UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

INSTITUTO DE BIOLOGIA

Thiago Martins Batista

“Modulacao do mecanismo de secreciao de insulina em
ilhotas pancreaticas de ratos submetidos a restri¢cio protéica

e suplementados com taurina”

Este exemplar corresponde & redagdo final Dissertacdo apresentada ao Instituto de

; p . Biologia para obten¢do do Titulo de
da tese defendida pelo(a) candidato (a) Mestre em Biologia Funcional e

[Thha  MARNDNS parisi Molecular, na area de Fisiologia.

e aprovada pela Comissao Julgadora.

Orientador: Prof. Dr. Everardo Magalhies Carneiro

Campinas, 2009



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA — UNICAMP

Batista, Thiago Martins

B32m Modulagédo do mecanismo de secrec¢éo de insulina em
ilhotas pancreéticas de ratos submetidos a restricdo
protéica e suplementados com taurina / Thiago Martins
Batista . — Campinas, SP: [s.n.], 2009.

Orientador: Everardo Magalhdes Carneiro.
Dissertagdo (mestrado) — Universidade Estadual de
Campinas, Instituto de Biologia.

1. Desnutricdo. 2. Dieta com restricdo de proteinas.
3. Taurina. 4. Insulina - Secregdo. 5. Langerhans,

llhotas de. |. Carneiro, Everardo Magalhaes. Il
Universidade Estadual de Campinas. Instituto de Biologia.
[ll. Titulo.

Titulo em inglés: Insulin secretion mechanisms in pancreatic islets of protein-restricted rats
supplemented with taurine.

Palavras-chave em inglés: Malnutrition; Protein-restricted diet; Taurine; Insulin — Secretion;
Islands of Langerhans.

Area de concentragéao: Fisiologia.

Titulagdo: Mestre em Biologia Funcional e Molecular.

Banca examinadora: Everardo Magalhdes Carneiro, Leonardo dos Reis Silveira, Marcio Alberto
Torsoni.

Data da defesa: 02/07/2009.

Programa de P6s-Graduacgao: Biologia Funcional e Molecular.



BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Everardo Magalhdes Carneiro (Orientador)

Prof. Dr. Leonardo dos Reis Silveira

Prof. Dr. Marcio Alberto Torsoni

Prof. Dr. José Barreto Campello Carvalheira

Profa. Dra. Carmen Verissima Ferreira

Campinas, 2 de julho de 2009

i C} C (—/, )
Assinatura
\ : R ‘
\OpATC Dy 2 a\S
Assinatura

y A /X
/ ] it .ASSinatura.

Assinatura

Assinatura



Agradecimentos

Agradeco primeiramente aos meus pais e irma por todo apoio e compreensao em

todas minhas decisoes.

Ao prof. Dr. Everardo Magalhaes Carneiro por abrir as portas do laboratério e por

toda a orientagdo valiosa e disposi¢do para fazer experimentos.

Aos que contribuiram diretamente para a idealizacdo e realizacio desse trabalho:

Rosane, Andressa, Priscilla e Camila.

Aos demais companheiros de trabalho por toda assisténcia, orienta¢do e

momentos de descontracao.

Aos funciondrios do departamento de Anatomia, Biologia Celular e Fisiologia que

de alguma forma sempre contribuiram para o andamento do trabalho.

A todos os companheiros de rock n’roll de Brasilia: Marcelo, Guilherme, Pedro,

Kaduzick, Ricardo, Thiago. Vocés sdo demais!!!

Aos colegas de graduacdo, especialmente galera Rins: Marcelo, Mariana, Cecilia,

Tatiane, Clara e Raquel.

Ao prof. Dr. Fernando Fortes de Valéncia da Universidade de Brasilia por ajudar

no inicio de tudo isso.

A FAPESP pela concessdo da bolsa de estudos.

Up the irons!!!

iv



Sumario

RESUMO ...ttt et et sa ettt et s sttt ese s Xiii
ABSTRACT ...ttt et st e e st e e e e stte e snaeesbeeensaessaeennneennes XV
LINTRODUQGAO. ...t 1

1.1 Secrecaodeinsulina............ ... 2

1.2 Desnutricao e secrecao deinsulina........................ooiiiiii, 6

1.3 Taurina e secrecao de Insulina................cccoovviieiiiiniiieeiie e 8

2.0BJETIVOS. ...ttt ettt ebt et 10
3. MATERIAIS E METODOS........ccooooiiiriieeiineeeseeeess e ssssseesssesesss s esessss 12
3.1 Animais, dieta e SUplementacao..............cccceeevvieeriiiiiiiiinieeeee e 13
3.2 Procedimentos EXperimentais...............cccoeouviiiiiiiiiiiiiie e 18
3.2.1 Avaliacao de parametros biométricos e bioquimicos..................ccceevrrrennnenn. 18
3.2.2 Teste intraperitonial de tolerancia a glicose..................c.c.ccooeeiiiiiiiiniecciee. 20
3.2.3 Isolamento de ilhotas pancreaticas de ratos...................ccccoevvvervieeciiecieeneereenen. 20
3.2.4 Secrecao estatica de insulina................c.coooiiiiiiii e 20
3.2.5 Western BIotting................ooooiiiiiiiiiiee e e 21

3.2.6 Registro de movimentos citoplasmiticos de jons Ca®>* em ilhotas de 22

Lan@erhans.............ccooooiiiiiiiice et a e e e e srbaeeanns

3.3 Andlise EStatiStica..............ccooieiiiiiiiiiiicieieeeee e s 23
4. RESULTADOS. ...ttt ettt st saa e saaeesa e s aesasaesseeseessaenseeseensaens 24
4.1 Caracterizacao do Modelo Experimental...................cccccooiiiiiiinniiniiiiieneee 25
4.1.1 Parametros biomeétricos.............c.ooiiviiiiiiniiniienieneeeiee e 25
4.1.2 Parametros bioquimicos plasmaticos...................c.ccccoevvieiiieiiiiiiiie e 27
4.1.3 Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose (ipGTT)..........c..cccceeeiiereeennnnnne. 29
4.2 Secrecao de INSULING..............cccooviiiiiiiiiiii e s 33
4.2.1 Secrecao estatica de insulina estimulada por glicose................c.coocooiiinnnn. 33



4.2.2 Secrecao estatica de insulina potencializada por carbacol.............................

4.3 Vias de sinalizacao: expressao protéica em ilhotas de ratos...............................

4.4 Registro de movimentos citoplasmaticos de jons Ca’* em ilhotas de

Langerhans

S DISCUSSAO. ..o

5.1 Caracterizacao do modelo experimental..................c..cccoooiiniiiiniiiniiineee,

5.2 Secrecao de INSUlina.............cooooiiiiiiiiiiiii e

5.3 Vias de SINAlIZACAO. .........cooceeeiiiiiiiiiiieeiee ettt e

5.4 Movimento citoplasmatico de 1onS Ca.............ccooevovoevoeeoreeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesreeeeens
6. CONCLUSOES.........ooriiiiiiniiniieeieee et
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ......oooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e,

8. ANEXOS

vi

35

36

43

44

46
49
53
56
58
67



Lista de abreviaturas

a-Tub - a-tubulina

Ach - Acetilcolina

AGLs - Acidos graxos livres

AIN - Instituto americano de nutri¢ao

Akt/PKB - Proteina quinase B

Anova - Andlise de variancia

ATP - Trifosfato de adenosina

C - Grupo experimental controle

Ca®* - Ton cdlcio

[Caz+]i - Concentragdo intracelular de cdlcio

Cch - Carbacol

CNA - Comprimento naso-anal

COL - Colesterol

CT30 - Grupo experimental controle suplementado com taurina por 30 dias
CT90 - Grupo experimental controle suplementado com taurina por 90 dias
D - Grupo experimental desnutrido

DAG - Diacilglicerol

DNA - Acido desoxirribonucléico

DT30 - Grupo experimental desnutrido suplementado com taurina por 30 dias
DT90 - Grupo experimental desnutrido suplementado com taurina por 90 dias
DTT - Ditiothreitol

GLUT-2 - Transportador de glicose 2

GLUT-4 - Transportador de glicose 4

GTP - Trifosfato de guanosina

IGF - Fator de crescimento semelhante a insulina

IGFBP - Proteina de ligacdo ao IGF

IPs- Inositol 1, 4, 5 trifosfato

IP;R - Receptor de inositol 1, 4, 5 trifosfato

vii



ipGTT - Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose

IRS-1 - Substrato 1 do receptor de insulina

K* - Ton potéssio

Kartp - Canal de potdssio dependente de ATP

M3 - Receptor muscarinico 3

NES - Proteinas de fusao sensiveis a N-etilmaleimida

p85- Subunidade regulatéria da PI3K de 85 kDa

PC - Fosfatidilcolina

PDX-1 - Fator homeobox pancreatico-duodenal

PE - Fosfatidiletanolamina

PI3K - Fosfatidil inositol 3-quinase

PKA - Proteina quinase A

PKC - Proteina quinase C

PLC - Fosfolipase C

PMA - Miristato acetato de férbol

RE - Reticulo endoplasmaético

S6K-1 - Quinase de proteina ribossomal S6

SDS - Duodecil sulfato de s6dio

SERCA - Ca** - ATPase do reticulo sarco(endo)plasmatico
SNAP - Proteinas soliveis ligantes ao fator sensivel a N-etilmaleimida
SNAP-25 - Proteina sinaptossomal associada de 25kDa
SNARE - Receptores de proteinas soltveis ligantes ao fator sensivel a N-etilmaleimida

VAMP-2- Proteina associada a membrana vesicular isoforma 2

viii



Lista de figuras

Fig. 1 (a) Peso corpdreo de ratos controle (C), controle suplementados com taurina por 30 dias
(CT30) e 90 dias (CT90), desnutridos (D) e desnutridos suplementados com taurina por 30 dias
(DT30) e 90 dias (DT90) acompanhados por 12 semanas. n = 5 para todos os grupos
experimentais. (b) Média + EPM da édrea abaixo das curvas (AAC) de ganho de peso. * indica
diferenca estatistica em relacdo a C. P < 0.001 (ANOVA Two-Way e p6s teste de Newman-
Keuls).

