendo Trisma base a 100 mM, EDTA a
10 mM, pirofosfato de s6dio a 10 mM, fluoreto de sédio a 100 mM, ortovanadato
de s6dio a 10 mM, PMSF a 2 mM (diluido em 4dlcool etilico), Triton X 100 a 1% e
0,1 mg/mL de aprotina a 4°C, foi retirado o sobrenadante para
imunoprecipitagdo com anticorpos anti-IR e anti-IRS-1 (Santa Cruz), em volume
fixo de 10 uL por amostra. Os volumes das amostras foram normalizados por
concentracio protéica (1,0 mg de proteina total por amostra).

As amostras foram incubadas por 12 a 14 horas, a 4°C acrescentando-se a
seguir proteina-A Sepharose (50 uL) por 2 horas a 4°C. Os imunocomplexos foram
lavados trés vezes com tampiao Tris-salina e suspensos com tampio de Laemmili
contendo 100 mM de DTT, aquecidas em dgua fervente por 5 minutos e entado
submetidas a eletroforese em SDS-PAGE em gel bifisico como descrito acima

para o Western Blot. Os processos de transferéncia e imunoblotting seguem as
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etapas descritas anteriormente. Nos experimentos de imunoprecipitagdo, os

anticorpos utilizados foram anti-fosfotirosina (UBI).

3.2.8 - Isolamento de Ilhotas Pancreaticas

Animais dos respectivos grupos (NP, LP, NPL e LPL) foram sacrificados por
decapitacdo. Apds incisdo abdominal e oclusdo da extremidade do ducto biliar
comum, foi inserida uma canula através de uma pequena incisdo na parte
proximal (hepdtica) deste ducto. Através da canula de polietileno, foi injetada
solucdo de Hanks enriquecida com 2.8 mM de glicose e colagenase para o grupo
NP e NPL 0,9 mg/ mL e para o grupo LP e LPL 0,7 mg/ mL que promoveu a
divulsdo do tecido acinoso. O pancreas foi excisado e dissecado de gorduras, da
maioria do tecido vascular e dos ganglios linfiticos. A seguir, foi reduzido a
fragmentos pequenos que foram transferidos para um tubo de ensaio contendo
Hanks e colagenase. Em seguida, os fragmentos foram incubados em banho-
maria a 37°C durante aproximadamente 25 minutos. Apdés o periodo de
incubacdo, o tubo foi agitado manualmente por aproximadamente 1 minuto ou
até a obtencdo de mistura de viscosidade homogénea. O contedido foi transferido
para um becker e o material lavado com solu¢do de Hanks 4 vezes para a
remocao da colagenase, das enzimas digestivas liberadas durante a incubacio e
também dos fragmentos celulares. As ilhotas, completamente separadas do tecido
acinoso, foram coletadas uma a uma, sob lupa, por aspiracdo com o auxilio de

pipeta de Pasteur, previamente estirada e siliconizada.

3.2.9 — Volume da Ilhota

O volume das ilhotas pancredticas avaliada através da determinacgdo da
oxidacdo da 3H,O. Ilhotas foram isoladas como descrito acima. Grupos de 50
ilhotas/ grupo foram colocadas no interior de eppendorffs abertos e incerida em
vials de cintilacdo aos quais foram adicionados solucdo de Krebs 2,8 mM de
glicose. Os vials foram selados e mantidos por 1 horas a 37 C sob agitacdo
constante. Passado esse periodo, foi adicionado no interior de cada eppendorff

200 pL de HCI 1IN para que o processo fosse parado. Foi adicionado 200 L de
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Hidr6xido de hiamina no interior dos vials para a captacdao do '*CO, liberado
pelas ilhotas. Esses vials permaneceram, entdo, por mais 1 hora sob agitacdo
constante a 4°C. As ilhotas foram lavadas com solu¢do de Krebs a 4 °C por 2
vezes, dissolvidas com adi¢cdo de Trizol e a solucdo resultante teve sua radiagdo

medida. Os resultados foram expressos em nLH»O/ ilhota/ hora.

3.2.10 - Perfil Eletroforético

O sistema eletroforético utilizado seguiu o método utilizado por Schagger e
Von Jagow (1997). A placa de poliacrilamida foi feito de modo descontinuo,
apresentando um gel de corrida a 10%, preparada a partir de uma solucido estoque
de acrilamida: bisacrilamida estoque de 40%T/ 6%/ C) e tamponada com tampao
(Gel Buffer, Tris-HCI, pH 8,45, SDS 0,4%). A essa camada foi adicionado o gel de
concentracido de 5% de acrilamida e tamponado com “Gel Buffer”. A eletroforese
PAGE-SDS foi realizada em um sistema duplo de placas SE 600 (Hoefer Scientific
Instruments). As amostras e os marcadores de peso molecular foram dissolvidos
em tampao de amostra (Tris-HCI 0,075M; pH 6,8; 10% de Glicerol; 4% de SDS;
0,001% de Bromofenol). A concentracdo das amostras foi ajustada para 3 pg/ uL,
sendo aplicado em cada poco 15 puL. A corrida eletroforética foi realizada a 12 mA
por placa. Os géis foram corados em solucdo de Coomassie Blue 0,05% a 37 °C (o

excesso de corante foi removido em dcido acético 7%).

3.2.11 — Metabolismo de Glicose, Leucina e Glutamina

A oxidagdo de leucina nas ilhotas isoladas foi avaliada através da
determinacdo da oxidacdo da D-[U-14C]glicose, L-[U-14C]leucina e L-[U-
l4Clglutamina em !'4CO, (Malaisse et al., 1974). Para isso, grupos de 30 ilhotas
foram coletas e transferidas para tubos de ensaio com volume aproximado de 0,7
mL contendo solugdo de Krebs 2,8 mM de glicose para a oxidacdo com a hexose e
leucina marcada e 8,3 mM glicose para glutamina. A seguir o meio de coleta foi
descartado sendo introduzido 75 pL de meio de incubacdo Krebs contendo 16,7

mM de glicose, 2,8 mM glicose acrescido de 20 mM de leucina e 2.8 mM glicose
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acrescido 10 mM de glutamina e tragos de D-[U-14C]glicose, L-[U-'4Clleucina e L-
[U-14C]lglutamina, (10 puCi/ ml), respectivamente para cada condicdo em estudo.
Paralelamente, preparou-se para cada condicdo experimental, 3 tubos-controle que
receberam os respectivos meios de incubacido com a glicose, leucina e glutamina
marcada, porém sem as ilhotas (correspondeu ou BG). Os tubos de ensaio foram

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

de borracha e incubados durante 120 min a 37 OC sob constante agitacdo, sendo
o pH 7,4 equilibrado com carbogénio durante os primeiros 10 min.
Apé6s o periodo de incubacgdo, foram adicionados aos tubos de ensaio 0,1 ml

de uma solugdo de HCl a 1 N, para interromper a oxida¢do, e 0,25 ml de hiamina

nos frascos suportes para a captagido do 14C02 liberado no meio. Para que todo o

14C02 liberado no meio fosse captado pela hiamina, os frascos suportes foram

agitados durante 60 min a temperatura ambiente. Apds este periodo, os tubos
contendo as ilhotas e os controles foram descartados. Foram preparados também,
3 frascos denominados MAX, onde se introduziu 1,0 ul dos respectivos meios de
incubacdo. Todos os frascos receberam 10 ml de liquido de cintilacdo e a
radioatividade de cada frasco foi medida em um contador de radiacdo beta.

Através da equacio:

Gyx 1073

30 x cpm (MAX)
Obteve-se o fator F que multiplicado pelo nimero de cpm de cada amostra
propiciou a quantidade em pmol de glicose oxidada durante 120 min por ilhota.
Na equacdo:
[G] = concentracdo molar da glicose no meio de

incubacio;
30 =nudmero de ilhotas em cada tubo de ensaio
cpm (MAX) = nimero de radiagdes por min obtido em 1 pl do meio de

incubacio.

3.2.12 - Secrecao Estatica de Insulina
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As ilhotas coletadas foram transferidas para placas de cultura com 24
reservatérios contendo 0,5 ml de solugdo de Krebs, suplementada com 0,5% de
albumina bovina (m/v)e 5,6 mM de glicose. Em todos os experimentos 5 ilhotas
foram colocadas em cada reservatdério. A seguir as placas foram acondicionadas
em banho-maria a 37 °C e mantidas em ambiente controlado (umidificado e
gaseado com carbogénio). O pH da solug¢édo foi ajustado em 7,4 pela injecdo desse
gds. Inicialmente as ilhotas foram incubadas por 90 min com solug¢des contendo
glicose, aminodcido (leucina) e potdssio na presenca e auséncia de Acido
Oxalacético. Ap6s os 90 min de incubacédo, as placas foram resfriadas em banho
de gelo e o sobrenadante removido, transferido para tubos de ensaio e
armazenado a 20 °C para posterior dosagem de insulina por radioimunoensaio

(Scott et al. 1981).

3.2.13 - Dosagem de Insulina

A insulina secretada durante os diferentes experimentos in vitro foi
determinada por radioimunoensaio. Para isso foi transferido 0,1 mL das amostras
desconhecidas (em duplicata) as quais receberam a seguir 0,2 mL de uma solucgio
contendo anticorpo anti-insulina (1:200) e insulina marcada com !25] (tracador) 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 tampdo fosfato contendo
insulina marcada 125] para averiguac¢do da radiacdo mdxima.

b) 3 tubos (Ligagdo ndo especifica) contendo 0,2 mL do tampido fosfato contendo
insulina marcada !25] e 0,1 ml de tampao fosfato, para determinar possiveis
interferéncias no ensaio pelos componentes do tampao.

c) 3 tubos (Referéncia) contendo 0,2 mL de solug¢do tampado fosfato contendo
insulina marcada com !25] e anticorpo anti-insulina e 0.1 ml de tampao fosfato,
constituindo assim o zero de insulina da curva padrao.

Em seguida preparou-se, também em triplicata, uma série de tubos (curva
padrdo), contendo 0,1 ml de insulina conhecida nas seguintes concentragdes: 0,02;

0,039; 0,078; 0,16; 0,31; 0,63; 1,25; 2,5; ¢ 5,0 ng/ mL. Cada tubo dessa série
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recebeu também 0,2 ml de solugdo tampao fosfato contendo insulina marcada 125]
e anticorpo anti-insulina. No final da preparacdo dos tubos (amostras, controle e
curva padrdo), eles foram agitados em vortex e estocados a 4 °C, durante 48 h.
Apés este periodo de incubacido, com excecdo dos totais para andlise da
radiacdo méaxima, todos os outros tubos receberam 0,2 ml de uma solucgio
contendo 2,5 % de carvao (Norit A), 0,5 % de albumina e 0,25 % de dextran T 70.
Os tubos foram deixados em repouso durante 20 min e a seguir centrifugados
durante 20 min (2800 rpm) a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e a
radioatividade contida em cada tubo avaliada em contador de radiacdo gama. Os 3
tubos elaborados para andlise da radiacdo médxima ndo tiveram o sobrenadante
descartado, sendo a radiacdo dos mesmos avaliada diretamente. Com bases nos
valores obtidos nos tubos contendo insulina conhecida elaborou-se uma curva
padriao que foi utilizada para a avaliacdo dos valores desconhecidos das amostras.
Os resultados foram expressos em ng/ mL de insulina secretada durante os

experimentos in vitro.