Fig. 2 Taurina circulante no plasma de ratos controle (C), controle suplementados com taurina
por 30 dias (CT30) e 90 dias (CT90), desnutridos (D) e desnutridos suplementados com taurina
por 30 dias (DT30) e 90 dias (DT90). Média = EPM. n = 4 para todos os grupos experimentais. #
indica diferenca estatistica em relagdo a C. * indica diferenca estatistica em relagdo a D. P < 0.05
(Teste t de Student).

Fig. 3 (a) Glicemia média £ EPM de ratos controle (C), controle suplementados com taurina por
30 dias (CT30), desnutridos (D) e desnutridos suplementados com taurina por 30 dias (DT30)
apds a administracdo intraperitoneal de 2g de glicose/Kg de peso, n = 5-9. (b) Média + EPM da
drea abaixo da curva (AAC) da glicemia dos grupos experimentais. * indica diferencga estatistica
em relacdo a C. P < 0.05. (ANOVA Two-Way e po6s teste de Newman-Keuls).

Fig. 4 (a) Glicemia média + EPM de ratos controle (C), controle suplementados com taurina por
90 dias (CT90), desnutridos (D) e desnutridos suplementados com taurina por 90 dias (DT90)
apods a administracdo intraperitoneal de 2g de glicose/Kg de peso, n = 7-9. (b) Média + EPM da
drea abaixo da curva (AAC) da glicemia dos grupos experimentais. * indica diferencga estatistica
em relagdo a C. P < 0.05. (ANOVA Two-Way e po6s teste de Newman-Keuls).

Fig. 5 Secrecio estatica de insulina de ratos (a) controle (C), controle suplementados com taurina
por 30 dias (CT30), (b) desnutridos (D) e desnutridos suplementados com taurina por 30 dias
(DT30). As ilhotas foram pré-incubadas em solu¢@o de Krebs contendo 5.6mM de glicose durante
1 h. Apés a retirada do liquido de pré-incubacdo, as ilhotas foram expostas a solucdo de Krebs
contendo 2.8, 8.3, 16.7 e 22.2 mM de glicose por 1 h, n = 10. (¢) valores representam a média +
EPM. * indica diferenca estatistica em relacdo a C para cada concentragdo de glicose. P < 0.05
(ANOVA Two-Way e pos teste de Newman-Keuls).

X



Fig. 6 Secrecio estdtica de insulina de ratos (a) controle (C), controle suplementados com taurina
por 90 dias (CT90), (b) desnutridos (D) e desnutridos suplementados com taurina por 90 dias
(DT90). As ilhotas foram pré-incubadas em solu¢@o de Krebs contendo 5.6mM de glicose durante
1 h. Apés a retirada do liquido de pré-incubacdo, as ilhotas foram expostas a solucdo de Krebs
contendo 2.8, 8.3, 11.1, 16.7 e 22.2 mM de glicose por 1 h, n = 6-10. (¢) valores representam a
média £ EPM. * indica diferenca estatistica em relacdo a C para cada concentragéo de glicose. P
<0.05 (ANOVA Two-Way e pos teste de Newman-Keuls).

Fig.7 Secrecdo estatica de insulina de ratos controle (C), controle suplementados com taurina por
90 dias (CT90), desnutridos (D) e desnutridos suplementados com taurina por 90 dias (DT90). As
ilhotas foram pré-incubadas em solucdo de Krebs contendo 5.6mM de glicose durante 1 h. Apds a
retirada do liquido de pré-incubagdo, as ilhotas foram expostas a solucdo de Krebs contendo 11.1
mM de glicose e 100UM de carbacol por 1 h, n = 12. Os valores representam a média + EPM. *
indica diferenca estatistica em relagdo a C. P < 0.05 (ANOVA Two-Way e p0s teste de Newman-
Keuls).

Fig. 8 Expressao protéica do receptor muscarinico M3 em ilhotas de ratos controle (C), controle
suplementados com taurina por 90 dias (CT90), desnutridos (D) e desnutridos suplementados
com taurina por 90 dias (DT90). Os dados de M3 foram normalizados pela o—tubulina e
expressos em porcentagem do controle. Valores representam média + EPM da andlise
densitométrica das bandas (n = 5). * indica diferenca estatistica em relacdo a C. P < 0.05
(ANOVA Two-Way e p6s teste de Newman-Keuls).

Fig. 9 Expressao protéica da PLCP2 em ilhotas de ratos controle (C), controle suplementados
com taurina por 90 dias (CT90), desnutridos (D) e desnutridos suplementados com taurina por 90
dias (DT90). Os dados de PLCP2 foram normalizados pela O—tubulina e expressos em
porcentagem do controle. Valores representam média + EPM da andlise densitométrica das
bandas (n =4). P > 0.05 (ANOVA Two-Way).

Fig. 10 Expressao protéica da Serca 3 em ilhotas de ratos controle (C), controle suplementados
com taurina por 90 dias (CT90), desnutridos (D) e desnutridos suplementados com taurina por 90
dias (DT90). Os dados de Serca 3 foram normalizados pela O—tubulina e expressos em
porcentagem do controle. Valores representam média + EPM da andlise densitométrica das
bandas (n = 6). * indica diferenga estatistica em relacdo a C. P < 0.05 (ANOVA Two-Way e pds
teste de Newman-Keuls).

Fig. 11 Expressdo protéica da Sintaxina 1 em ilhotas de ratos controle (C), controle
suplementados com taurina por 90 dias (CT90), desnutridos (D) e desnutridos suplementados
com taurina por 90 dias (DT90). Os dados de Sintaxina 1 foram normalizados pela a—tubulina e
expressos em porcentagem do controle. Valores representam média + EPM da andlise
densitométrica das bandas (n = 5). * indica diferenca estatistica em relacdo a C. P < 0.05
(ANOVA Two-Way e pos teste de Newman-Keuls).

Fig. 12 (a) Mudancas na razdo de fluorescéncia para cdlcio intracelular em ilhotas de ratos
controle (C), controle suplementados com taurina por 90 dias (CT90), desnutridos (D) e
desnutridos suplementados com taurina por 90 dias (DT90). As ilhotas foram pré-incubadas em
meio RPMI1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino (FCS) por 4 h. Em seguida foram
incubadas por 2h em presenca de solugcdo de Krebs com 2UM de fura-2 AM. Apds esse periodo,
as ilhotas foram colocadas na camara de perfusio e expostas a 3mM de glicose (G3) e 16.7mM
(G16.7) quando indicado pelas barras superiores. (b) Andlise da amplitude das oscilagdes.



Valores representam média + EPM da AF (n = 4-8). * indica diferenca estatistica em relagdo a C.
P <0.05 (ANOVA Two-Way e p0s teste de Newman-Keuls).

Fig. 13 Mudancas na razdo de fluorescéncia para célcio intracelular em ilhotas de ratos controle
(C), controle suplementados com taurina por 90 dias (CT90), desnutridos (D) e desnutridos
suplementados com taurina por 90 dias (DT90). As ilhotas foram pré-incubadas em meio
RPMI1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino (FCS) por 4 h. Em seguida foram
incubadas por 2h em presenca de solugdo de Krebs com 2uUM de fura-2 AM. Apds esse periodo,
as ilhotas foram colocadas na cAmara de perfusdo e expostas solucdo de Krebs contendo 11.1mM
de glicose, 10mM de EGTA, 250uM de diazoxida e livre de cdlcio. Quando indicado, as ilhotas
foram expostas a mesma solucdo acrescida de 100pM de carbacol. (a) Tragos representativos da
AF (340/380). (b) Andlise da amplitude dos picos e (c) drea abaixo da curva (AAC). Valores
representam média £ EPM (n = 6-7). * indica diferenca estatistica em relacdo a C. P < 0.05
(ANOVA Two-Way e pos teste de Newman-Keuls).

xi



Lista de tabelas

Tab. 1 Composicao das dietas
Tab. 2 Composicao da mistura de vitaminas (AIN-93G-VX)
Tab. 3 Composicao da mistura de minerais (AIN-93G-MX)

Tab. 4 Comprimento naso-anal (CNA), peso do figado, bago, coragdo, rins, gordura
retroperitoneal e da gordura periepididimal de ratos controle (C), controle suplementados com
taurina por 30 dias (CT30) e 90 dias (CT90), desnutridos (D) e desnutridos suplementados com
taurina por 30 dias (DT30) e 90 dias (DT90) acompanhados por 12 semanas.

Tab. 5 Proteinas totais, albumina, glicemia, insulina plasmética, dcidos graxos lives e colesterol
de ratos controle (C), controle suplementados com taurina por 30 dias (CT30) e 90 dias (CT90),
desnutridos (D) e desnutridos suplementados com taurina por 30 dias (DT30) e 90 dias (DT90)
mantidos em jejum por 12 horas.

Xii



Resumo

A desnutri¢do ainda € um problema de satide publica que afeta principalmente paises
em desenvolvimento e sua prevaléncia chega a ser crescente em algumas areas. Varios estudos
obtiveram éxito em correlacionar a ma nutricio em estdgios iniciais de vida com o
desenvolvimento de doengas cardiovasculares e diabetes tipo 2 na vida adulta. No modelo de
desnutricdo pés desmame verifica-se menor secrecdo de insulina estimulada por glicose e
outros agentes insulinotrépicos bem como menor expressdo de varias proteinas envolvidas
com a funcionalidade da célula (. Estudos realizados por nosso grupo e outros laboratérios
mostram que a suplementacdo de camundongos com taurina aumenta a secrecao de insulina
além de regular o influxo de fons Ca®* para as células B, etapa crucial para o processo
secretorio. Para avaliar os efeitos da taurina sobre animais desnutridos, utilizamos ratos wistar,
machos com 21 dias de vida. Os animais receberam dieta contendo 17% de proteina
(normoprotéica) (C) ou 6% de proteina (hipoprotéica) (D). Animais C e D receberam
suplementacdo com taurina a 2,5% na dgua de beber por 30 dias (CT30 e DT30) ou 90 dias
(CT90 e DT90). Em seguida avaliamos parametros biométricos e bioquimicos, tolerancia a
glicose, secrecao de insulina estimulada por glicose e pelo agonista colinérgico carbacol,
expressdo de proteinas envolvidas no controle da secrecdo de insulina e, finalmente,
registramos 0s movimentos citoplasmaticos de ions Ca™ ap6s estimulo com glicose e
carbacol. Verificamos que a restricdo protéica retardou o crescimento dos animais além de
reduzir a concentra¢do plasmadtica de proteinas totais (C = 6,81£0,04; CT30 = 7,15+0,54;
CT90 = 6,87+0,19; D = 5,35+0,24; DT30 = 5,37+0,28; DT90 = 5,70+0,09 g/dl; n = 3-5) e
albumina (C = 3,20+0,11; CT30 = 3,41+0,02; CT90 = 3,18+0,05; D = 2,74+0,07; DT30 =
2,49+0,09; DT90 = 2,67+0,04 g/dl; n = 5-9) sem efeito da suplementacdo com taurina. Os
animais D se mostraram mais tolerantes a glicose e a suplementacdo com taurina por 90 dias
restaurou parcialmente a tolerancia desses animais (C = 30249+2682; CT30 = 37255+6691;
CT90 = 29365+2257; D = 16916+1609; DT30 = 18791+2859; DT90 = 23425+3856 AAC; n =
5-9). Nesse trabalho mostramos que a suplementacdo com taurina corrige a hipoinsulinemia
verificada em animais desnutridos alimentados (C = 4,97+0,34; CT90 = 3,56+0,52; D =
1,3940,10; DT90 = 3,31+0,70 ng/ml; n = 5-8) bem como a responsividade de ilhotas isoladas

a concentragdes crescentes de glicose. Verificamos também que a taurina normaliza a secrecao
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de insulina potencializada pelo carbacol (C = 9,4+0,8; CT90 = 12,4+0,7; D = 6,4+0,5; DT90 =
9+0,7 ng/ml; n = 12). As respostas secretdrias foram observadas em conjunto com a regulagdo
da expressdo das proteinas SERCA3 (C = 100+21; CT90 = 174+17; D =96+90; DT90 =
149411 % do C; n = 6), receptor muscarinico M3 (C = 100+24; CT90 = 155+80; D = 51+10;
DT90 = 108+14 % do C; n = 5) e sintaxina 1 (C = 100+30; CT90 = 92+40; D = 50+12; DT90
= 77411 % do C; n = 5) que participam do controle de diferentes etapas do processo de
secrecdo de insulina. Por fim, verificamos que a suplementacdo com taurina melhorou o
padrao de oscilacio de fons Ca™ apds estimulo com glicose. Concluimos entio que a
suplementacdo com taurina por 90 dias restaura a sensibilidade das ilhotas a glicose e ao
carbacol possivelmente pela regulacdo do fluxo de calcio para as células 3 bem como pela

modulacdo da expressdo de proteinas que controlam o processo de secre¢do de insulina.
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Abstract

Malnutrition still is a public health issue, especially in developing countries.
Many studies correlate malnourishment during early life and the development of
cardiovascular disease and type 2 Diabetes Mellitus on latter stages. Animal models of
malnutrition reveal impaired insulin secretion stimulated by glucose and other
insulinotropic agents as well as lower expression of key proteins for 3 cell function. The
literature shows that taurine supplementation increases insulin secretion and regulates
calcium dynamics on [3 cells. Male, 21 days old, wistar rats received diet containing 17%
(C) or 6% (D) of protein. Both groups received taurine supplementation on the drinking
water for 30 (CT 30 and DT 30) and 90 (CT90 and DT 30) days. Next we assessed
biometric and biochemical parameters, glucose tolerance, glucose and carbachol-
stimulated insulin secretion, protein expression of muscarinic M3 receptor,
Phospholipase C B2, SERCA3, Syntaxin 1 and, finally, we registered cytoplasmic Ca**
after stimulus with glucose and carbachol. Protein restricted rats showed lower body
weight, plasma proteins (C = 6,81+0,04; CT30 = 7,15+0,54; CT90 = 6,87+0,19; D =
5,35+0,24; DT30 = 5,37+0,28; DT90 = 5,70+0,09 g/dl; n = 3-5), albumin (C = 3,20+0,11;
CT30 = 3,41+0,02; CT90 = 3,18+0,05; D = 2,74+0,07; DT30 = 2,49+0,09; DT90 =
2,67£0,04 g/dl; n = 5-9) and increased glucose tolerance (C = 30249+2682; CT30 =
37255+6691; CT90 = 29365+2257; D = 16916+1609; DT30 = 18791+2859; DT90 =
23425+3856 AUC; n = 5-9). Taurine supplementation had no effect upon nutritional
status parameters and partially restored glucose tolerance and insulinemia to C levels.
Taurine increased secretory response to glucose and carbachol (C = 9,4+0,8; CT90 =
12,4+0,7; D = 6,440,5; DT90 = 9+0,7 ng/ml; n = 12). It also increased protein expression
of M3 receptor (C = 100+24; CT90 = 155+80; D = 51+10; DT90 = 108+14 % of C; n =
5), SERCA 3 (C = 100+21; CT90 = 174+17; D =96+90; DT90 = 149+11 % of C; n = 6)
and syntaxin 1 (C = 100+30; CT90 = 92+40; D = 50+12; DT90 = 77+11 % of C; n = 5).
Finally, taurine supplementation for 90 days improved Ca®* dynamics when the islets
were stimulated with glucose. In conclusion, these data show that taurine

supplementation restores secretory responsiveness to glucose and carbachol possibly
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through Ca™ dynamics modulation and increased expression of key proteins for insulin

secretion.
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1. Introducao
1.1 Secrecao de insulina

O pancreas enddcrino € uma glandula tnica, composta por quatro principais tipos
de células distribuidas por toda a por¢do exdcrina. Essas células estdo agregadas em
“ilhas” denominadas ilhotas de Langerhans. Sdo geralmente ovais e a distribuicdo das
células enddcrinas dentro de uma ilhota € similar na maioria dos mamiferos (Kulkarni,
2004). Cada ilhota consiste de um aglomerado central (ndcleo) de células B com um
manto de células O e/ou d ou um manto de células & e PP. Estima-se que humanos
adultos tenham aproximadamente 2 milhdes de ilhotas (2% do peso do pancreas). Em
roedores cada ilhota é composta por 2.000 a 4.000 células, das quais 70 a 80% sado células
B, produtoras de insulina, 5% sao células o, produtoras de somatostatina, e 15 a 20% sao
células o produtoras de glucagon ou células PP, produtoras de polipeptideo pancredtico, a
depender da localizag@o no pancreas (Orci, 1985).

A secrecdo de insulina estimulada por glicose inicia-se com o reconhecimento e
subsequente metabolismo do nutriente pelas células 3, gerando um ou diversos sinais que
levam & reducdo da condutincia ao potdssio (K*). A diminui¢do da condutincia ao K*
provoca um acimulo relativo do referido cétion nas células [, com consequente
despolarizacio da membrana e abertura dos canais de cdlcio (Ca®") sensiveis a voltagem.
O influxo de Ca™ e o consequente aumento da concentragdo de Ca® intracelular
([Ca2+]i) ativa a maquinaria exocitotica, resultando na secre¢do de insulina (Ashcroft et
al., 1994).

ApOs sua sintese no reticulo endoplasmadtico, as moléculas de insulina sofrem
modificacdes adicionais, como remog¢ao do peptideo C, e sdo estocadas em vesiculas
para posterior liberagdo por exocitose. A liberagdo dos granulos de insulina é um
processo bastante regulado e envolve a acdo orquestrada de vdrias classes de proteinas.
Dentre elas, estdo as proteinas de fusdo sensiveis a N-etilmaleimida (NES), as proteinas
soluveis ligantes a NFS (SNAP), os receptores de SNAP (SNARE) e as proteinas com
atividade GTPase da familia Rab (Rorsman & Renstrom, 2003).



A familia SNARE pode ser subdividida em t-SNARE e v-SNARE. As proteinas
t-SNARE, representadas principalmente pela Sintaxina e SNAP-25, se situam na por¢ao
da membrana plasmdtica onde o granulo de insulina serd fusionado. A VAMP, também
conhecida como sinaptobrevina, € uma v-SNARE que se encontra inserida na membrana
do granulo de insulina. Durante o processo de exocitose as t-SNARE e v-SNARE se
encontram formando um complexo heterotetramérico conhecido como trans-SNARE. A
formacao desse complexo aproxima o granulo de insulina da membrana plasmadtica-alvo
por meio de movimentos que se assemelham ao fechamento de um ziper, gerando a for¢a
necessaria para que o granulo entre em contato com a membrana plasmadtica até o
momento da fusio entre as duas membranas (Sudhof & Rothman, 2009).