3.2.14 - Isolamento de Ilhotas de Camundongo e Cultura de Células B

Ilhotas de Langerhans de camundongos adultos machos (Swiss), dos
quatros grupos experimentais, mortos por deslocamento cervical foram isoladas
como escrito previamente por Lenmark, 1974. Apé6s a digestdo do pancreas com
colagenase (colagenase A, Boehringer Mannhein, Germany) em banho-maria a 37
C, ilhotas foram separadas por centrifugacdo e coletadas sob lupa, em seguidas
formas utilizadas para os estudos de secrecdo estdtica de insulina e cdlcio
citoplasméatico. Quando necessario, as células foram separada das ilhotas como
previamente descrito por Ripoll et al, 1996. Essas células entdo foram
centrifugadas, ressuspensas em meio de cultura (RPMI 1640 suplementadas com
10% de soro fetal bovino, 100 IU/ mL de penicilina, 0,1 mg/ mL de streptomicina e
5,6 mM de glicose) e colocadas em placas de cultura. Essas células
permaneceram em incubadora 37 °C, em uma atmosfera umidificada com 95% de
02 e 5% de CO», permaneceram, entdo, 24 horas em cultura até o procedimento

final, quando foram utilizadas para o registro do potencial de membrana.
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3.2.15 - Registro do Potencial de Membrana de Repouso em Células B

Para medir o potencial de membrana de maneira mais precisa possivel em
uma situacido de repouso, utilizamos a técnica de “Patch-clamp” (Neher et al
1976), usando a configuragcdo de “Whole-cell” ou célula inteira e passando
posteriormente ao modo de “current-clamp” ou fixacdo de corrente. Para chegar a
configuracdo “Whole-cell” realizamos primeiro a configuracdao “Cell-attached” que
consiste na realizagdo de um selo entre a membrana celular da célula B e o
eletrodo de registro o qual ndo produz dano para a membrana ou a integridade
celular. Em seguida aplicamos uma pressdo negativa para romper o fragmento de
membrana que delimita as bordas da pipeta ou eletrodo, proporcionando assim a
comunicacdo entre o interior da pipeta e o meio intracelular. Assim se permitiu
medir correntes que atravessam a totalidade da membrana da célula B.

Uma vez estabelecida a configuracdo “Whole-cell” sob o modo de voltagem
fixa “Voltage-clamp”, com cuidado, foi mudado a corrente para “current-clamp”
ou corrente fixada em I=0. O valor do potencial, no osciloscépio, que se observa
imediatamente depois do estabelecimento da configuracdo “Whole-cell” constitui
o valor do potencial de membrana de repouso da células B dos grupos em estudo.

Os eletrodos de registro foram fabricados com capilares de vidro de
borosilicato GC150-15 de 1.5mm O.D. x 0.86 mm L[.D. de paredes, sem filamento.
De marca CLARK ELETROMEDICAL INSTRUMENTS. Estes capilares foram
estirados em um estirador de dois tempos MECANEX BB-CH, cujo parimetros

foram ajustados para obter uma resisténcia de 6-15 Q.

3.2.16 - Dosagem de Calcio Citoplasmatico

Ilhotas isoladas foram incubadas por 1 h a 37 °C em solug¢do de Krebs
contendo 2,5 mmol/L de CaCl2 e suplementado com 5,6 mM de glicose e 3%
albumina. A solug¢do foi constantemente gaseada com uma mistura de 95% de Oz e
5% de CO; com o pH final de 7,4. A [Ca2?+]; foi monitorado com Fura-2 como

previamente descrito (Valdeomillos et al, 1993).

3.2.17 - Extracao de RNA Total
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RNA total foi extraido de cerca de 800-1000 ilhotas através da adigdo
de 1,0 ml de reagente Trizol (GIBCO BRL - Life Technologies). As ilhotas foram
homogenizadas em vortex e incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente.
Em seguida, 200 pl de cloroférmio foram adicionados e as amostras
vigorosamente homogeneizadas durante 15 seg. Ap6s incubacdo de 3 min a
temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas a 12.000 g durante 15
min a 4 °C. O volume correspondente a fase aquosa foi transferido para outro
tubo e o RNA precipitado através da adicdo de 500 pl de dlcool isopropilico,
seguido de 10 min de incubacido a temperatura ambiente. Nova centrifugacdo a
12.000 g durante 15 min a 4 °C foi realizada, o precipitado obtido foi lavado em
seguida com 1ml de etanol 75%, centrifugado a 7500 g por 10 min a 4 °C e,
posteriormente, lavado com 1 ml de etanol 100%. O etanol foi descartado e o
pellet parcialmente seco em estufa a 37 °C. As amostras foram ressuspensas em
30 pul de 4gua previamente tratada com DEPC.

A integridade do RNA obtido foi verificada através de eletroforese em gel de
agarose desnaturante para visualizacdo das unidades ribossomais 28 e 18S apds
coloracdo com brometo de etideo, e a quantificacdo do mesmo foi obtida através
de leituras de absorbancias a 260 e 280 nm em aparelho Genequant (Pharmacia

Biotech).

3.2.18 — Obtencao de cDNA a Partir de RNA Total

A reacdo da transcriptase reversa foi realizada a 42 °C durante 50 min, em
20 ul de uma mistura contendo 2,0 ug de RNA total, 10mM de dNTP mix, 40 U/ ul
de inibidor de RNase, 0,1M de DTT, 5X first-strand buffer, 0,5 ug/ ml de oligo dT e
200 U da enzima Super Script Il RNase H- Reverse Transcriptase (GIBCO BRL -
Life Technologies).

3.2.19 - RT-PCR

O cDNA resultante foi amplificado com os "primers": sense e

antisense:
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Sense da AKT-1 - 5-CCT CAA GTA CTC ATT CCA GAC-3°

Antisense da AKT-1 - 5-CTC ATA CAC ATC TTG CCA CAC-3’

Sense da PI3K-110 - 5°-TCT CCT CTC ATT ACA CCA ACC-3°

Antisense da PISK-110 - 5’-TGC TCT AGG TTT TCC CCA TCA-3°

Sense da mTOR - 5-CAA AGA GAA GGG TAT GAA-3°

Antisense da mTOR - 5-CCA TCA AGT CTC TGC AAC-3°

Sense da PHAS-I-5-CTG CTC TGC CTT CCA TTT TGT-3"

Antisense da PHAS-I - 5-GGT GGG AAA TGA AGA AAG GGA-3’

Sense da S6K-1 - 5-TTT ATG CCT TTC AGA CCG GTG-3°

Antisense da S6K-1 - 5’-GTG AGG TAG GGA GGC AAA TTA-3’

A PCR foi realizada em 12,5 pul de uma mistura contendo tampdo da Taq
polimerase, 50 mM de MgCl, , 10 mM de cada desoxinucleosideo trifosfato, 2,5
U/ ul de Taq DNA polimerase, 10 pmol de "primer" sense, 10 pmol de "primer"
antisense, e cDNA. Aliquotas de 5 pl do produto da PCR foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1,0% preparado em tampdo TBE. Apés coloracgdo
com brometo de etideo (0,5 ug/ ml) o gel foi fotografado sob luz UV, quantificado em

aparelho Eagle Eye II.

3.2.20 - Western Blotting

Para detectar o nivel de expressdo celular do Receptor de Insulina (IR), do
seu substrato (IRS-1), das proteinas da cascata de sinalizacdo de insulina PI3K-
p85, mTOR e p705%K foi empregada a metodologia de Western Blot. Grupos de 500
ilhotas recém-isoladas e incubadas por 2,5 horas em Krebs contendo 8.3 mM de
glicose foram centrifugados rapidamente e o sobrenadante desprezado. A seguir,
foram adicionados 200uL de tampdo especifico para imunoprecipitado. As ilhotas
foram entdo politronizadas nesta soluc¢do, por aproximadamente 10s, e o
homogeneizado centrifugado a 3000g por 10min.

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

curva padrdo de albumina.
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As amostras foram entdo incubadas a 37°C por 1h em 20% do volume de
Tampdo de Laemmli 5X (Azul de bromofenol 0.1%, fosfato de sédio 1M, glicerol
50%, SDS 10%).

Para corrida eletroforética foi utilizado gel bifisico: gel de empilhamento
(EDTA 4mM, SDS 2%, Trisma base 750mM, pH 6.7) e gel de resolucdao (EDTA
4mM, SDS 2%, Trisma base 5S0mM, pH 6.7). A corrida foi efetuada a 200V por
aproximadamente 30min com Tampdo de Corrida (Trisma base 200mM, glicina
1.52M, EDTA 7.18mM e SDS 0.4%), diluido 1:4. As amostras foram transferidas
para uma membrana de Nitrocelulose (BioRad). A transferéncia foi realizada
durante 60min a 30V em gelo, banhada com Tampdo de Transferéncia (Trisma
base 25mM, glicina 192M).

Apés transferéncia, a membrana foi bloqueada com 5% de leite desnatado
em solucdo Tris Salina (TBS) (Trisma base 1M, NaCl 5M, Tween 20 0.5%)
overnight a 4°C. As proteinas relacionadas ao estudo foram detectadas na
membrana de Nitrocelulose por incubagdo por 2h, a temperatura ambiente, com
anticorpo monoclonal especifico anti-IR e anti-IRS-1, (Santa Cruz, dilui¢cdo 1:500
(IR e IRS-1) em TBS com 3% de leite desnatado). Em seguida, a membrana foi
incubada com o anticorpo conjugado com peroxidade HPB (diluicdo 1:5000 ou 2
ug/ mL em tampdo TBS). A reacdo com peroxidade foi detectado por auto-

radiografia, logo ap6s a reacdo com o kit Comercial Super Signal da Pierce.

3.2.21 - Atividade da PI3K

Apés o isolamento as ilhotas foram divididas em grupos de 800,
estimuladas ou ndo com insulina e submetidas a extracao protéica em 200 pl de
tampao contendo Hepes 50 mM pH 7,4, NaCl 137 mM, MgCl, 1 mM, CaCl 1
mM, Na3VO4 2 mM, pirofosfato de sédio 10 mM, fluoreto de sddio 100 mM,
EDTA 2 mM, PMSF 2 mM, aprotinina 2 mg/ ml, leupeptinina 5 mg/ ml,
benzamidina 10 mM, glicerol 10%, NP-40 1%, dd H,O 27,8 % (Tremblay &
Marrete, 2001). As ilhotas foram entdo homogeneizadas com pipeta e colocadas
no gelo por 30 minutos, sendo a seguir centrifugadas por 15 min, a 12.000 rpm
em centrifuga Eppendorf refrigerada. O sobrenadante foi retirado e realizaram-se

a quantificagcdo e normalizacdo protéicas. Em seguida, as amostras contendo 1,0
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N

mg de proteinas totais foram submetidas a imunoprecipitagcio com 15 pl de
anticorpo especifico IRS1), overnight a 4°C, sendo a seguir adicionado 120 pl de
proteina A Sepharose (previamente lavada como descrita a seguir) e mantidas sob
agitacdo continua a 4°C durante 2 horas. Entdo as amostras foram centrifugadas
por 3 min a 12.000 rpm e descartado o sobrenadante.

Em seguida as amostras foram lavadas trés vezes, em cada tampdo
descrito abaixo, com o volume de 1,0 ml cada vez.

Tampdo A: PBS 0,1 M, pH 7,4, NP-40 1%, 100 pM Na3VO..

Tampédo B: Tris 100 mM, pH 7,5, LiCl, 500 mM, Na3;VO, 100 uM, H,O 89%
qsp.

Tampado C: Tris 10 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, Na3;VO4 100 pM, H,O
96% qsp.

Apés as lavagens os pellets foram secos com pipeta e re-diluidos em 50 jl
do tampdo C, sem ortovanadato, adicionando-se entdo, 10 pl de MgCl, 100 mM e
10 pl de inositol fosfato (PI) (2 mg/ml) sonicado anteriormente durante 1 min no
gelo na seguinte solucdo: 10 mM de Tris, pH 7,5 e EGTA 1 mM.

Inicia-se entdo a reacdo, adicionando as amostras 5 pl de solucido
contendo o seguinte: 301l de ATPy 2P, 10 pl de MgCl (100 mM), 4,4 pl de ATP 10
mM e 5,6 pl de H,0. A reagdo serd interrompida apés 10 min com 180 pl do
seguinte tampdo: 2,0 ml de HCI, 8,0 ml de cloroférmio, 8,0 m1l de metanol.

As amostras foram centrifugadas sendo removida a fase orgédnica inferior,
que foi aplicada nas placas (cerca de 50 pl de cada amostra) de TLC previamente
tratadas com oxalato de potdssio a 1%. A placa foi, entdo, inserida em um frasco
contendo o seguinte tampao de corrida: 120 ml de CHCls, 94 ml de CH30H, 22,6
ml de H,O e 2,4 ml de NH4OH. Depois de aproximadamente 4 horas de corrida, a
placa foi exposta a um filme de RX e depois de 24 horas este foi revelado de forma
convencional e a andlise feita através de densitometria digital.

A proteina A Sepharose utilizada no experimento de determinacido da
atividade da PI3 quinase associada a IRS1 foi lavada da seguinte forma: tomou-se
o conteudo total do frasco e transferiu-se para um tubo de polietileno de 50 ml.
Centrifugou-se por 15 min a 4°C e retirou-se o sobrendante, adicionado igual
volume de 1% BSA em PBS 0,1 M, pH 7,4. Incubou-se por 30 min a 4°C e re-
diluiu-se a 50% (volume/ volume) em PBS 0,1 M, pH 7.,4.
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Analise Estatistica
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4 - ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos em média * erro padrdao. Nos resultados
referentes ao Western Blotting, através de densitometria, foi utilizado o ANOVA de
duas vias, no qual o nivel de significincia adotado foi de p<0,05.

Com relacdo aos dados obtidos nas secre¢des estaticas foi utilizada andlise
de varidncia (andlise de varidncia, com duas varidveis, a saber, foi realizado o
teste de comparacdo multipla (teste Tukey) para a primeira e para a segunda
fonte de variacdo e na interagcdo das duas fontes. O nivel de significiAncia adotado

foi p<0,05.
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Resultados
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5 - RESULTADOS

5.1 — Caracterizacao do Modelo Experimental

A Fig. 1 representa o ganho de massa corpérea durante 120 dias sendo
que dos 21 aos 90 dias os animais passaram por um periodo de restricdo protéica
(LP). Entre o0 90° e 120° dias receberam uma solug¢ido de leucina a 1,5%, na dgua
de beber. Durante o periodo de desnutricdo a pesagem foi feita de dois em dois
dias, enquanto que durante a suplementagdo essa pesagem foi realizada dia a
dia. A partir da quarta semana todos o0s grupos aumentaram sua massa
corpdrea, porém, nos grupo LP e LPL o ganho de peso foi menor comparado aos
NP e NPL e essa diferenca permaneceu durante todo o periodo em estudo.
Constatou-se, assim, que os animais dos grupos NP, NPL, LP e LPL cresceram
continuamente durante todo o periodo de experimentacdo, sendo que a adi¢cdo de
leucina ndo provocou alteracdo no padrdo de crescimento. Quando tratou-se dos
camundongos também observou-se comportamento semelhante ao apresentado
pelos grupos de ratos em relacdo a evolugdo corporal

A Fig. 2 representa a relacdo do consumo alimentar pela massa corpodrea
dos ratos dos quatro grupos em estudo. Pode-se observar que os grupos NPL, LP
e LPL demonstraram aumento no consumo alimentar em relacdo ao grupo NP,
sendo que os grupos desnutridos aumentaram consideravelmente esse consumo
em relacdo aos grupos controles. Também foi medido o consumo hidrico por
grama de massa corpdrea nesse periodo (Fig. 3) constatando-se que ndo houve
diferenca significativa entre os grupos em estudo. Finalizando a caracterizacdo do
modelo de suplementacido verificou-se reducido significativa da quantidade de
nitrogénio fecal eliminada nos grupos LP e LPL, quando comparados aos grupos
NP ¢ NPL (Fig. 4) e também se ndo observou diferencas na porcentagem de
gordura abdominal, retro-peritoneal e epididimal nos grupos em estudo (Fig. 5).

A caracterizacdo dos parametros bioquimicos revelou aumento das
concentracdes de dcidos graxos séricos nos animais dos grupos LP e LPL quando
comparado ao grupo controle (NP). A quantidade total de proteina estava
diminuida nos dois grupos que foram suplementados. Por outro lado a glicemia

de jejum foi menor somente no grupo de animais LPL em relacdo aos grupos LP,
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—u— NP

Peso Corpobreo (g)

Fig. 1 - Ewlucéo da massa corpdren de ratos Wistar machos NP, LP, NPL, LPL entre os dias
21 aos 120 diss de vida. A= barras mdicam a média + se * Representa diferenca significativa

comparada ao gmapo NP (p<0,03).
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Fig. 2 — Rdacgio entre consumo alimentar & & massa corpdrea em ratos Wistar machos NP
(n=34), LP (n=4), NPL (n=4) e LPL (0=4). Letraz diferentes representam diferencas
significativas, p=0,05.
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Fig. 3 — Con=umeo hidrico difrio em ratos Wistar machos NP (n=4), LP [n=4), NFL [n=4) e
LFPL [n=4).
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Proteina Fecal (%0 do Peso)
=
o
!

NP NPL LP LPL

Fig. 4 — Proteina fecal em ratos Wistar machos NP (n=4), LF [n=4), NFL [n=4) e LPL [n=4).
Letras diferentes representam diferencas significativas, p=<0,05.
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Tabela I - Parametros biogquimicos sericos avaliados nos ratos ao final
do periodo experimental.

NP LP NPL LPL
iﬁfi’lﬁjum gay 6005 28:06" 43+1,1  3,610,3*
ﬁﬂgm 3,6 £0,1 3,4 +0,1* 3,13 +0,16* 3,08+ 0,26%
.?;:ﬁimg Jdy 125+ 7 128,0+14  124,6+10 1099 4%
j::}]f;m - 0,3+0,01 05+0,00+ 0,84+0,18* 0,8+0,18*
IJ’:u“iﬂlig T 0,95+0,13 0,72+0,18 1,7+0,18* 1,5 +0,18*
Conteido Total 0,45+0,16 0,46 +0,12 0,46+0,06 0,42+0,13

de Insulinajng/ilbhota)

Resultados expressos como media + se; n=10. * Diferenca
significativa comparada ao grupo NP (P < 0,05).
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NP e NPL. Por dltimo verificou-se redu¢dao da albumina sérica em LP, LPL e NPL
comparado ao grupo NP e aumento de insulina plasmdtica de jejum nos grupos
NPL e LPL. Avaliou-se, ainda, o contedido de insulina por ilhota onde nao

observou diferengas entre os grupos estudados (Tab. I).

5.2 - Avaliacao da Fosforilacao em Tirosina do IR e IRS-1

Na Fig. 6 se determina a fosforilacdo do IR em figado, no qual na auséncia
da insulina houve um aumento significativo da fosforilacdo deste receptor em 1,6
vezes para o NPL e 3,5 vezes para o LPL comparados, respectivamente, com NP e
LP. Quando houve a inje¢do de insulina, todos os grupos responderam
aumentando a fosforilacdo do receptor, mas ndo houve diferenca significativa
entre os grupos NP e NPL; LP e LPL. Mas houve um aumento de 1,16 vezes para o
grupo LP em relacdo ao grupo NP apds a injecdo de insulina, também pode-se
observar o aumento da fosforilacdo de 1,17 vezes do grupo LPL em relacdo ao
grupo NPL (p<0,05).

Na Fig. 7 observa-se a fosforilagdo do IRS-1 em figado onde na auséncia de
insulina ndo houve aumento significativo da fosforilagdio do mesmo em NPL e
LPL quando comparado com NP e LP, respectivamente. Porém LP e LPL
apresentaram um aumento significativo da fosforilacio do IRS-1 quando
comprado NP e NPL. Na presenca de insulina, houve um aumento da fosforilagdo
do IRS-1 em todos os grupos, mas esse aumento foi de 1,32 vezes maior em LP e
1,61 vezes maior em LPL comparados com NP e NPL, respectivamente. Houve
uma diminuicdo da fosforilacdo deste IRS-1 quando administramos insulina entre
os grupos NP (1,45 vezes) em relacdo ao grupo NPL; LP (1,19 vezes) em relacdo ao
grupo LPL (p<0,05).

A Fig. 8 representa a fosforilacdo do receptor de insulina em misculo séleo
onde se pode observar, na auséncia de insulina, uma diminui¢ao da fosforilagdo
de 4,2 vezes em NPL comparado com NP. No grupo LPL observamos uma reducao
de 2,76 vezes comparado ao grupo LP e por fim o grupo LPL apresentou um
aumento de 2,13 vezes comparado com NPL. J4 na presenca de insulina o grupo

NPL apresentou uma diminuicdo de 2,25 vezes comparado ao grupo NP, o grupo
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LPL apresentou reducdo de 1,14 vezes em relagcdo ao gupo LP, porém apresentou
aumento de 1,98 vezes quando comparado ao grupo NPL (p<0,05).

Na Fig. 9 determinou-se a fosforilacio do IRS-1 em miusculo séleo onde
pode-se observar, na auséncia de insulina, o grupo NPL houve um aumento
significativo de 4,63 vezes em relacdo ao grupo NP; o grupo LPL teve um aumento
da fosforilagdo do IRS1 de 3,11 vezes em relacdo ao grupo LP e o grupo LPL teve
um aumento de 1,37 vezes em comparacdo com o grupo NPL. Em presenca de
insulina houve um aumento de 1,09 vezes na fosforilacdio do grupo NPL
comparando com o grupo NP; o grupo LPL e LP ndo tiveram diferenca
significativa, mas tiveram um aumento dessa fosforilacio em funcdo do estimulo
com insulina. Por fim, o grupo LPL teve um aumento significativo de 1,23 vezes

em relacdo ao grupo NPL (p<0,05).

5.3 — Volume da Ilhota, Perfil Eletroforético e Oxidacido de Nutrientes

Para determinar o tamanho da ilhota dos animais em estudo (NP, NPL, LP
e LPL) utilizou-se a metodologia com 4dgua triciada. Nosso resultado indica que
ndo houve diferencas significativas entre os quatro grupos estudados. Existiu
uma nitida tendéncia de reduc¢do do volume em ilhotas dos grupos LP, LPL, NPL,
porém através desta metodologia ndo foi possivel diferenciar estatisticamente
estes grupos do controle. Talvez este comportamento possa ser explicado pela
variabilidade no tamanho e forma das ilhotas apresentadas como podemos
observar durante o processo de coleta fig. 10.

Na fig. 11 pode-se observar o perfil eletroforético de proteinas. A amostra
NP indica uma distribuicio de bandas de massa superior a 100 KDa, ha
componentes de baixo peso e com grande concentragdo protéica na regido
correspondente dos 30 aos 16 KDa, aproximadamente. Esse perfil eletroforético
se modifica quando adicionamos a amostra NPL, a qual possui uma concentragido
maior de proteinas na faixa dos 45 aos 21 KDa. A amostra LP foi a que
apresentou uma reduc¢do na concentracdo de bandas e com uma faixa
concentrada entre os 14 e 17 KDa. Apés a suplementacdo com leucina o perfil

eletroforético dos desnutridos (LPL) se apresentou diferente dos LP, com o
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Fig. 6 — Avaliacio da fosforilaco em tirosina de IR em figado de ratoz Wistar
machos NP (n=4) ., LP (n=4) , NPL n=4) & LFL (n=4). O figado foi retirado sem
estimulo com insulina (-) & 30 segundoz apds a injecho de insulina (+). Letras
diferentes representam diferencas significativas, p=0,05.
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Fig. 7 — Avaliacéo da fosforilacio em tirosma de IR3-1 em figado de ratos Wistar
machos NP (n=4) , LP [n=4) , NPL (n=4) e LPL (n=4). O figado foi retirado sem
estimulo com insulina (-) e 30 segundoz apds a injecho de insulina (t). Letras

diferentes reprezsentam diferencas significativas, p=<0,05.
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Fig. 8 — Avaliacio da fosforilacao em tirozina de [R em mmsculo zdles de ratos
Wistar machos NP (n=4) , LP (n=4) , NPL {n=4) e LPL (n=4). O mnsculo foi retirado
sem estimmilo com insulina (=) e 90 segundos apds a injecho d e insulina (¥). Letras
diferentes representam diferencas significativas, p=0,05.
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Fig. 9 — Avaliacio da fosforilacio em tirosina de IRS-1 em misculo sblen de ratos
Wistar machos NP B=4) . LP fn=4) . NPL [1=4) e LPL (n=4). O mnazculo foi retirado
sem estimulo com insulina (=) e 90 segundos apds a injecio de insulina (). Letras
diferentes representam diferencas significativas, p=<0,05.
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Volume da Ilhota (pL)
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Fig. 10 — Daterminacio do volume celular em ilhotas de ratos Wistar machos NP
n=12) , LP [n=12) , NPL {n=12) e LPL (n=12). A= ilhota=s foram incubadaz em meio
contendo 2,8 mM de glicose e tragos de D-U-14C glicosg durante 120 min. Apds
ezse periodo o 1*CO, liberado pelas ilhotas foi avaliado através de cintilacéo liquida.
Az barras indicam as médiastze p=0,05
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Fig. 11 — Perfil elatroforético em ilhotaz de ratos Wistar machos NP (n=12), LP
(n=12), NFL (n=12) e LFL [n=12).
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aparecimento de mais bandas eletroforéticas e com maior concentragdo protéica
na faixa dos 45 e 22 KDa.