A liberacdo dos granulos de insulina deve ser finamente regulada para que nao
haja secrecdo desse hormonio em momentos em que ndo haja necessidade. Sabe-se que o
influxo de Ca® por canais dependentes de voltagem constitui o gatilho para que os
granulos sejam secretados. Dessa forma, proteinas com afinidade de ligacdo pelo Ca*™*
acoplam o influxo desse fon com a liberagdo dos granulos de insulina. A sinaptotagmina
¢ uma proteina com 15 isoformas ja descritas que possui dois dominios de ligacdo ao
Ca®™ (C2A e C2B), sendo a principal candidata a sensor de Ca™* para o processo de fusio
vesicular. Quando o Ca” entra na célula, ele se liga 2 sinaptotagmina que por sua vez
reverte a acdo inibidora de outras proteinas reguladoras que se encontravam associadas
ao complexo trans-SNARE, permitido que o processo de fusdo se complete (Sudhof &
Rothman, 2009). Em células 3, as sinaptotagminas VII e IX ja foram associadas com a
exocitose dos granulos de insulina enquanto as isoformas I e II parecem ndo ter
relevancia para a liberacdo desse tipo de granulo (Gerber & Sudhof, 2002; Sugita et al.,
2002; Gauthier & Wollheim, 2008). Além da secre¢do de insulina, a sinaptotagmina
VII também possui um papel central no controle da secrecdo de glucagon pelas células a
pancredticas (Gustavsson et al., 2009).

A integridade da maquinaria exocitética € fundamental para o funcionamento
adequado da célula . Um estudo conduzido em ratos diabéticos Goto-Kakizaki,
verificou que a reducdo na secre¢do de insulina era acompanhada da menor expressao
das proteinas da familia SNARE: SNAP-25 e sintaxina 1. O tratamento das ilhotas

desses animais com adenovirus carregando as sequencias da SNAP-25 e sintaxina 1 foi



capaz de melhorar significativamente a resposta secretéria desse tecido frente estimulo
com 22.2 mM de glicose (Nagamatsu et al., 1999). A menor expressio de VAMP-2 e
sinaptotagmina III também ja foi documentada no mesmo modelo animal (Zhang et al.,
2002).

Além do Ca** proveniente do meio extracelular, o Ca’* depositado no reticulo
endoplasmitico (RE) participa na regulacio da [Ca*']i (Gilon et al., 1999). O RE possui
receptores de inositol- 1,4,5-trifosfato (IP3), um segundo mensageiro gerado a partir da
hidrélise de lipidios de membrana pela enzima fosfolipase C (PLC), e quando esses
receptores sdo ativados, ocorre a liberacdo de Ca®* do limen do RE para o citossol
(Gilon & Henquin, 2001). A reposicio do Ca** no interior no RE é feito por uma
familia de ATPases do reticulo sarcoendoplasmatico, as SERCAs (Chen et al., 2003).
Ilhotas pancredticas expressam tanto a SERCA 2b quanto trés isoformas de SERCA 3
(a,b e ¢) (Varadi et al., 1996) e a menor atividade da SERCA 3 ja foi documentada em
ratos tornados diabéticos por inje¢do de streptozotocina durante a fase neonatal (Levy et
al., 1998), em ratos diabéticos Goto-Kakizaki (Varadi et al., 1996), e em ratos 90%
pancreatectomizados (Jonas et al., 1999).

A secre¢do de insulina pode ser modulada por vdrios nutrientes,
neurotransmissores € hormonios peptidicos. Nutrientes como dcidos graxos, aminodcidos
e cetodcidos podem influenciar a secrec@o de insulina tdo bem quanto a glicose (Gao €t
al., 2003; Li et al., 2004; Um et al., 2004). Com relacdo as agdes dos aminoacidos sobre
a secrecdo de insulina, foi verificado que estes podem reduzir a permeabilidade ao K* e
estimular a secrecdo de insulina (Floyd et al., 1963; Henquin & Meissner, 1981;
Blachier et al., 1989). Foi demonstrado que leucina e arginina aumentam a secrec¢ao de
insulina tanto in Vivo como in Vvitro por alteragdo dos fluxos i6nicos e modifica¢do do
potencial de membrana das células B, influenciando assim a permeabilidade ao Ca®*
(Henquin, 1980; Herchuelz et al., 1984; Blachier et al., 1989; Sener et al., 1990;
Dura et al., 2002).

Além dos nutrientes, o sistema nervoso possui um papel de destaque sobre a
regulacdo da secre¢do de insulina. As ilhotas de Langerhans sdo inervadas por
terminagdes derivadas do nervo vago que possuem a acetilcolina (Ach) como

neurotransmissor. A Ach se liga a receptores muscarinicos acoplados a proteina G,



levando a ativagdo da PLC que por sua vez hidrolisa lipidios de membrana, produzindo
IP; e o diacilglicerol (DAG). O IP3;, como ja descrito, estimula a liberacdo de Ca** do RE
que, juntamente com o DAG, ativa a proteina quinase C (PKC), uma serina/treonina
quinase envolvida na fosforilagao de elementos da maquinaria exocitética, aumentando,
assim, sua sensibilidade ao Ca®* (Gilon & Henquin, 2001). A estimulacdo colinérgica
mediada pela Ach € dependente de glicose e seus efeitos aparecem em concentragdes
entre 5 e 7 mM de glicose e se mantém até a concentracdo maxima efetiva de 30 mM
(Hermans €t al., 1987).

Dentro da familia de receptores muscarinicos (M1 — MS5), os subtipos M1 e M3
sdo expressos em ilhotas de Langerhans (Boschero et al., 1995; Duttaroy et al., 2004),
mas somente o0 M3 tem relevancia sobre a secre¢do de insulina (Gautam et al., 2007). O
papel do receptor M3 sobre a secrecao de insulina foi avaliado em estudos realizados em
camundongos knockout para esse receptor em todo o organismo (Duttaroy et al., 2004)
ou somente nas células beta (Gautam et al., 2006). Esses estudos mostram a auséncia de
resposta secretdria frente estimulacdo com agonistas colinérgicos, além da auséncia de
producdo de fosfatidilinositol. A ocorréncia da segunda fase da secre¢do de insulina
encontrada em humanos e ratos, mas nao em camundongos, j4 foi atribuida a elementos
da via colinérgica. Foi verificado que ilhotas de camundongos quando estimuladas com
agonistas colinérgicos, ésteres de forbol (ativadores da PKC) ou substincias que elevam
os niveis de DAG, apresentaram a segunda fase da secre¢do de insulina que ndo era
evidente quando somente a glicose era utilizada como agente insulinotropico. Essas
diferencas entre espécies foram atribuidas, em parte, 8 menor expressdo das isoformas 1
e B1 da PLC das ilhotas de camundongos em relacé@o as de ratos (Zawalich et al., 1995).
Além do efeito sobre a secrecdo de insulina, o receptor M3 também tem papel regulador
sobre a homeostase glicémica. Camundongos deficientes do receptor em todos os tecidos
apresentam reduzido peso corpéreo, menor glicemia e niveis circulantes de insulina além

de maior tolerdncia a glicose (Duttaroy et al., 2004).



1.2 Desnutricao e secrecio de insulina

A desnutricio € um termo genérico ao qual se associa uma série de doencas
decorrentes da escassez dietética de nutrientes. Dependendo da intensidade, podem ser
observadas desde pequenas alteracdes metabdlicas de efeito adaptativo até faléncia
organica generalizada e irreversivel. Os primeiros relatos clinicos de doencas associadas
a desnutri¢do datam da década de 30 e se referem ao Kwashiokor, atribuido a deficiéncia
de proteinas, e ao Marasmo, associado a deficiéncia total de alimentos (Fagundes €t al.,
2007).

A desnutrigdo protéica ainda atinge grandes contingentes populacionais e,
principalmente nos paises em desenvolvimento, se manifesta durante a fase gestacional e
seu principal sinal clinico é o baixo peso ao nascer (Villar et al., 1982; Post et al.,
1996). A associacdo entre desnutri¢do e prevaléncia de doengas durante a infancia, como
infecgdes, estd bem documentada (Pelletier, 1994).

Ao longo das décadas, vdrios estudos vem mostrando uma correlacdo positiva
entre baixo peso ao nascer € o desenvolvimento de resisténcia a insulina e diabetes
mellitus tipo 2 na vida adulta (Rao, 1988; Hales & Barker, 1992). Em 1992, Hales &
Barker criaram a hipdtese do fendtipo econdmico que postula a ativagdo de uma
reprogramacado in utero, mediante restricdo nutricional durante a gestagcdo, levando ao
retardo no desenvolvimento de 6rgdos e tecidos como rins, tecido muscular e pancreas
enddcrino em favorecimento de 6rgdos vitais como o cérebro. Essas adaptagdes poderiam
repercutir, na vida adulta, no desenvolvimento de doengas renais, hipertensdo arterial,
redugdo na massa de células [3 e resisténcia a insulina.

Teorias mais recentes correlacionam alteracdes no sistema de sinalizacdo dos
fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGFs) (Cianfarani et al., 1999). Estudos
conduzidos em criangas que sofreram retardo de crescimento intrauterino mostram
redug@o na concentragdo circulante de IGF-1 e insulina e aumento de IGFBPs, proteinas
que se ligam aos IGFs e reduzem sua biodisponibilidade, ao nascer. Verificou-se, em
seguida, normalizacdo de todos esses fatores durante o primeiro trimestre de vida pds-

natal. A partir disso, postulou-se que a resisténcia a insulina seria um mecanismo de



protecao desenvolvido pelos tecidos para prevenir uma hipoglicemia secunddria ao
restabelecimento desses hormonios. A restauracdo dos IGFs circulantes poderia ser
responsdvel pelo crescimento compensatério - catch up growth - apresentado por criangas
que sofreram retardo de crescimento intrauterino (Leger et al., 1996; Cianfarani et al.,
1998; Cianfarani et al., 1999).