Na Fig. 12 observamos a oxidacdo de 16,7 mM de glicose em ilhotas de
animais NP, NPL, LP e LPL. As ilhotas NP apresentaram maior metabolismo deste
nutriente quando comparado aos demais grupos em estudo. O grupo de ilhotas
NP apresentou uma utilizacdo de glicose 1,38 vezes maior que o grupo de ilhotas
NPL e LP. As ilhotas do grupo LPL tiveram uma diminuicdo de 0,5 vezes em
relacdo ao grupo LP (p<0,05).

Além de glicose outro agente insulinotrépico importante é a leucina, onde
na fig. 13 observou-se a oxidacdo desse importante aminodcido em ilhotas
provenientes de animais dos grupos NP, NPL, LP e LPL. Nido se verificou
diferencas estatisticas entre os grupos em estudo. Também foi avaliada a
oxida¢do de glutamina, representado pela fig. 14 onde também ndo foram

observadas diferencas estatisticas entre os grupos em estudo.

5.4 — Secrecao de Insulina em Presenca de Glicose.

A Fig. 15A representa o efeito de crescentes concentracdes de glicose (8,3;
11,1; 16,7 e 22,2 mM) sobre a secrecdo de insulina em ilhotas isoladas de
animais NP e LP, incubadas durante 60 min em solucido de Krebs. A liberacdo de
insulina (valores absolutos) foi significativamente maior nas ilhotas provenientes
dos animais NP quando comparadas as ilhotas isoladas dos animais LP. Em
presenca de 11,1 mM glicose (G 11,1), este aumento foi de 1,65 vezes maior em
ilhotas provenientes de animais NP em relacdo as ilhotas dos animais LP. Quando
aumentou-se a concentracdo de glicose para 16,7 mM e 22,2 mM os respectivos
aumentos na liberacdo de insulina, do grupo NP sobre o grupo LP, foide 1,2 ¢ 1,6
vezes (p<0,05). A Fig. 15B demonstra o efeito das mesmas concentracdes de
glicose sobre a secrecdo de insulina, estas agora medidas no grupo de ilhotas de
ratos NPL e LPL. Pode-se observar um aumento significativo da secrecdo de
insulina dos grupos suplementados com leucina (NPL e LPL) em relacdo aos seus
respectivos controles (NP e LP), mantendo-se o mesmo perfil secretério do grupo

de animais desnutridos em relagdo aos controles. Em G 16,7 o aumento foi de
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Fig. 12 — Oxudacio de glicose em ilhotas de ratos Wistar machos NP (n=12) , LP
(n=12) , NFL [n=12) e LPL [n=12). As ilhotas foram incubadas em mewo contendo 16,7
mM de ghcoze e tragos de D-U-14C glicose, durants 120 min. Apds esse periodo o
14C0, liberado pelas ilhotas foi avaliado através de cintilacio liguida. As barras
indicam as meédisstze (Letras diferentes representam dferencas sigmificativas,
p=0,03).
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Metabolismo de Leucina (pmol/ilhota/h)

NP NPL LP LPL

Fig. 13 — Oxidacéo de leucina em ilhotas de ratos Wistar machos NP (n=12) , LP
(=12} , NFL [n=12) e LFL [n=12). A= ilhota= foram incubadaz em meio contendo 2.8
mM de ghicoze e tracos de D-U-14C leucine, durante 120 min. Apds esse periodo o
14C02 liberado pdas ilhotas foi avalisdo através de cintilacho Hquida A=z barras
indicem as médisstee p=0.05.
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Fig. 14 - Oxddacio de glutamina em ilhotas de ratos Wistar machos NP (n=12) , LP
(n=12) , NPL (n=12) e LPL [n=12). A= illwtas foram incubadas em meio contendo 2.8
mM de glicose e tragos de D-U- 14C glutamina, durante 120 min. Apds esse periodo o
1%CQ, liberado pelas ilhotas foi avaliado através de cintilacho liquida. As barras
indicam as médiastse; p=0,05.
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Fig. 10 — SBecrecio de insulina estimulada por 8,3 mM, 11,1mM, 16,7 mM 22,2 mM
de glicose em ilhotas de Langerhans de ratos do=z grupoz NP (n=6) , LP [n=6) , NFL
(h=6) e LPL [n=6). A= ilhotaz forsm incubadas= por 1 hora em 37 C em diferentes
concentracies de glicose . As barras indicam as médias + se. Letras diferentes
representam diferencas sigmificativas, p=<0,05.
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1,89 vezes no grupo NPL comparado ao grupo LPL. O aumento da secrecdo de insulina
também ocorreu quando adicionamos G 22,2 em 1,15 vezes, referente as ilhotas do grupo
NPL em relacdo ao LPL (p<0,05).

A fig. 16 representa a curva dose resposta a glicose (3; 8,3; 11,1; 16,7 ¢
22,2 mM) sobre a secrecdo de insulina em ilhotas isoladas de camundongos NP,
NPL, LP e LPL. Houve um aumento da secre¢cdao de insulina em presenca de
crescentes concentracdes desta hexose em todos os grupos. Observou-se que o
incremento da secrecdo de insulina foi menor nos grupos LP e LPL em relacdo aos
grupos NP e NPL, respectivamente. Houve um aumento da secre¢do de insulina
em ilhotas de camundongos que foram suplementados com leucina.
Apresentando um padrido semelhante ao que foi observado com ilhotas de ratos.

Observou-se na fig. 17 o efeito da concentragdo de 2,8 mM de glicose, na
presenca de 20 mM de leucina e 20 mM de arginina sobre a secrecdo de
insulina em ilhotas isoladas de ratos dos grupos NP, NPL, LP e LPL. Quando se
adicionou 20 mM de leucina houve aumento da secrecdo de insulina em todos os
grupos em estudo, mas o incremento da secrecdo de insulina foi menor nos
grupos LP e LPL quando comparados aos respectivos controles NP e NPL. O
mesmo ocorreu quando se adicionou 20 mM de arginina, houve aumento da
secrecdo de insulina em todos os grupos mas LP e LPL sofreram reduc¢do da
secrecao de insulina comparados aos controles NP e NPL. A suplementacido com
leucina promoveu aumento significante na secrecdo de insulina tanto no grupo
NPL quanto no LPL comparados com NP e LP, respectivamente.

A fig. 18 representa a porcentagem de reducdo da secre¢do de insulina em
presenca de 16,7 mM (G16,7) de glicose e 5 mM de 4cido aminooxiacético (AOA).
O 100% representa a secrecdo de insulina em presenca de G16,7 nos grupos NP,
NPL, LP e LPL e a partir desse ponto calculou-se as respectivas redug¢des da
secrecio de insulina nos mesmos grupos. Observou-se, entdo, reducgdo
significativa da secrec¢do de insulina em presenca do AOA, comparados ao G16,7.
Todos os grupos tiveram o mesmo perfil de reducdo de secrecdo de insulina em
presenca do AOA, ndo observando diferenca significativa entre os grupos em

estudo.
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5.5 — Potencial de Membrana em Repouso € Movimento de Calcio

Na Fig. 19, observa-se o potencial de membrana de repouso dos quatros
tipos de células B em estudo. Para comparar o potencial de membrana estas
células foram avaliadas sob “Current clamp” ou corrente fixa, imediatamente
ap6s entrar em configuracio “Whole-cell” ou célula inteira. O potencial de
membrana das células B LP foram significativamente diferentes quando
comparados com os grupos NP, NPL e LPL. Apéds suplementagdo com leucina, a
célula B proveniente do grupo LPL restaurou seu potencial de membrana
semelhante a célula B NP. Por dltimo, o tratamento com Leucina ndo foi capaz de
alterar o potencial de membrana em célula B, NPL.

Mudang¢as na concentracdo citoplasmédtica de cdlcio ([Ca*2]i) sdao
mostradas, em ilhotas de Langerhans de camundongo, na Fig.20. Em ilhotas NP
o aumento de 3 para 11.1 mM de G produziu uma inicial e pequena reducio na
[Ca+2]i seguido de um transiente pico com uma freqiiéncia constante de oscilagdes
na [Ca+*2]i. Quando a concentracdo de glicose foi elevada para 16.7 mM de G, as
oscilacdes na [Ca+2]i foram de duracdo mais amplas, porém com freqiiéncia
constante até o final da perfusdo. Quando a concentracdo de glicose foi
modificada de 3 para 11.1 mM, ilhotas do grupo LP exibiram um aumento na
[Ca+2]i com menor magnitude quando comparada com aquelas mostradas em NP,
com rapidas oscilacdes de pequena amplitude. Sobre 16,7 mM de G o padriao de
rdpidas oscilagdes foi mantido, porém com oscilagcdes de menor amplitude que em
11,1 mMde G.

Apé6s suplementacdo com leucina, ilhotas NPL mostraram, em 11,1 mM G,
um padrido de oscilacdes de alta amplitude na [Ca+*2]i, quando comparado as
ilhotas NP. Entretanto quando se alterou para 16,7 mM de G, observou-se
oscilacdes lentas e de maior amplitude, duracido e freqiiéncia constante na
[Ca+2]i. J4, com ilhotas LPL, o padrdao de oscilagcdes da [Ca+*2]i foi semelhante ao
verificado com o grupo de ilhotas NP. Entdo, com a elevacdo de G de 3 para 11,1,
produziu uma pequena reducdo na [Ca+*?]i, um rdpido e transiente aumento
seguida de periddicas oscilagdes de freqiiéncia rdpida. Quando a glicose foi
aumentada para 16,7 mM, houve aumento na [Ca+2]i com magnitude maior do

que aquela apresentada por ilhotas LP e semelhante as ilhotas NP, entretanto a
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Fig 17 - Secrecdo deinsuline estimulads por 2,8 mM de glicose, 20 mM de leucina e
20 mM de arginina em ilhotes de Langerhans de ratos dos grupos NP [n=12] , LP
[n=12]) , NFL [n=12] e LPL [r=12]. As ilhotas foram incubadas por 1 hora en 37 C amn
diferertes concentractes de glicose . As barras indicem ss médiss + se. Letras

diferertes represerntam diferencas significativas, p<0,05.
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Fig. 18 - Efeito do dcido aminooxiacético (3 mM) na porcentagem d e secrecéo de insulina
estimulada por 16,7 mM de glicose em ilhotas de Langerhsns de ratos dos grupos NP (n=12)
., LP [n=12) , NFL [n=12) e LPL [1n=12). A= ilhota= foram incubadas por 1 horaem 37 C em
diferentes concentracdes de glicose . As barras mdicam as médias + =e p<0,05.
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Fig. 19 - Efeaito da suplementacio com leucina no potencial de membrana
intraceular em cflula B pancreaticas de cammdongos NP (n=12) , LP (n=12) , NPL
(=12) e LPL [1n=12). As illwtas foram incubadas por 1 hora em 37 C em diferentes
concentragies de glicose . As barras mdicam as meédias + se. Letras dierentes
representam diferencas significativas, p=0,03.
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Fig. 20 — Mostra mudancas na razéo de fluorescéncia para célcio intracdular em ithotas de
cammmdongos NP (n=13) , LP (n=10) , NFL (=16 e LPL (n=12). A= fhotas foram mcubadas
por 2 hora em 37 °C em presenca de solugio de Krebs com 2pM de fura 2AM. Apds este
perindo as ilhotas foram colocadas na c&mara de perfusfo com diferentes concentracies de

glicoze A= fisniiras =80 de win registro reprezentative do mimero de ilhotas indicada acima.
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Fig. 21 - Mostra quantificacéo da proteina IR por densfometria das bandas do gd de
poliscrilammida em ilhotas izoladas de ratos wistar machoz NP (n=4) , LP [n=4) , NPL (n1=4)
e LPL [n=4). Oz resultados foramm sipreszos em média + ze (Letras dferentes reprezentam
diferencas sigmificativas, p=0,03).
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amplitude das oscilagdes da [Ca+2]i foi reduzida, porém a freqiiéncia foi

aumentada quando comparada com ilhotas NP.