Tanto a fase de crescimento intrauterina quanto os estdgios iniciais de vida s@o
fundamentais para o desenvolvimento e maturacdo do pancreas enddécrino (Remacle et
al., 2007). Estudos conduzidos em fetos que passaram por restricdo protéica durante a
fase de gestacdo, verificaram menor tamanho e vascularizac¢@o das ilhotas (Snoeck et al.,
1990), menor taxa de replicagdo devido a alteracdes em proteinas envolvidas no ciclo
celular (Petrik et al., 1999) ¢ maior taxa de apoptose (Boujendar et al., 2002), e quando
as ilhotas desses animais foram removidas do meio metabolicamente desfavordvel e
cultivadas por 7 dias em meio com disponibilidade adequada de nutrientes, essas
caracteristicas ainda estavam presentes (Dahri et al., 1995). Todas essas evidéncias
sugerem que distirbios no meio intrauterino, como no caso da restricao protéica, podem
comprometer permanentemente os desenvolvimento e funcdo das ilhotas pancredticas.

Em nosso ambito, temos estudado o papel da desnutricdo fetal e infantil na
determinacio desta sindrome usando o modelo experimental animal de restri¢do protéica
na vida intra-uterina, lactacdo e apds desmame, avaliando os seus efeitos sobre a secrecao
e acdo da insulina na vida adulta (Latorraca et al., 1998; Ferreira et al., 2003; Araujo
et al., 2004; Ferreira et al., 2004).

Nosso grupo de estudos tem demonstrado que a restricdo protéica modifica o
mecanismo de secre¢do de insulina alterando a resposta secretria para glicose,
aminodacidos, potassio e agentes potencializadores da secrecdo (Ferreira et al., 2003;
Araujo et al., 2004; Filiputti et al., 2008). Dentre 0os mecanismos propostos para a
menor responsividade dessas células estdo: menor expressdo de glicoquinase (Desai et
al., 1995), PDX-1 (Arantes et al., 2002; Martin et al., 2004), glicerolfosfato
desidrogenase (Rasschaert et al., 1995), PKAa (Milanski et al., 2005), PKCa (Ferreira
et al., 2003) e S6K-1 (Filiputti et al., 2008), menor mobilizacdo de ifons cdlcio
(Latorraca et al., 1999) e alteracdes no processo de extrusdo dos granulos de insulina

(Cherif et al., 2001).



1.3 Taurina e secrecio de insulina

A taurina é um pequeno aminodcido que estd presente em altas concentragdes
tanto no interior das células como no plasma de mamiferos. Esse aminodcido é obtido
pela ingesta de carne, peixe e leite, mas também pode ser biossintetizado a partir de
metionina e cisteina. Tem importancia em processos bioldgicos tais como
desenvolvimento do sistema nervoso e retina, modulagao do Ca2+, estabilizacdo de
membranas, reproducdo, imunidade e pode também funcionar como um osmolito para
regular o volume celular (Aerts & Van Assche, 2002).

Evidéncias indicam que o mecanismo de a¢do da taurina possa ocorrer pela
combinacdo do aminodcido com vdrios tipos de canais i0nicos, transportadores e
enzimas. Estudos demonstraram que a taurina exerce algumas de suas acdes inibindo
canais Karp (potdssio dependentes de ATP) no misculo esquelético (Tricarico et al.,
2000) e em fibras cardiacas (Satoh, 1996). Além disso, nas células miocardicas, a taurina
apresenta-se como um agonista para a entrada de Ca** e da corrente retificadora de K* em
baixas concentragdes intracelulares de cdlcio, e como um antagonista inibindo o influxo
de Ca®* e a corrente retificadora de K* em elevadas [Ca**]i (Satoh, 1998).

No pancreas a concentragdo de taurina estd compartimentalizada em células da
ilhota contendo glucagon e somatostatina, sugerindo que a liberagdo de taurina possa ser
necessdria para que ocorra uma eficiente modulagdo do processo de secrecdo de insulina
em células 3 (Bustamante et al., 2001). Em hiperglicemia a taurina aumenta a secregao
de insulina (Kaplan et al., 2004) e a sensibilidade a insulina (Nakaya et al., 2000;
Tsuboyama-Kasaoka et al., 2006). Porém o mecanismo de sua a¢io sobre a homeostase
glicémica, bem como sobre o pancreas enddcrino, ndo estd totalmente compreendido.

O efeito da suplementacdo com aminodcidos sobre a secre¢do de insulina em
animais desnutridos também ja foi evidenciada por outros grupos de estudo. Segundo
Cherif et al., (1998) ilhotas de fetos de ratos fémeas que foram submetidas a restricao
protéica durante a gestacdo, apresentaram reducdo da secrecdo de insulina estimulada por
diferentes nutrientes. A suplementacdo com o aminodcido taurina durante a prenhez

retoma a secrecdo de insulina a valores semelhantes ao do controle, normaliza a



proliferacdo celular das ilhotas de Langerhans destes fetos (Kalbe et al., 2005) e a
insulinemia destes animais na vida adulta (Merezak €t al., 2004). Em fetos e neonatos
desnutridos, a suplementa¢do com taurina restaura a sintese de DNA e reduz a apoptose,
normalizando a massa de células B nos filhotes possivelmente pelo aumento da
imunorreatividade ao IGF-II (fator de crescimento semelhante a insulina), evidenciada
nestes animais (Boujendar et al., 2002).

Estudos de expressdo génica pela técnica de microarray em ilhotas de Langerhans
mostraram que 10% dos 10.346 genes avaliados sofreram modulacdo pela restricao
protéica. Entre os processos celulares em que esses genes se agrupavam, estavam:
proliferacdo celular, producdo de energia, defesa antioxidante e metabolismo
mitocondrial. A expressdo de todos os genes modulados pela restricdo protéica foi
normalizada mediante suplementagdo com taurina (Reusens et al., 2008).

Estudos desenvolvidos pelo nosso laboratério fornecem evidéncias que
corroboram com a idéia de que este aminodcido estd relacionado com a regulacido da
secregdo das células B e homeostase glicémica. O tratamento in Vivo e in vitro de ilhotas
de Langerhans com a taurina aumenta a sensibilidade das células [3 a glicose, ¢ promove
uma maior expressdao do fator de transcricio de ilhotas de Langerhans (PDX-1) em
ndcleos destas células (Carneiro et al., 2008). O PDX-1 tem importdncia no
desenvolvimento pancredtico em animais experimentais e em humanos. Ele pode regular
a transcri¢do de genes como GLUT-2 e glicoquinase, e sua mutagdo estd relacionada com
anormalidades na fungdo das células B e aparecimento de diabetes em humanos e em
camundongos (Macfarlane et al., 1999; Hansen et al., 2000). Outro estudo conduzido
com camundongos suplementados com taurina mostra o aumento da secre¢do de insulina
estimulada por glicose e pelo aminodcido leucina. Nas ilhotas desses animais também foi
verificado aumento da captacdo de fons Ca** bem como expressdo protéica da subunidade
2 do canal de cdlcio voltagem-dependente. Esses animais apresentaram, ainda, maior
concentracdo circulante de glucagon bem como maior secrecao desse hormonio quando
as ilhotas foram estimuladas com 0,5 mM de glicose sugerindo que além da célula 3, a

taurina também possa modular a funcgdo das células O pancredticas (Ribeiro et al., 2009).
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2. Objetivos

Sabe-se que a restricdo protéica, em modelos animais, promove menor secrecdo de
insulina e acredita-se que essa reducdo seja decorrente do comprometimento do
mecanismo secretorio.

Estudos de nosso laboratério e outros grupos apontam para uma fun¢do moduladora
da taurina sobre a funcdo do pancreas enddcrino. Esses achados sugerem que esse
aminodcido possa regular o fluxo de fons Ca® para a célula B bem como alterar
expressao de proteinas fundamentais para a funcionalidade dessas células, resultando no
aumento da secre¢do de insulina.

Baseado nessas evidéncias sugerimos que a suplementacdo com taurina possa ser uma
estratégia eficaz para amenizar as alteracdes produzidas pela restri¢do protéica. Para isso,

temos como objetivos:

* Realizar a caracterizagdo biométrica e bioquimica de ratos submetidos a restricao

protéica pos-desmame e suplementados com taurina.

* Verificar a secrecdo de insulina estimulada por glicose e em presenca do agente

colinérgico carbacol em ilhotas isoladas.

* Identificar os eventos moleculares e funcionais envolvidos com a secrecdo de

insulina em ilhotas de Langerhans dos diferentes grupos estudados.
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3. Materiais e métodos

3.1 Animais, dieta e suplementacio

Ratos Wistar machos com 21 dias de vida provenientes do Biotério Central -

UNICAMP foram separados em 6 grupos experimentais:

a)

b)

d)

e)

Controle (C): os animais receberam dieta contendo 17% de proteina por todo o
periodo experimental (90 dias).

Controle suplementados com taurina por 30 dias (CT30): os animais
receberam dieta contendo 17% de proteina por todo o periodo experimental e
foram suplementados com taurina a 2,5% na agua de beber 60 dias apds o inicio
da dieta.

Controle suplementados com taurina por 90 dias (CT90): os animais
receberam dieta contendo 17% de proteina por todo o periodo experimental e
foram suplementados com taurina a 2,5% na agua de beber desde o inicio da
dieta.

Desnutridos (D): os animais receberam dieta contendo 6% de proteina por todo o
periodo experimental

Desnutridos suplementados com taurina por 30 dias (DT30): os animais
receberam dieta contendo 6% de proteina por todo o periodo experimental e
foram suplementados com taurina a 2,5% na agua de beber 60 dias apds o inicio
da dieta.

Desnutridos suplementados com taurina por 90 dias (DT90): os animais
receberam dieta contendo 6% de proteina por todo o periodo experimental e
foram suplementados com taurina a 2,5% na 4gua de beber desde o inicio da

dieta.

Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas (5 animais por gaiola) sob

condi¢do padronizada de iluminacdo (ciclo claro/escuro de 12 horas) e temperatura de

2242°C.
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As dietas, mistura de vitaminas e de sais minerais (Tab. 1, 2 e 3) foram preparadas
no Departamento de Fisiologia e Biofisica da Unicamp. As dietas seguem as
recomendagdes do Instituto Americano de Nutri¢do (AIN-93) para roedores em fase de

crescimento, gravidez e lactacdo (Reeves €t al., 1993).

Tab. 1 - Composi¢ao das dietas

Normoprotéica Hipoprotéica
Ingredientes (17% de proteina) (6% proteina)
g/kg g/kg
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 minerais AIN93G 35 35
Mistura de vitaminas AIN93G 10 10
Cloridrato de colina 2,5 2,5

*Valores corrigidos em fungdo do conteiido de proteina na caseina.
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Tab. 2 — Composicio da mistura de vitaminas (AIN-93G-VX)

Vitaminas g/Kg
1 Acido nicotinico 3.0
2 Pantotenato de célcio 1.6
3 Piridoxina-HCl 0.7
4 Tiamina-HCI 0.6
5 Riboflavina 0.6
6 Acido félico 0.2
7 d-biotina 0.02
8 Vitamina B, (cianocobalamina) 0.1% em manitol 2.5
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 (filoquinona) 0.075
13 Sacarose 974.65
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Tab. 3 — Composi¢do da mistura de minerais (AIN-93G-MX)

Sais g/Kg
1 Carbonato de célcio anidro 357
2 Fosfato de potdssio monobdsico 196
3 Citrato de potéssio tribdsico monohidratado 70.78
4 Cloreto de s6dio 74
5 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 ctprico 0.30
11 Iodato de potéssio 0.01
12 Selenato de s6dio anidro 0.01025
13 Paramobilidato de amo6nio.4H,0 0.00795
14 Meta-silicato de sédio 12H,O 1.45
15 Sulfato de cromio e potassio 12H,O 0.275
16 Cloreto de litio 0.0174
17 Acido bérico 0.0815
18 Fluoreto de sédio 0.0635
19 Carbonato de niquel 0.0318
20 Vanato de amonio 0.0066
21 Sacarose 221.026
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3.2 Procedimentos experimentais

3.2.1 Avaliacao de parametros biométricos e bioquimicos

Peso corporeo

O peso corpdreo de ratos controle (C), controles suplementados com taurina por
30 dias (CT30) e 90 dias (CT90), desnutridos (D) e desnutridos suplementados com
taurina por 30 dias (DT30) e 90 dias (DT90) foi avaliado semanalmente por um periodo

de 12 semanas.

Proteinas totais e albumina plasmatica

Aproximadamente S00pl de amostras de sangue foram obtidas por via caudal e
centrifugadas a 1800 rpm por 10 minutos em 4°C. O plasma foi separado e 2 pl foram
utilizados para a dosagem de proteinas totais e albumina com o kit PROtal (Laborlab),

adaptado para microensaio.

Insulina plasmatica

Aproximadamente S00pl de amostras de sangue foram obtidas por via caudal e
centrifugadas a 1800 rpm por 10 minutos a 4°C. O plasma foi separado e 50-100 pl foram

utilizados para a dosagem de insulina por radioimunoensaio (Scott et al., 1981).

Acidos graxos livres

A concentragdo plasmdtica de dacidos graxos livres (AGLs) foi determinada
através de um kit de ensaio enzimdtico colorimétrico de acordo com as instru¢des do
fabricante (WakoD; Richmond, USA). Os AGLs em presenca de ATP, coenzima A (CoA)
e acil-CoA-sintetase formam ésteres tiois CoA (Acil-CoA), que sdo oxidados pela Acil-

CoA oxidase e formam perdxido de hidrogénio. Este, por sua vez, em presenga de
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peroxidase permite a condensagdo oxidativa do B-hidroxietil anilina com 4-
aminoanfipirina em um composto de cor purpura. Os reagentes foram adicionados a 4 pl
de plasma seguido por leitura espectrofotométrica em 550 nm. A concentragdo plasmética

de AGLs foi determinada com base em uma curva padrao.

Colesterol

A concentragdo plasmadtica de colesterol (COL) foi determinada através de um kit
de ensaio enzimdtico colorimétrico de acordo com as instrucdes do fabricante
(Roche/HitachiD; Indianopolis, USA). O método baseia-se na hidrélise dos ésteres de
colesterol pela colesterol estearase formando colesterol que por sua vez € oxidado
formando colest-4-en-3-one e peréxido de hidrogénio. Em presenca de peroxidase, o
perdéxido de hidrogénio reage com 4-aminofenazona e 4-clorofenol formando um produto
de cor avermelhada (reag¢do de Trinder). Os reagentes foram adicionados a 2 pl de plasma
seguido por leitura espectrofotométrica em 492 nm. A concentracdo plasmdtica de COL

foi determinada com base em uma curva padrao.

Analise automatica de aminoacidos livres no plasma

O plasma dos animais foi desproteinizado usando uma solugdo organica composta
por metanol, TCA e acetonitrila de d4gua na proporcdo 1:1 (v/v). O plasma foi incubado a
temperatura ambiente (20°C) por 15 minutos. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 3800 x g por 3 minutos e aliquotas de 200pl foram misturadas ao tampao
de litio (pH 2.2) na propor¢do 1:1 (v/v) (Pharmacia).

A andlise dos aminoacidos foi realizada em sistema de derivatizagcdo pds-coluna
usando reagente de ninhidrina e a mistura dos aminodcidos livres foi realizada em uma
coluna de troca idnica da Pharmacia. A elui¢do dos aminodcidos foi realizada usando um
gradiente “step wise” de tampdo de litio em diferentes valores de pH e molaridade,

indicados pelo sistema Biochrom 20 Plus (Pharmacia).
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3.2.2 Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose (ipGTT)

Os animais foram mantidos em jejum por 12 h e ap6s a verificacdo da glicemia de
jejum (tempo 0) com o aparelho Accu-Check Advantage II, uma solugdo de glicose a
50% (2,0 g/Kg de peso corpdreo) foi administrada por injecdo intraperitoneal. Em

seguida, a glicemia foi verificada nos tempos 15, 30, 60, 90, 120 e 180 minutos.

3.2.3 Isolamento de ilhotas pancreaticas de ratos

Os animais foram sacrificados por decapitagdo. Apds incisdo abdominal e oclusio
da extremidade do ducto biliar comum, foi inserida uma canula através de uma pequena
incisdo na parte proximal (hepética) deste ducto. Através de uma canula de polietileno,
foi injetada solu¢do de Hanks adicionada de 0,8mg/ml de colagenase para os animais
controle e de 0,7mg/ml para o desnutridos o que promoveu a divulsdo do tecido acinoso.
O pancreas foi excisado e dissecado de gorduras, da maioria do tecido vascular e dos
ganglios linfaticos. A seguir, foi reduzido a fragmentos 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 23 minutos. Apds o periodo de incubagdo, o
tubo foi agitado manualmente por aproximadamente 1 minuto ou até a obtencdo de
mistura de viscosidade homogénea. O conteudo foi transferido para um becker e o
material lavado com solucdo de Hanks 4 vezes para a remogdo da colagenase, das
enzimas digestivas liberadas durante a incubagdo e também dos fragmentos celulares.

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

siliconizada.

3.2.4 Secrecao Estatica de Insulina
As ilhotas coletadas foram transferidas para placas de cultura com 24

reservatorios contendo 0,5 ml de solu¢do de Krebs contendo 0,3% de albumina bovina

(m/v) e 5,6 mM de glicose. Em todos os experimentos foram colocadas 5 ilhotas em cada
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reservatorio. A seguir, as placas foram mantidas em ambiente gaseado com mistura
carbogénica a 37°C por 60 minutos. A solucdo de pré-incubacdo foi removida e
substituida por solucao de Krebs contendo 2.8, 8.3, 16.7 e 22.2 mM de glicose. Em outra
série de experimentos, os mesmos procedimentos foram realizados sendo que apos a
remog¢do das solucdo de pré-incubagdo, foi adicionado Krebs contendo 11.ImM de
glicose ou 11.1mM + 100pUM de carbacol. Apdés 60 min de incubagdo as placas foram
resfriadas em banho de gelo e o sobrenadante foi removido, transferido para tubos
Eppendorf e armazenado a -20 °C para posterior dosagem de insulina por

radioimunoensaio (Scott et al., 1981).