5.6 — Proteinas Envolvidas na Cascata de Sinalizacao de Insulina em Ilhotas

de Langherans

Na Fig. 21 realizou-se quantificacido do receptor de insulina (IR) utilizando
a técnica de Western Blotting e a densitometria das bandas, as quais revelaram
um aumento de 20%, aproximadamente, dessas proteinas em ilhotas
provenientes de animais LP, comparado aos grupos NP e NPL. Quando se
suplementou o grupo desnutrido (LPL) observou-se uma diminuicdo de 30% de
proteina do receptor, comparado ao grupo LP, e de 15% comparado aos grupos
NP e NPL. Ao contrdrio do IR, o substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1)
apresentou diminuicdo de aproximadamente 30% nos grupos LP e LPL
comparados aos respectivos NP e NPL na Fig. 22. Deste modo, parece que
somente a restricdo protéica promoveu mudancas na quantidade desta proteina.

Na fig. 23 representou-se a expressdo do mRNA da enzima Akt pela
técnica de PCR constatando, assim, uma diminuicio do mRNA dessa enzima em
ilhotas dos grupos LP comparado aos grupos NP e NPL, porém o grupo LPL
apresentou aumento do mRNA em relacdo ao grupo LP mas ndo conseguiu atingir
os niveis dos respectivos grupos NP e NPL (p<0,05). Por razdes técnicas e de
tempo nao foi possivel verificar a comprovacido se esta expressdo génica reduzida
em LP é aumentada, apds suplementacdo com leucina, em LPL, correlaciona-se
com aumento da proteina Akt. Porém serd de primordial importidncia sua
quantificacdo para comprovar seu papel em ilhotas de animais desnutridos.

A expressdo do mRNA da PI3K, uma proteina envolvida na cascata de
sinalizacdo de insulina e responsdvel pela ativacdo das subseqiientes mTOR e
S6K-1, foi avaliada pela técnica de PCR e os resultados obtidos constam na Fig.
24A. Observou-se diminuigcdo do conteiido desse mRNA nos animais provenientes
do grupo LP e LPL em relacdo ao grupo controle (NP). Nao houve um aumento
significativo entre os grupos NPL e NP e tdo pouco entre os grupos LP e LPL
(p<0.05). Na Fig. 24B verifica-se a quantificacdo da proteina PI3K, as quais

revelaram aumento de 20% aproximadamente, dessa proteina, em ilhotas
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Fig. 22 — Mostra quantificacio da proteina IR3-1 por densitometria das bandas do gel de
poliacrilamida em ilhotas izoladas de ratos wistar machos NF (n=4) , LP (n=4) , NFL (n=4)
e LPL (n=4]. Os resultados foram expressos em média + se. (Letras diferentes representsm
diferencas significativas, p=<0,03].
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Fig. 23 — Mostra expressao do mRENA da AKT (PKE) em ilhotas de ratos Wistar machos NP
[n=12), LP [n=12), NPL (n=12) & LPL {n=12). O= remltados foramm expreszos em média T za
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Fig. 24A — Mostra a expreszdo do mENA da FI3k em ilhotas de ratozs Wistar machos NP
(n=12) , LP n=12), NFL (n=12) e LPL [n=12). Os resultados foram expressoz em média £ ze
(Letras diferentes representam diferencas sipnificativas, p<0,05).
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Fig. 24C — Avaliacio da fosforilacio em tirosina de [RS-1 associado a PI3Kinase em ilhotas
de ratos Wistar machos NP n=4) , LP (n=4) , NFL (n=4] e LFL {n=4). As ithota= foram
mcubadas sem estimulo de insulina () & 5 min spds a injecéo de nsulina (+). Ess=as
ilhotas foram sonicadas em tampdo de extracio para atividade da FIJK e submetido a
imunoprecipitacio com anticorpo anti-IRS-1. (Letras dferentes representam diferencas
gipnificatvas p=0,03].

67



Tese de Doutorado

provenientes de animais LP comparado com ilhotas provenientes de animais NP.
Quando os animais foram suplementados com leucina, verifica que o grupo LPL
obteve de proteina desta enzima em torno de 27% comparado ao grupo de ilhotas
LP e em torno de 60% quando a comparacdo foi com ilhotas NP (p<0.05). Outro
fato importante é que a suplementacdo com leucina proporcionou aumento da
expressdo protéica em ilhotas NPL, a qual ficou com niveis semelhantes as ilhotas
LP, porém sendo significativamente menores que o grupo LPL.

A Fig. 24C representa a atividade da PI3K. Quando comparamos NP e NPL
ndo observamos diferenca significativa da atividade da enzima, contudo, pode-se
observar um aumento de 1,6 vezes em ilhotas de animais LP e LPL sem o
estimulo com insulina, e quando se estimulou com insulina houve um aumento
de 1,4 vezes no LP e 1,8 vezes no LPL quando comparados ao NP estimulado com
insulina (p<0.05). Existe uma correlacdo direta entre o aumento do conteddo
protéico da enzima com sua maior atividade em ilhotas de animais LP e LPL. Jd o
aumento protéico da enzima, observado em ilhotas NPL, ndo foi correspondido
com aumento de atividade da PI3K nessas ilhotas.

A express@do do mRNA da mTOR foi avaliada pela técnica de PCR e os
resultados obtidos constam na Fig. 25A. Observou-se diminui¢cdo do conteddo
desse mRNA em ilhotas de animais provenientes do grupo LP em relacdo ao grupo
controle (NP). Apdés suplementacdo com leucina o grupo de ilhotas LPL restaurou
seu conteido de mRNA, semelhante ao grupo NP e ndo ocorreu aumento
significativo entre os grupos NPL e NP (p<0.05). Na Fig. 25B observou-se a
quantificacdo da proteina mTOR, as quais revelaram a diminuicdo de 20%
aproximadamente, dessa proteina em ilhotas provenientes de animais LP
comparado com ilhotas provenientes de animais NP e NPL, havendo um aumento
de 27% quando suplementamos os animais LP, ou seja o grupo de ilhotas LPL
comparado ao grupo de ilhotas LP (p<0.05). O grupo de ilhota LPL restaurou seu
contedido protéico da mTor, apresentando uma relagdo direta com a expressao
génica dessa enzima neste modelo experimental.

A expressdo do mRNA da p705¢K foi avaliada pela técnica de PCR e os
resultados obtidos constam na Fig. 26A. Observou-se diminui¢cdo do conteddo
desse mRNA nos animais provenientes do grupo LP e LPL em relacdo ao grupo

controle (NP). Nao houve um aumento significativo entre os grupos NPL e NP e
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Fig. 25A — Motra a sxpressdo do mENA da mTOR em ilhotas de ratos Wistar machos NP
(n=11) , LP [n=11), NPL [n=11) e LPL [nn=11). Oz resultados foram expreszos em média T ze
(Letras diferentes representam diferencas significativas, p=0,03).
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Fig. 20B — Verificamos a quantificacio da proteina mTOR por densffometria das bandas
do gel d e polisacrilamida em ilhotas izoladas de ratos wistar machos NP (n=4) , LP (n=4) ,
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Fig. 26A — Mostra a expressdo do mRNA da S6K-1 em ilhotas de ratos Wistar machos NP
{1n=8), LP [n=8), NFL [n=8) e LPL [n=8). Os resultados foram expressos em média + ze (Letras
diferentes representam diferencas significativas, p=0,03).
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Fig. 26B - Quantificacao da proteina S6K-1 por densitometria das bandas do gel de
poliacrilamida em ilhotas de ratos wistar machos NP (nn=4), LP (n=4) , NFL [n=4) e LFL
n=4). Oz resultado=z foram expressos em média + se. (Letras diferentes representam
dferencas significativas, p=0,03).
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tampouco entre os grupos LP e LPL (p<0.05). Na Fig. 26B observou-se a
quantificacdo da proteina S6K-1, as quais revelaram a diminuicdo de 48%
aproximadamente, dessa proteina, em ilhotas provenientes de animais LP
comparado com ilhotas provenientes de animais NP e NPL, havendo um aumento
de 27% quando suplementamos os animais LP, ou seja, o grupo de ilhotas LPL
comparado ao grupo de ilhotas LP (p<0.05), entretanto, este aumento ndo foi
possivel fazer com que as ilhotas LPL apresentasse niveis semelhantes as controle
(NP e NPL).

Por dltimo, avaliou-se a expressao génica da enzima PHAS-I detectada pela
técnica de PCR nos grupos de ilhotas NP, NPL, LP e LPL, Fig 27. Os resultados
indicam que houve uma diminuic¢do significativa do mRNA da PHAS-I no grupo
LP comparado aos grupos NP e NPL, porém quando suplementou-se esse grupo
(LPL) com leucina, obteve-se aumento significativo da expressdo génica dessa
enzima quando comparado ao grupo LP, mas nao foi possivel atingir os niveis dos
respectivos controles NP e NPL (p<0,05). A exemplo da Akt, ndo foi possivel
verificar a comprovacgdo se esta expressdo génica reduzida em LP e aumentada
ap6s suplementacdo com leucina, em LPL, correlaciona-se com aumento do
conteddo protéico. Porém, serd de primordial relevincia sua quantificagcdo para

clarear seu papel em ilhotas de animais desnutridos.
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6 — Discussao

6.1 - Avaliacdo do Estado Nutricional e Sensibilidade Periférica

Observou-se que ratos mantidos dos 21 aos 120 dias de idade com dieta
contendo 6% de proteina e dos 90 aos 120 dias de idade suplementados com
solucdo de leucina apresentaram caracteristicas semelhantes as de desnutricdo
infantil e modelos experimentais de desnutricio (Tab I) tais como: reducido da
massa corporal e dos niveis de proteinas e aumento de dcidos graxos livres no
plasma (Weinkove et al, 1976; Heard et al, 1977; Lunn & Austin, 1983;
Okitolonda et al., 1990; Clayessens et al., 1990, Wikes et al. 1996 e Ferreira
et al, 2003 e 2004; Lewis et al, 2006).

Existem amplas evidéncias de que a sinalizacdo exercida pelos
aminodcidos é de grande importdncia para os processos fisiolégicos. E bem
conhecido que uma infusdao de aminodcidos, in vivo, aumenta a sintese protéica
no miusculo induzido por insulina (Garlick & Grant, 1988; Kimball &
Jeffersom, 2006). Atualmente, sabe-se que este efeito se deve, em parte, pelo
controle da sinalizacdo intracelular exercida por esses nutrientes, pois, apés uma
dieta rica em proteina, as respostas anabdlicas em humanos, ratos e
camundongos, estdo acompanhadas de aumento da fosforilacdo da 4E-BPI e da
S6K-1 em figado e musculo, proteinas estas que sabidamente estdo envolvidas
com sintese protéica e crescimento celular (Shah et al, 2000; Balage et al,
2001). Inibi¢do farmacoldgica da producido de insulina em ratos previne o efeito
anabdlico dos aminodcidos, e em especial da leucina, indicando que aminodcidos
e insulina sdo requeridos para que haja um balanco positivo de nitrogénio
observadas em experimentos in vitro (Balage et al, 2001). Similarmente, em
humanos, leucina e insulina agem sinergicamente em estimular a fosforilacdo da
S6K-1 em musculo, e como conseqiiéncia aumento da sintese protéica (Greiwe et
al, 2001).

O modelo experimental de restricdo protéica, estabelecido por esse grupo
de pesquisa, confere aos animais as caracteristicas cldssicas de desnutricao.
Mais recentemente demonstramos reducdo da secrecdo de insulina estimulada
por glicose e também por aminodcidos. Esta reducdo se deve, em parte, a

mudang¢as no padrdo de expressdao de proteinas chaves do processo secretdrio
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(Ferreira et al 2003 e 2004). Neste modelo de restricio protéica, ainda,
demonstrou-se que as ilhotas de Langerhans apresentam reducdo da proteina
S6K-1 e niveis de leucina plasmadticos (Filiputti, E 2003). Bascados nestes
resultados, na relevincia destas proteinas para o processo de secrecdo de
insulina e do anabolismo protéico neste modelo de restricio protéica,
suplementou-se os animais por um periodo de 30 dias com leucina, no intuito de
observar se estas altera¢cdes poderiam ser recuperadas e/ou atenuadas, bem
como os mecanismos envolvidos neste processo.

Para a caracterizagdo desse modelo experimental houve a necessidade de
manter os animais, durante um més, confinados em gaiolas metabdlicas e
medidos, apds isso, consumo alimentar, consumo hidrico, e o teor de nitrogénio
eliminado nas fezes. Em estudos prévios, pesquisadores demonstraram que em
animais controle e suplementados com leucina ndo houve diferenca significativa
em ganho de peso, em ingesta alimentar e tdo pouco em ingesta hidrica,
semelhante aos resultados encontrados por Lynch et al, 2002. Os resultados
encontrados aqui estdo condizentes com esse trabalho, ressaltando que o ganho
de peso nos animais LP e LPL foi significativamente menor que NP e NPL (Fig. 1).
Estudos anteriores em nosso grupo de pesquisa ji haviam confirmado essas
observacdes (Ferreira et al, 2003).

Nossos resultados também confirmam que os grupos LP e LPL t€m uma
ingesta alimentar maior que os respectivos NP e NPL, ou seja, possivelmente a
falta de proteinas na dieta faz com que esses grupos tentem reverter o quadro de
privagdo protéica ingerindo maior quantidade caldrica (Fig. 2), porém esta
tentativa ndo reverte a taxa de crescimento nestes animais. Recentemente, Um et
al, 2004 relatou que a auséncia da proteina S6K-1 protege contra a obesidade
induzida por dieta e idade enquanto aumenta a sensibilidade a insulina,
concluindo que a perda de gordura pelos animais deficientes dessa proteina se da
pela rédpida oxidag¢do no tecido adiposo marrom e/ou miusculo e que,
possivelmente, isso ocorra, pois a obesidade estd ligada diretamente a via de
fosforilacdo oxidativa.

Em nosso trabalho observamos que apesar da ingesta alimentar estar,
aproximadamente, duas vezes maior em animais desnutridos, Fig 2, os quais

possuem niveis diminuidos de S6K-1, isso ndo provocou o acimulo de gordura

77



Tese de Doutorado

abdominal, retro-peritoneal e epididimal (Fig. 5), confirmando a observacido de
que a auséncia e/ou reducdo da S6K-1 pode alterar a via de oxidacdo rdpida
desses triglicérides e/ ou outros metabdlitos. Outro fato importante que merece
destaque é que a suplementacdo com leucina induziu aumento de consumo
alimentar somente em animais NPL. Aqui devemos salientar que a restricdo
protéica a que foram submetidos os animais LP ji4 induz um comportamento
alimentar que supera o possivel controle pela leucina dos hormdnios envolvidos
no controle da ingesta. Também podemos observar que a ingesta hidrica foi
similar entre os quatro grupos em estudo, concluindo, com isso, que a adicdo de
leucina na dgua nado provocou diferengca em seu comportamento de ingestdo
hidrica (Fig. 2). Por tdltimo, quantificamos o nitrogénio fecal nos grupos em
estudos, nos quais se observou uma diminui¢do do conteddo deste elemento em
animais LP e LPL (Fig. 4). Isso deve ocorrer por conta da diminui¢cido da ingestdo
de proteinas oriundas de uma dieta deficiente da mesma e por uma maior
assimilacdo de nitrogénio neste modelo de desnutrigdo.

Um fato importante foi que a suplementacdo com leucina proporcionou
mudancgas no perfil dos pardmetros bioquimicos, tais como reducdo dos niveis de
albumina sérica, glicose e insulina plasmdtica, aumento de proteinas em animais
LP. Este padrdo bioquimico pode sugerir aumento de sintese protéica nestes
animais apds tratamento com este aminodcido (tab. I), similar aos resultados
encontrados por Karlsson et al, 2004. Podemos destacar, ainda, que tanto o
grupo controle como desnutrido e suplementado apresentaram elevacdo de AGL e
de insulina plasmédtica e, também, apresentaram crescimento (aumento da massa
corporea) praticamente durante todo tempo experimental (fig. 1). A associacgio
destes parametros favorece a hipdtese de que o tratamento com leucina deve
induzir sintese protéica quando comparado com seus respectivos controles.

Talvez se nos animais desnutridos sua exposi¢cdo a leucina fosse estendida
por um periodo mais prolongado, poderiamos verificar mudancas somadticas
importantes através da avaliagcdo da massa corpdérea. Porém, o que sugere nossos
dados é que ocorra mudanca no perfil das proteinas soliveis essenciais para os
processos fisiolégicos e, neste caso, voltados para manutencdo do acoplamento,

estimulo e secrecdo de insulina induzida por nutrientes e de proteinas envolvidas
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na sinalizac¢do insulinica tecido especifica, com o intuito de manter a homeostase
glicémica.

Em nosso modelo experimental, verificamos que a suplementacdio com
leucina promoveu aumento tanto da sensibilidade periférica (Figs. 6, 7, 8 e 9)
como dos niveis de insulina plasmdticos frente a diferentes nutrientes, e em
especial a leucina, pesando ao final para a melhoria da homeostase glicemia, uma
vez que observamos reducdo da glicemia de jejum (Tab I). Outro fato importante,
que ainda podemos especular, consiste no possivel rearranjo da composicao de
gordura corporal dos animais desnutridos (Fig. 5). Observamos que o tratamento
com leucina produz uma tendéncia de remodelacdo deste compartimento corporal
aproximando-os dos animais controle e/ ou LPL, a despeito da ndo uniformizagdo
da massa corpdrea entre animais controle e desnutridos. Novamente, 0 aumento
da insulina plasmdtica, aumento da sensibilidade periférica a insulina, reducao
da glicemia e possivel aumento da sintese protéica podem explicar estas

mudancgas.

6.2 - Mecanismo de Secrecao Insulina e Vias de Controle

O mecanismo de secrecdo de insulina ¢é estimulado por nutrientes,
hormonios e diferentes estimulos nervosos. Aminodcidos constituem um grupo
importante de nutrientes que exercem multiplas func¢des no controle do processo
secretdrio, agindo como substrato e reguladores das vias metabdlicas. Também se
destaca o papel em regular a sintese protéica e inibir protedlise celular.
Aminodcidos também podem ativar vias de sinalizacdo em células B com
conseqiiente crescimento e proliferacio no péancreas endoécrino (Meijer &
Dubblhuis, 2004). Dentre eles podemos destacar a leucina que é capaz de
estimular e potencializar a secrecdo de insulina por dois diferentes mecanismos:
via transaminacdo da leucina formando o-cetoisocaproato (KIC) e via de ativacdo
alostérica da glutamato desidrogenase (GDH) causando a oxida¢do do glutamato
em o-cetoglutarato (-KG) ambas as vias geram intermedidrios do ciclo de Krebs
gerando ATP, influxo de cdlcio e conseqiiente aumento da secrecdo de insulina

(Changhong et al, 2002; Zhiyong et al, 2003).

79



Tese de Doutorado

Além deste efeito direto da leucina sobre o metabolismo celular das células
B ¢é descrito também que aminodcidos, nestas mesmas células, promovem
aumento da producio de insulina através da proliferacdo celular das células B,
como observado de fato em camundongos Knockout para S6K-1 (Pende et al,
2000; McDaniel et al, 2002).

Em nosso estudo, a suplementacdo com leucina promoveu uma mudanca
no perfil protéico das proteinas soliveis das ilhotas de Langerhans LPL e NPL,
(Fig 12), porém o volume das ilhotas permaneceu semelhante (Fig.10). O
metabolismo de glicose foi reduzido em ilhotas que sofreram suplementacdo,
porém tanto o metabolismo de leucina como a glutamina permaneceram
inalterados nos grupos em estudo. A redu¢do do metabolismo observado, tanto
em ilhotas LPL como em NPL, sugere que o mecanismo de acdo predominante da
leucina em estimular a secrecdo de insulina seja pela ativacdo alostérica da GDH.
Estudos recentes tem caracterizado que a ativacdo da GDH, e também a
glutamindlise, é o processo pelo qual leucina regula ambos o influxo de cdlcio e o
mecanismo de secre¢do de insulina em células B (Gao, et al 1999; Zhiyong et
al, 2003; Carobbio et al, 2004; Maechler et al, 2006). Esta afirmacdo foi
comprovada quando se utilizou o andlogo de leucina (BCH) substidncia nao
metabolizada que induz ativacio da GDH em células B.

Em ilhotas de Langerhans o metabolismo de glicose aumenta a formacdo
de GTP (um inibidor da GDH) e reduz o contetido de ADP (ativador da GDH),
(Detimary, et al 1996). Nés encontramos redug¢do em torno de 50% do
metabolismo de glicose em ilhotas de animais LP, isto se deve, em parte, ao efeito
da restricdo protéica a que foram submetidos estes animais. Esta caracteristica
culminou com reducdo significativa do mecanismo de secre¢cdo induzida por esta
hexose. Ap6s suplementacdo com leucina, observamos reducido da oxidacdo de
glicose tanto em ilhotas LPL como em NPL, porém esta reducdo foi muito mais
intensa no grupo controle em comparacdo ao grupo desnutrido (Fig. 12).
Mudancgas no metabolismo da glicose podem ter reflexos na sensitividade da GDH
para leucina (Gao et al, 2003). Nosso resultado comprova esta afirmacdo, pois
observamos reduc¢do da oxidagdo da glicose, tanto em LPL como em NPL.

Outro ponto favordvel a hip6tese de que a ativacdo alostérica da GDH, em

ilhotas LPL e NPL, é via preferencial utilizada pela leucina para estimular a
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secrecao de insulina em ilhotas de Langerhans foi que a taxa de oxidacdo deste
nucleotideo, como da glutamina, foi a mesma nos grupos em estudo (Fig. 13 e
14), pois se transaminacido fosse predominante, possivelmente, teriamos
aumento da taxa de oxidac¢do da leucina em animais suplementados. Outro ponto
favordvel ao papel da GDH reside no fato de pacientes que apresentam mutacao
do gene que codifica a expressdo protéica desta enzima, neles observamos
hiperinsulinismo associado a hiperamonemia, demostrando que aumento da
quantidade ou atividade da enzima pode gerar aumento na capacidade secretdria
em células B (Stanley et al, 1988; Changhong et al, 2003 e 2004; Magge et al,
2004).

Para demonstrar a eficiéncia da suplementacdo de leucina sobre a funcgéo
das ilhotas de Langerhans quantificamos a secre¢cdo de insulina induzida por
crescentes concentracdes de glicose (Fig. 15 e 16). O tratamento com leucina foi
capaz de aumentar a secre¢do de insulina em ambos NPL e LPL, a despeito de
uma reduc¢do da oxidacdo dessa hexose, quando foi utilizado como agente
insulinotrépico. Seja em ilhotas de ratos como de camundongo desnutridos,
leucina foi eficaz em corrigir a capacidade secretéria destas ilhotas,
principalmente em concentra¢des acima de 11.1 mM de glicose. E fato de que
desnutricio confere alteracdes celulares irreversiveis, principalmente no tecido
enddcrino pancredtico (Ferreira et al, 2003, 2004; Delguingaro-Augusto et al,
2004). Entretanto, com a suplementacdo conseguimos restaurar o processo
secretério, por outro lado ndo houve aumento do conteiido de insulina (Tab.I),
sugerindo que o efeito da leucina seja predominantemente em vias metabdlicas
envolvidas no processo secretdrio.