3.2.5 Western Blotting

A expressdo das proteinas foi avaliada pela técnica de “Western blotting”. As
ilhotas foram rompidas e homogeneizadas por sonica¢do com 6 pulsos de 5 s com 5 s de
intervalo entre os pulsos (VirSoni 60). Os extratos foram centrifugados a 15.000 g, 4° C
por 15 min para remog¢do do material insolivel. As amostras foram tratadas com tampao
Laemmli contendo DDT 10 mM, e fervidas em banho seco por 5 min. Aliquotas
contendo 30pg de proteina foram aplicadas no SDS-PAGE (10% Tris acrilamida) em
aparelho minigel (Miniprotean) em paralelo com marcadores de pesos moleculares
conhecidos. Apds a corrida, as proteinas foram transferidas para membrana de
nitrocelulose de 0,45um (BioRad). Esta foi incubada por 2 h em solu¢do bloqueadora
(TBS/Tween-20 0,05% + leite em p6 desnatado 5%) para diminuir a ligacao inespecifica
das proteinas. A seguir, as membranas foram incubadas com os seguintes anticorpos
primdrios policlonais: anti-M3 (Sigma, M0194 — 1:2000), anti-SERCA3 (Santa Cruz
Biotechnology, sc-26507 — 1:500), anti-PLC[32 (Santa Cruz Biotechnology, sc-9018 —
1:1000), e com os anticorpos monoclonais anti-sintaxina 1 (Santa Cruz Biotechnology,
sc-12736 — 1:1000) e anti-a-tubulina (Sigma, T6199 — 1:1000). Todos os anticorpos
foram diluidos em TBS/T acrescido de 3% de BSA. Apds o tempo de incubagdo, os
anticorpos primdrios foram removidos e se fez a lavagem das membranas. Em seguida as

membranas foram incubadas com anticorpo secundério conjugado com HRP (Invitrogen),
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diluido 1:10000 em TBS/T acrescido de leite desnatado 5%, por 2 h. Apds lavagem, as
membranas foram incubadas em soluc¢do reveladora Super Signal (Pierce) e colocadas
junto a filmes radiogréaficos (Kodak) para auto-radiografia. A intensidade das bandas foi
avaliada por densitometria pelo programa Scion Image (Scion Corporation). Todas as

lavagens foram feitas trés vezes em TBS/T por aproximadamente 5 min.

3.2.6 Registro de movimentos citoplasmaticos de fons Ca** em ilhotas de

Langerhans

Grupos de aproximadamente 50 ilhotas foram lavadas em solugdo de Krebs e
incubadas em 2 ml de Krebs 5.6 mM de glicose em presenca de 1UM fura-2/AM
dissolvido em DMSO (0,1%). As ilhotas foram mantidas em estufa gaseada com mistura
carbogénica (95% O,/ 5% CO;) a 37°C por 60 min. Apds a incubag@o com o fura, as
ilhotas foram aderidas em laminas de vidro com polylisina e transferidas para uma
camara de perfusdo em presencga de diferentes secretagogos. As ilhotas foram perfundidas
com Krebs 3mM de glicose até a estabiliza¢do do sistema. Apds esse periodo, as mesmas
foram estimuladas durante aproximadamente 25 minutos com glicose 16.7mM. Nos
experimentos com carbacol, as ilhotas foram perfundidas por Krebs sem célcio contendo
11.1ImM de glicose, 10mM de EGTA e 250pM de diazoxida. Em seguida, as ilhotas
foram perfundidas pela mesma solucio acrescida de 100uM de carbacol. As imagens das
oscilagdes de célcio foram captadas usando aparelhagem adequada. As ondas excitatdrias
de 340 e 380 nm foram selecionadas por uma fonte de luz de xen6nio e a emissdo foi de
510 nm. A mudanga no célcio citoplasmatico foi detectada como uma mudanga na

propor¢ao F340/F380 (Quesada et al., 2002).
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3.3 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média e erro padrao. Os resultados referentes
as leituras densitométricas do Western Blotting foram expressos como porcentagem em
relacdo ao controle. O teste estatistico utilizado foi Anova de duas vias (Anova two-way),
onde foram avaliados os efeitos da dieta e da suplementacdo com taurina, assim como a
interacdo entre esses fatores.O post hoc adotado foi o de Newman-Keuls. Quando
indicado, foi realizado o teste t de Student para evidenciar diferenca estatistica somente

entre dois grupos. O nivel de significancia adotado para todas as andlises foi p<0.05.
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Peso corporeo (g)

4. Resultados

4.1 Caracterizacio do modelo experimental

4.1.1 Parametros biométricos

Dentre os parametros gerais para a caracterizacdo do modelo experimental, foram
avaliados: evolugdo do peso corpéreo e peso dos 6rgaos.

A fig.1a mostra a curva de crescimento dos grupos experimentais estudados. A
andlise das curvas e da drea abaixo delas (fig. 1b) permite observar o crescimento
significativamente reduzido dos animais que receberam dieta contendo 6% de proteina. A
suplementacdo com taurina ndo influenciou a evolucdo do peso em nenhum dos grupos

suplementados.

500~ 300004
n C
Q E ﬁ o CT30
- ; x CT90 20000-
g + D 9
2504 . i i ] o DT30 -}
8 2 g il + DT90 10000-
na# :
n [ Z
0 T T T T T T T 0 T - .
0 2 4 6 8 10 12 14 C CT30 CT90 D DT30 DT90
Semanas

Fig. 1 (a) Peso corpéreo de ratos controle (C), controle suplementados com taurina por 30 dias
(CT30) e 90 dias (CT90), desnutridos (D) e desnutridos suplementados com taurina por 30 dias
(DT30) e 90 dias (DT90) acompanhados por 12 semanas. n = 5 para todos os grupos
experimentais. (b) Média + EPM da édrea abaixo das curvas (AAC) de ganho de peso. * indica
diferenca estatistica em relacdo a C. P < 0.001 (ANOVA Two-Way e pds teste de Newman-
Keuls).
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Ao final do periodo experimental, os animais foram sacrificados e os Orgaos

foram removidos e pesados (tab. 4).

Tab. 4 Comprimento naso-anal (CNA), peso do figado, bago, coragdo, rins, gordura
retroperitoneal e da gordura periepididimal de ratos controle (C), controle suplementados
com taurina por 30 dias (CT30) e 90 dias (CT90), desnutridos (D) e desnutridos
suplemelllgados com taurina por 30 dias (DT30) e 90 dias (DT90) acompanhados por 12
semanas”’

C CT30 CT190 D DT30 DT90
CNA (cm) 2253082 2328+024 2325025 21102090 21,33+041  20,85:0,65
Figado (g) 13244122 13794095 15512242  8,13+0.86*  10,120,15%  9,19+1,51*
Baco (g) 095+0,042  1,02+008  105£008  0,63:0,06* 0,77+0,04*  0,66+0,05*
Coracio (g) 1224004 1332006  130:001 090007  1,00:0,04*  0,88+0,08*
Rins (g) 276+0,11  2,68+0,19 293038  1,57x0,16*  1840,12%  1,73x0,16*

Gordura

Retroperitoneal 20,8+0,30 15,6+£2,79 15,6+5,50 4,56+1,23*%  529+042*  583+1,32*
(g

Gordura

. e 14,63+3,60 12,64+1,7 14,2743,08  3,42+1,02*%  4,69+0,27%  4,27+0,79*
Periepididimal (g)

1 Valores representam média + EPM, n = 5.

2 *indica diferenca estatistica em relacdo a C. P < 0.05 (ANOVA Two-Way e pds teste de Newman-Keuls).

Podemos observar na tabela 4 que nenhum dos grupos experimentais diferiu

quanto ao comprimento naso-anal enquanto que todos os Orgdos e compartimentos

avaliados se mostraram reduzidos nos animais desnutridos, estando de acordo com o0s

dados de peso corpdreo obtidos. Também ndo foi verificada influéncia da suplementacao

com taurina sobre os parametros avaliados.
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4.1.2 Parametros bioquimicos plasmaticos

Para a caracterizacdo bioquimica do modelo experimental foram avaliadas:
proteinas totais, albumina, glicose, insulina, acidos graxos livres e colesterol plasmatico

(tab. 5). Também foram verificados os niveis plasmédticos de taurina (fig. 2).

Tab. 5 Proteinas totais, albumina, glicemia, insulina plasmdtica, dcidos graxos livres e colesterol
de ratos controle (C), controle suplementados com taurina por 30 dias (CT30) e 90 dias (CT90),
desnutridos (D) e desnutridos suplementados com taurina por 30 dias (DT30) e 90 dias (DT90)
mantidos em jejum por 12 horas."?

C CT30 CT190 D DT30 DT90

Proteina total (g/dl) 6,81 +0,04 7,15+0,54 6,87+0,19 535+0,24% 537+0,28* 5,70 £ 0,09 *
Albumina (g/dl) 320+0,11 341+0,02 3,18 +0,05 2,74 +£0,07* 2,49+0,09% 2,67+0,04%
Glicose (mg/dl) 79,11 £3,42 76,50 + 8,08 76,30 £ 4,03 63,75 + 3,38 72,20+ 8,73 69,14 + 5,90
Insulina (ng/ml) 1,30£0,17 1,18£0,23 1,48+£0,23 0,83+£0,14 0,97+0,32 1,09£0,21
Insulina # (ng/ml) 497+ 0,34 - 3,56+ 0,52 1,39 +£0,10* - 3,31+0,70
Acidos Graxos Livres 0,82+0,08 - 0,69+0,11 1,21+0,14 * - 1,20+0,16 *
(mmol/l)

Colesterol (mg/dl) 56,60 + 2,731 - 51,80 + 3,69 55,00 + 1,81 - 46,80 + 1,49

# Valores obtidos com os animais no estado alimentado
1 Valores representam média + EPM. Para proteina total n = 3-5, albumina n = 5-9, glicose n = 7-9, insulina jejum n = 5-9,
insulina alimentado n = 5-8, 4cidos graxos livres n = 5, colesterol n = 5.