A secrecdo de insulina estimulada por glicose inicia-se com o
reconhecimento e subseqiiente metabolizacdo do nutriente pelas células B,
gerando um ou diversos sinais que levam a reduc¢do da condutincia ao K'. A
diminui¢do da condutancia ao K+*provoca um aciimulo relativo do referido cdtion
nas células B, com conseqiiente despolarizacio da membrana e abertura dos
canais de Ca2?+sensiveis a voltagem. O influxo de Ca2+e o aumento da [Ca2+]; ativa
a maquinaria exocitética, resultando em secre¢do de insulina (Henquin et al,
2006). Um efeito secunddrio da elevagido do [Ca2+]; é a ativacdo da adenil ciclase e

fosfolipase C (PLC), que agindo sobre substratos especificos, geram AMP ciclico
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(AMPc), diacilglicerol (DAG) e inositol 1, 4, 5 trifosfato (IP3). Estes amplificam o
sinal de [CaZ2+]; pelo efeito de liberacdo dos estoques celulares e por promover a
fosforilagdo de proteinas que sensibilizam o processo secretério ao cédlcio (Flatt
1996).

Através de experimentos eletrofisiolégicos, Path Clamp, nés demonstramos
- em células provenientes de ilhotas de camundongos desnutridos - que a
desnutricdo altera o potencial de membrana das células B, deixando estas células
mais despolarizadas quando comparadas com células controle (Fig.18).
Seguramente esta caracteristica contribui para reduc¢do da secrecdo de insulina
apresentada por este modelo. Apds suplementacdo com leucina, as células de
animais LP restauraram o potencial de membrana para valores semelhantes as
células controle. Entdo, leucina induz reduc¢do na utilizacdo da glicose através da
diminuicdo de sua oxidacdo, favorecendo a ativacdo da GDH e restaura o
potencial de membrana em células B de animais LP. Resta-nos a pergunta: serd
que estas caracteristicas produzem também alteracdes no movimento de cdlcio
nestas ilhotas?

O movimento de cdlcio em ilhotas de camundongo é usado como um
sensor do metabolismo celular, pois existe uma correlacdo direta entre o aumento
da concentracdo de nutrientes metabolizdveis e [Ca2+]i. NOs testamos esta
hipétese e observamos que a desnutricdo gerou mudanca no movimento de cdlcio
em ilhotas de Langerhans quando induzidas por concentrac¢des crescentes de
glicose, correlacionando com a pobre secrecdo de insulina apresentada por estas
ilhotas (Fig. 19). A suplementacdo com leucina corrigiu esta deficiéncia no
movimento de cdlcio, promovendo um perfil semelhante as ilhotas controle. Fato
interessante foi que o tratamento com leucina também modificou o movimento de
cdlcio em ilhotas de animais NPL. A principio, este dado nos levaria a pensar que
o aumento do metabolismo poderia explicar tal comportamento, porém,
observamos que em NPL e LPL leucina induziu reduc¢do da oxidacdo da glicose.

Recentemente tem sido documentado que KIC, mas ndo leucina, fecha os
canais de potdssio ATP sensiveis, em células B de ob/ob por uma acdo direta
(Branstrom, et al, 1998). Talvez aqui, a transaminacdo da leucina/ KIC poderia
favorecer um efeito do KIC em modular os canais de potdssio e induzir influxo de

cdlcio. Um estudo mais recente demonstra que leucina up-regula a glicoquinase
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gerando aumento nos niveis de NAD(P)H e ATP sintase, elevando os niveis de ATP.
A combinacio destes fatores leva ao aumento [Ca2+]; e secrecdo de insulina em
cultura de células B de ratos (Yang et al, 2006), porém mais dados sio
necessdrios para suportar esta idéia de que KIC modula os (K*arp).

Outros nutrientes podem alterar a permeabilidade ao K+ e estimular a
secrecdo de insulina (Floyd et al, 1963; Henquin & Meissner, 1981; Blacher et
al, 1989). Foi demonstrado que leucina e arginina aumentam a secrecdo de
insulina tanto in vivo como in vitro. Esses aminodacidos, através da alteracdo dos
fluxos i6nicos, modificam o potencial de membrana das células B, influenciando
assim, a permeabilidade ao cdlcio, (Henquin, 1980; Herchuelz et al, 1984;
Blacher et al, 1989; Sener et al, 1990).

Leucina, foco de interesse deste projeto e seu derivado KIC, reduzem a
permeabilidade aos fons K+ em células B pancredticas, com magnitude idéntica
aquela observada por glicose. Porém, o mecanismo pelo qual leucina e KIC
estimulam a secrecdo de insulina ainda permanece obscuro (Li et al, 2004). Em
nosso modelo experimental foi demonstrado que a secrecdo de insulina induzida
agudamente por leucina estd prejudicada. A suplementacdo crdonica com leucina
conferiu melhora no processo de secre¢do de insulina quando se utilizou esse
agente insulinotrépico tanto em ilhotas LPL como em NPL (Fig. 17). Quando
utilizamos agudamente, em ilhotas LP, arginina, um aminodcido que age
predominantemente despolarizando a membrana celular, observamos diminuigdo
na secrecdo de insulina em presenca desse nutriente catidnico. Esta reducdo
pode ocorrer devido a alteracdes na populacdo de canais da membrana ou pela
atividade dos mesmos, determinado pelo potencial de membrana, vide Fig 19 e
17. Quando se suplementa com leucina, observamos aumento na secre¢cdo de
insulina em ambos os grupos, NLP e LPL e ainda corrigindo a deficiéncia
secretdoria apresentada pelo grupo LP, frente a estes estimulos. Aqui obtivemos
aumento de secre¢cdo de insulina semelhante ao estimulo com glicose, porém por
mecanismo distinto desta hexose, favorecendo assim a hipétese de que a ativacgao
da GDH pode ter uma acdo primordial neste modelo de suplementacao.

Né6s utilizamos em ilhotas o d4cido aminooxiacético (AOA), verificou-se que
este dcido foi capaz de inibir a secre¢do de insulina induzida por glicose nos

quatro grupos estudados. AOA foi usado para testar o papel da transaminacdo na
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glutamindlise. Este dcido marcadamente inibe a estimulacdo que o KIC exerce na
[Ca2+]i e diminui a secrecdo de insulina de ilhotas isoladas (Malaisse et al 1982;
Zhiyong et al, 2003). O bloqueio da transaminacdo pelo AOA em presenca de
glicose, e conseqiiente reducdo da secrecdo de insulina em todos os grupos
estudados, favorecem a hipdtese de que a via de acdo da leucina pode ser
predominantemente pela ativacdo da GDH.

O bloqueio da transaminac¢do pelo AOA mantém ativada a conversdo de
glutamato a o-cetoglutarato e este proporciona substrato para o ciclo de Krebs
promovendo aumento da ATP/ADP. A importincia desta via pode ser
caracterizada porque o percentual de reducdo ¢ o mesmo em ilhotas controle
quando comparada aos grupos desnutridos e suplementados. Como o estimulo
utilizado foi glicose e esta promove aumento do GTP e conseqiiente diminuicdo do
ADP, isto levaria a uma inibicdio da GDH. Em nosso modelo o tratamento com
leucina induz uma marcante reducdo do metabolismo desta hexose (Fig. 12),
pesando para menor modulacdo da GDH pela glicose, favorecendo maior ativagao
da enzima nas ilhotas pelo tratamento cronico com leucina. Entretanto em
presenca de estimulo agudo com glicose, o AOA foi potente em inibir a secrecdo
de insulina em todos os grupos.

Como AOA é um potente bloqueador da transaminase e glicose um forte
inibidor da GDH explicam a marcante reducdo de insulina apresentada em todos
os grupos estudados. Novamente podemos sugerir que leucina deve,
predominantemente, utilizar a ativacdo alostérica da GDH, na qual a glutamina
se transforma em glutamato em o-cetoglutarato e este, por sua vez, entra no ciclo
de Krebs e produciao de ATP gerando sinais metabdlicos, os quais culminam com
a secrecdo de insulina (Xu et al, 2001). Estudos recentes indicaram que a
quantidade de glutamato presente nas ilhotas pancredticas estd na ordem de 210
pmol/ilhota, ou seja, as ilhotas podem ficar de 3 a 4 horas utilizando glutamato
como combustivel mitocondrial (MacDonald et al, 2003).

Até o momento destacamos o papel de a leucina agir como secretagogo de
insulina, porém pode também exercer a funcdo de nutriente que regula a sintese
protéica em adip6citos e outros tecidos, atuando por mecanismos que sao
independentes da insulina, ou em associagdo com a mesma (Lynch et al 2003;

Meijer & Dubbelhuis, 2004).
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Insulina e aminodcidos demonstram exercer seus efeitos através da
fosforilacdo de elementos reguladores da traducdo via ativacdo da PHAS-Te S6K-1
através da ativacdo pela mTOR. A proteina mTOR fosforila a S6K-1 que, por sua
vez, fosforila a proteina ribossomal S6, a qual estd correlacionada com mRNAs
que codificam proteinas ribossomais e fatores de elongacdo traducionais e
conseqiientemente, aumento da sintese protéica em diferentes tecidos (Xu et al,
2001). E de conhecimento geral que a desnutri¢gio pode estar relacionada com a
diminuicdo da massa da célula B, esta alteracdo é um dos multiplos fatores que
ocasionam a diminui¢cdo da secrecdo de insulina em ilhotas de animais LP
(Latorraca et al, 1998). Trabalhos recentes demonstraram que camundongos
Knockout da S6K-1 apresentaram reducdo da massa de células B, com
conseqiiente diminui¢do dos niveis de insulina. (Pende et al, 2000). Esse dado
da literatura é de fundamental importidncia, uma vez que nossos resultados
revelaram uma diminui¢do na expressdo génica e protéica da S6K-1 (fig. 25 A e
B), o que poderia justificar em parte a reducdo da secrecido de insulina em ilhotas
de animais LP. Existe alguma relacdo entre a suplementacdo com leucina e

ativacdo de vias de crescimento em ilhotas de Langerhans?

6.3 - Suplementacio com Leucina e Alteracoes Fisiologicas

Com o intuito de esclarecer esta pergunta, verificamos na literatura
evidéncias de que as vias de sinalizacdo exercidas por aminodcidos, como
demonstrado em ilhotas de Langerhans, tém grande importancia fisiolégica. As
vias de sinalizacdo exercidas por aminodcidos, em musculo e figado, estdo
reduzidas com a idade, provavelmente por uma diminuicdo na afinidade
metabdlica para leucina favorecendo a perda de proteina do organismo com o
envelhecimento (Dardevet et al, 2000). O efeito de aminodcidos em modular o
metabolismo da glicose, neste caso, ndo é muito claro. In vivo, o aumento da
concentracdo de aminodcidos na veia porta durante o periodo de transi¢cdo jejum-
alimentado é suficiente para aumentar o volume das células do figado e estimular
sintese de glicogénio (Meijer, 2000).

Leucina, em particular, estimula aumento do transporte de glicose em musculo

isolado de ratos por uma via dependente da PI3k, mecanismo independente da
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rapamicina (Nishitani et al, 2000). Aminodcidos ndo sdo somente importantes
metabdlitos intermedidrios, mas também podem agir como moléculas
sinalizadoras com um efeito insulina-like. Os mecanismos envolvidos incluem a
via de sinalizagdo dependente da mTOR e, também, a habilidade de alguns
aminodcidos em aumentar o volume celular. Além disso, em células B os
aminodacidos podem estimular de maneira indireta (Fig. 15 e 16) e diretamente
(Fig.19) a producido e a secrecdo de insulina e com isto aumentar as
propriedades anabdlicas celulares.

Em animais LP, tanto in vivo como in vitro, apresentam uma incapacidade de
secretar insulina frente a uma carga de glicose (Cherif et al, 2001; Ferreira et
al, 2003; Delguingaro-Augusto et al, 2004). Este animais tem que normalizar
sua glicemia através do aumento da sensibilidade periférica ao hormonio insulina
e, portanto, aumento da atividade do IR e IRS1 em destaque em figado e misculo
(fig. 6, 7 8 e 9). Através destas caracteristicas apresentam uma capacidade de
reduzir a glicose plasméatica do que os animais NP ou NPL, como podemos
observar na Tab. I. Entdo para que a homeostase de glicose seja mantida neste
grupo de animais em fun¢do da baixa capacidade secretdria, eles tém que
modular sua sensibilidade periférica ao hormoénio insulina.

Quando os animais sdo tratados com leucina observamos uma mudancga
no comportamento dos niveis basais de insulina. Este aminodcido promove um
aumento dos valores basais de insulina nos dois grupos de animais (NPL e LPL)
quando comparado com os grupos NP e LP. Isto em parte se deve ao efeito
insulinotrépico deste aminodcido, como discutido anteriormente.

Nos animais NPL como os LPL, os niveis basais de insulina ja seriam
suficientes para restabelecer os niveis glicémicos apds a carga de glicose, sendo
assim, o pancreas endodcrino ndo necessitaria secretar mais insulina para
promover a homeostase desta hexose. Porém, os animais NP possuem uma
capacidade adicional em promover aumento da secre¢do de insulina quando estes
estdo diante de agentes insulinotrépicos que exigem a participacdo de toda
maquinaria enzimdtica celular envolvida no processo de secrecdo deste hormodnio.
Esta caracteristica confere aos animais NPL uma capacidade de estimular a

secrecdo de insulina em relacdo ao controle, apés uma carga de glicose. J4 os LPL
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estdo com o mecanismo de secrecdo em nivel préximo de seu limite secretdrio
promovido pela administracdo didria de leucina.

Este fato produz uma queda rdpida da glicose plasmdtica e promove um
controle da glicemia de maneira distinta ao que ocorre nos animais NP e NPL.
Para que este menor nivel de insulina seja capaz de reduzir a glicose plasmética
de maneira mais rdpida, existe a necessidade de que aumente a atividade dos
elementos que compde a cascata de sinalizacdo deste hormdnio em diferentes
tecidos (Greiwe et al, 2001) como comprovado nas figs. 6, 7, 8 e 9.

Outro fato que destacamos é que a suplementacido, além de aumentar a insulina
basal, pode favorecer que a insulina seja desativada mais precocemente nos
tecidos-alvo, para evitar um possivel papel proteolitico produzido pela
administracdo de aminodcidos isolados, bem como, pela presenca de niveis altos
de insulina em organismos que passaram por caréncia protéica em determinados
momentos de seu desenvolvimento (Kadowaki & Kanazawa, 2003). Esta
caracteristica em associacdo com a incapacidade de secretar insulina quando
comparada ao NP frente a glicose (Ferreira et al, 2003 e 2004), pode ser um
fator de prejuizo para estes animais durante seu processo de envelhecimento,
podendo com isto gerar possiveis problemas metabdlicos, como jid demonstramos,
em estudos anteriores, redug¢do de PKC, PKA, IR, IRS-1, mTOR e S6K-1 em
ilhotas de Langerhans. Estas alteracdes estio acompanhadas de prejuizo do
processo de secre¢do de insulina e no controle autécrino e paracrino, culminando
com a baixa resposta a diferentes agentes insulinotrépicos (Aratjo et al, 2002;
Ferreira et al 2003 e 2004; Filiputti et al, 2006). Diante disso a administrag¢ido
de leucina é benéfica para animais LP, porém o tempo, bem como as
concentracdes a serem utilizadas sdo pardmetros fundamentais para um controle

fino da homeostase glicémica.

6.4 - Suplementacao com Leucina e Vias de Sinalizacdo em Ilhotas

Leucina, em particular, estimula aumento do transporte de glicose em musculo
isolado de ratos por uma via dependente da PI3k, mecanismo independente da

rapamicina (Nishitani et al, 2000). Além de importantes metabdlitos

intermedidrios, os aminodcidos agem como moléculas sinalizadoras com um
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efeito insulina-like. Os mecanismos envolvidos incluem a via de sinalizagdo
dependente da mTOR. Além disso, em células B os aminodcidos podem estimular
a producio de insulina aumentando as propriedades anabdlicas celulares.
A desnutricdo protéica estd associada a reducdo na secrecdo de insulina pelas
células B pancredticas e alteracdo na sensibilidade a esse hormdnio em tecidos
periféricos que sdo, em geral, contrabalanceados por uma homeostase glicémica
(Reis et al, 1997). Humanos e modelos animais, que foram alimentados com
dieta hipoprotéica por um periodo prolongado podem desenvolver um
desequilibrio glicémico levando ao diabetes ou a intolerdncia a glicose (Hales e
Barker, 2001). Estudos prévios de nosso grupo demonstraram que o tratamento
in vitro de ilhotas pancredticas de ratos controle, onde se adicionou um
oligonucleotideo antisense direcionado contra a expressdo de mRNA de IRS-1,
promoveu um aumento significante na secrecdo de insulina induzida por glicose
(Araijo et al, 2002).
Com base nesses dados, avaliamos a expressdo protéica do IR nas ilhotas dos
ratos dos quatro grupos animais NP, NPL, LP ¢ LPL (Fig. 21) e observamos que
houve aumento na expressao dessa proteina em ilhotas de animais LP, devido a
restricdo protéica a que foram submetidos. Porém, quando esses animais foram
suplementados (LPL) houve uma diminuicdo, significativa, dessa proteina em
valores semelhantes aos das ilhotas proveniente aos animais NP e NPL.
Provavelmente, isso deve, em parte, ao aumento da insulinemia oriunda da
suplementacdo com leucina (Tab. I) e também da gerag¢do de sinais metabdlicos
produzidos pela leucina no citosol das células da ilhota. Seguindo essa mesma
linha de investigac¢do, observamos também que a quantidade protéica do IRS-1 se
apresentou reduzida em LP e LPL (Fig. 22). Em fun¢do do aumento da
quantidade protéica do IR induzido pela desnutricdo, os niveis de IRS1 se
mantiveram reduzido. J4 a suplementacdo com leucina parece ndo exercer
interferéncia no contetddo protéico nos dois grupos em estudo LPL e NPL. Resta
ainda especular um possivel efeito da leucina em modular a atividade tanto do IR
como do IRS1, a exemplo que ocorreu em musculo e figado.

Por outro lado, nos resta ainda lembrar que, a populacdo de IR e IRS-1 nos
diferentes tipos celulares da ilhota (Aratjo et al 2002) é diferente e pode sofrer

modulacdo distinta tanto da quantidade como de sua atividade influenciando o
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controle pardcrino e autdcrino da ilhotas. Recentemente Araijo et al (2004)
trataram as ilhotas pancredticas de ratos desnutridos com insulina exdgena e
observaram um aumento da atividade da PI3K associada ao IRS-1 e IRS-2. Por
outro lado, embora a expressdo do IRS-1 esteja consideravelmente diminuida em
ilhotas de animais LP, essas células respondem com aumento da sinalizacdo
molecular induzida por insulina. Resultados similares foram descritos em
modelos animais de resisténcia a insulina e, aparentemente, a inducido da
fosforilacdo em tirosina dos substratos do IR, pela insulina, reflete com maior
propriedade a ativacdo dessa via particular do que uma simples medida da
expressao protéica especifica (Kahn & Saad, 1992; Bezerra et al, 2000; Bertelli
et al, 2003).

Seguindo neste mesmo raciocinio nés encontramos apds suplementagdo com
leucina aumento da expressdo génica, protéica e da atividade da enzima PI3K em
ilhotas de animais NPL e LPL (Fig. 23 A, B e C). Em miusculo leucina é capaz de
induzir sintese protéica tanto em ratos jovens como velhos, através da inducdo do
aumento fator transcricional 4E-BP1. Este aumento foi dependente da elevacido
dos niveis plasmaticos de insulina induzidos pela suplementacdo pela leucina,
esta via é dependente da PI3K, mTOR e S6K-1 (Anthony et al, 2000; Dardevet
et al 2002). A exemplo do que ocorre em musculo de animais suplementados,
nds encontramos aumento da expressao génica e protéica da mTor e da S6K-1 e
aumento da expressao génica da PHAS-I, em ilhotas de LPL, ficando inalterados
em ilhotas provenientes de NPL. O conjunto dos dados encontrados sugere que a
leucina através da via de sinalizacdo da PI3K, esteja induzindo aumento de
expressdo de proteina relacionada ao mecanismo de secre¢cdo de insulina.
Favordvel a esta hipdtese estd a disposicdo eletroforética das proteinas soldveis
citoplasmaticas (Fig. 11), o contetido e a secrecdo de insulina mostrada na (Tab
I), a liberacdo de insulina quando o estimulo foi glicose, leucina, arginina e AOA
(Fig. 15, 16, 19 e 20).

O aumento da expressdo génica, protéica e da atividade da PI3K é um indicativo
de que a suplementacdo e em especial a leucina seja o responsdvel em modular a
atividade da via, pois observamos aumento de secrecdo tanto em NPL como em
ilhotas LPL, porém somente aumento da expressdo protéica da S6K-1 em ilhotas

LPL. Esta informacdo correlaciona com achados anteriores onde demonstramos
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reducgdao de PKC, PKA, IR, IRS1, mTOR e S6K-1 em ilhotas de Langerhans e estas
alteracdo estdo acompanhadas de prejuizo do processo de secrecdo culminando
com a baixa resposta a diferentes agentes insulinotrépicos (Aratjo et al, 2002;
Ferreira et al 2003 e 2004; Filiputti et al, 2006). Por tltimo, existem
evidéncias de que a PI3K estd envolvida com o movimento de cdlcio em células B
de camundongos e em linhagem de células BTC3 (Aspinwall et al, 2000),
possivelmente liberando cdlcio do reticulo endoplasmaético, sendo esse efeito
mediado pelo IRS-1. Além disso, também encontrou-se dados na literatura que
relaciona a PI3K com a mobilizacdo dos canais de cdlcio voltagem-dependentes
para a membrana celular em linhagem de células transfectadas com as
subunidades cataliticas dessa enzima, expressando PI3Ky (Viard et al, 2004).

Em nosso estudo verificamos que a suplementacdo com leucina promoveu
aumento da expressao génica, protéica e da atividade da PI3K em ilhotas LPL e
NPL, porém manteve inalterado os niveis protéicos de IRS-1. Também observamos
aumento do movimento de cdlcio (Fig 18) nos grupos submetidos ao tratamento
com leucina com maior liberacdo de insulina. Diferente dos resultados
encontrados por Aspinwall et al, 2000 nés observamos aumento da quantidade
protéica e da atividade da PI3K, mas sem mudancas nas concentracdes protéicas
de IRS-1 (Fig. 22). Contudo, observou-se aumento das oscilagdes de cdlcio nesses
grupos. Estes achados sinalizam para a hipdtese de que os sinais metabdlicos
gerados pela leucina devam produzir seus efeitos em parte via PI3K e esta, por
sua vez, deve participar do rearranjo da concentracdo citosdlica dos fons cdlcio,
principalmente em ilhotas LPL. Sugere, ainda, que esse efeito ndo € mediado por
IRS-1, uma vez que ndo observamos mudancas em seu conteido protéico, apds o

tratamento com leucina.
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7 - CONCLUSAO

O conjunto dos resultados encontrado neste trabalho, apds suplementacio
com leucina, sinaliza para uma modulagcdo da sensibilidade dos tecidos
periféricos, como figado e muisculo, de maneira tecido especifica. Isto confere uma
regulacdo da homeostase glicémica de maneira distinta entre animais NPL e LPL.
Destaca-se aqui o papel exercido por sinais gerados pela leucina regulando a
atividade tanto do IR como IRS-1.

No pancreas enddcrino observa-se aumento da liberacdo de insulina em
ilhotas em NPL e recuperagdo da capacidade secretdria das ilhotas LPL. Estes
achados direcionam para que os sinais metabdlicos produzidos pela leucina
devam promover seus efeitos, via dois sensores a GDH que em parte controla a
glutamindlise e por outro lado estd a PI3K que deve exercer seu papel ativando
vias envolvida com a sintese protéica, através da mTOR e uma possivel acao,
dessa enzima na mobilizacdo de cdlcio dos estoques intracelulares. Estes dois
sensores devem atuar sinergicamente participando ainda do rearranjo da
concentracdo citosélica dos fons cdlcio, principalmente em ilhotas LPL, com

amplificacdo de sua capacidade secretdria.
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