2 Letras distintas representam diferenca estatistica, P < 0.05 (ANOVA two-way pds teste de Newman-Keuls).

Tanto as proteinas totais quanto a albumina plasmdtica se mostraram reduzidas
nos animais desnutridos sem haver influéncia da suplementacdo com taurina. A glicemia,
a insulina plasmatica e o colesterol total de jejum ndo diferiram em nenhum dos grupos
experimentais. Os dcidos graxos livres plasmadticos foram maiores nos animais que
receberam a dieta hipoprotéica sem a influéncia da suplementacdo com taurina. No
estado alimentado, verificamos reducdo da insulina plasmdtica nos animais D em relacao
a C. A suplementagdo com taurina aumentou a insulinemia somente nos animais DT90,

havendo interagdo desse fator com a restri¢ao protéica.
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A andlise dos niveis plasmadticos de taurina (fig. 2) ndo revelou diferenca entre os
grupos C e D. Tanto os animais suplementados por 1 més (CT30 e DT30), quanto os
suplementados por 3 meses (CT90 e DT90) mostraram um aumento significativo nos

niveis circulantes desse aminoacido.
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Fig. 2 Taurina circulante no plasma de ratos controle (C), controle suplementados com taurina
por 30 dias (CT30) e 90 dias (CT90), desnutridos (D) e desnutridos suplementados com taurina
por 30 dias (DT30) e 90 dias (DT90). Média £ EPM. n = 4 para todos os grupos experimentais.
# indica diferenca estatistica em relacdo a C. * indica diferenca estatistica em relagdo a D. P <
0.05 (Teste t de Student).

Esse resultado mostra que a suplementa¢do com taurina a 2,5% na dgua de beber
tanto por 30, quanto por 90 dias, foi suficiente para elevar a quantidade circulante desse
aminodcido, sugerindo que as diferencas encontradas entre os grupos suplementados por
30 e 90 dias ndo se devem a eficiéncia da suplementacdo, mas sim, ao tempo de

tratamento e a0 momento em que o aminoacido foi implementado.
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4.1.3 Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose (ipGTT)

Para investigar diferencas de tolerancia a glicose, foi feito um ipGTT no qual 2g
de glicose/Kg de peso foi administrada na cavidade intraperitoneal dos animais. A fig. 3a
mostra as curvas glicémicas de animais controle, controle suplementados por 30 dias,
desnutridos e desnutridos suplementados por 30 dias. Em ambos os grupos de
desnutridos, € possivel observar uma queda mais rdapida da glicemia do que nos grupos
controle. A maior tolerancia dos desnutridos pode ser evidenciada pela drea abaixo das
curvas (fig. 3b) que foi significativamente menor nos grupos D e DT30. A suplementacio
com taurina por 30 dias ndo influenciou a resposta dos animais frente a carga de glicose

administrada.

29



Glicemia (mg/dl)

500+

400- -=-CT30 8 40000+
~o f s o

300~ —o— 8 £ g
DT30 a ;E, 25000~

200~ 2 2 20000~
= = 15000

100 Q 10000+
< 5000+

c 1 1 1 1 0 L
0 50 100 150 200 c D

Tempo (min)

Fig. 3 (a) Glicemia média + EPM de ratos controle (C), controle suplementados com taurina por 30 dias (CT30), desnutridos (D) e
desnutridos suplementados com taurina por 30 dias (DT30) ap6s a administracdo intraperitoneal de 2g de glicose/Kg de peso, n = 5-9. (b)
Média = EPM da drea abaixo da curva (AAC) da glicemia dos grupos experimentais. * indica diferenca estatistica em relacdo a C. P <
0.05. (ANOVA Two-Way e p6s teste de Newman-Keuls).
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As curvas glicémicas dos animais suplementados por 90 dias s@o mostradas na
fig. 4a. Nesse caso a curva do grupo DT90 se aproxima dos controles enquanto o grupo D
permanece abaixo. Esse perfil é evidenciado pela drea abaixo da curva (fig. 4b) do grupo

DT90 que se mostra em um nivel intermedidrio entre o grupo D e os controles.
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Fig. 4 (a) Glicemia média + EPM de ratos controle (C), controle suplementados com taurina por 90 dias (CT90), desnutridos (D) e

7-9. (b)

Média + EPM da 4rea abaixo da curva (AAC) da glicemia dos grupos experimentais. * indica diferenca estatistica em relacdo a C. P <

0.05. (ANOVA Two-Way e p6s teste de Newman-Keuls).

desnutridos suplementados com taurina por 90 dias (DT90) ap6s a administracao intraperitoneal de 2g de glicose/Kg de peso, n
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Insulina (ng/ilh.h)

4.2 Secrecao de insulina

4.2.1 Secrecao estatica de insulina estimulada por glicose

Apds a caracterizagdo do modelo experimental, conduzimos uma série de
experimentos com o objetivo de verificar a secrec@o de insulina estimulada por diferentes
concentracdes de glicose. A fig. 5 mostra a secrec@o de insulina de ilhotas pancredticas de
ratos controle, controle suplementados com taurina por 30 dias, desnutridos e desnutridos
suplementados com taurina por 30 dias quando estimuladas com 2.8, 8.3, 16.7 € 22.2 mM
de glicose. Em 2.8 mM nao houve diferenca entre os grupos experimentais enquanto que,
a partir de 8.3 mM, os animais desnutridos e desnutridos suplementados apresentaram
secrecdo de insulina reduzida em relacdo aos animais controle e controle suplementados
com taurina. Nesses grupos, houve somente o efeito da dieta, uma vez que a
suplementacdo com taurina por 30 dias ndo foi suficiente para modificar a secrecdo de

insulina em nenhuma das concentracdes de glicose avaliadas.

a b

10.0- 10.0+
=cC I D
Ezm CT30 mnm DT30
7.57 = 751
L £
2
5.0 E 5.0+
= 3
2.54 £ 25+
0.0~ T T 0.0~
2.8 8.3 16.7 2.8 8.3 16.7
Glicose (mM) Glicose (mM)
C
Glicose (mM) C CT30 D DT30
2.8 0,51£0,10 0,65+0,04 0,36x0,05 0,43 £ 0,01
8.3 2,81+£024 262+020 1,53%+0,09* 1,87%+0,25%*
16.7 6,52+0,76 6,42+038 4,13+0,18* 4,24+0,13 *
22.2 7,93+052 8,83+0,58 4,90+028* 5,13+0,47*

Fig. 5 Secre¢do estdtica de insulina de ratos (a) controle (C), controle suplementados com taurina por
30 dias (CT30), (b) desnutridos (D) e desnutridos suplementados com taurina por 30 dias (DT30). As
ilhotas foram pré-incubadas em solucdo de Krebs contendo 5.6mM de glicose durante 1 h. Apds a
retirada do liquido de pré-incubacio, as ilhotas foram expostas a solu¢do de Krebs contendo 2.8, 8.3,
16.7 € 22.2 mM de glicose por 1 h, n = 10. (c) valores representam a média + EPM. * indica diferenca
estatistica em relagdo a C para cada concentragdo de glicose. P < 0.05 (ANOVA Two-Way e pés teste
de Newman-Keuls).
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Insulina (ng/ilh.h)

A secrecdo de insulina de ilhotas pancredticas de ratos controle, controle
suplementados com taurina por 90 dias, desnutridos e desnutridos suplementados com
taurina por 90 dias, quando estimuladas por 2.8, 8.3, 11.1, 16.7 e 22.2 mM de glicose,
estd ilustrada na figura 6. Novamente as ilhotas dos animais ndo apresentaram diferenca
de secre¢iio quando expostas a baixa glicose (2.8 mM). A medida que a concentragio de
glicose foi aumentando, os animais desnutridos apresentaram secrecdo de insulina

reduzida em relagdo aos controles.
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22.2 7,9020,51 10,03x1,9 2,88 £0,34* 5,79 £0,48

Fig. 6 Secrecdo estitica de insulina de ratos (a) controle (C), controle suplementados com
taurina por 90 dias (CT90), (b) desnutridos (D) e desnutridos suplementados com taurina por 90
dias (DT90). As ilhotas foram pré-incubadas em solu¢do de Krebs contendo 5.6mM de glicose
durante 1 h. Apds a retirada do liquido de pré-incubacao, as ilhotas foram expostas a solucio de
Krebs contendo 2.8, 8.3, 11.1, 16.7 e 22.2 mM de glicose por 1 h, n = 6-10. (¢) valores
representam a média = EPM. * indica diferenca estatistica em relacio a C para cada
concentracdo de glicose P < 0.05 (ANOVA Two-Way e pos teste de Newman-Keuls).
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Nesse caso, foi observado o efeito da suplementagdo com taurina. No grupo CT90
houve um aumento da secre¢do de insulina, em relacdo ao C, nas concentracdes de 8.3,
11.1 e 16.7 mM. Os animais desnutridos suplementados com taurina por 3 meses
apresentaram um aumento significativo na secrecdo de insulina, em relagdo ao grupo D,
nas concentragdes 8.3, 11.1 e 16.7 mM, retornando ao nivel do C. Na concentracdo mais
alta de glicose (22.2 mM), verifica-se somente o efeito do fator dieta, sendo que os
animais CT90 nao tiveram maior secre¢do que C e o grupo DT90 se encontrou em nivel
intermedidrio entre C e D.

Como o efeito da suplementagcdo com taurina sobre a secre¢do de insulina foi mais
marcante em animais suplementados por 90 dias (CT90 e DT90), resolvemos seguir com

as demais investigacdes da influéncia da taurina somente nesses animais.

4.2.2 Secrecao estatica de insulina potencializada por carbacol

Em seguida, resolvemos investigar o papel da via colinérgica em potencializar a
secrecdo induzida pela glicose e sua modulacao pela restri¢do protéica e a suplementacio
com taurina. Verificamos, entdo, a secrecdo de insulina na presenca de 11.1mM de
glicose e 100uM de carbacol (Cch), um agonista colinérgico que se liga a receptores de
acetilcolina mimetizando seu efeito. A fig. 7 mostra que os animais do grupo D tiveram
menor secrecdo de insulina em relacdo ao C. Tanto os animais CT90 quanto DT90,
responderam ao carbacol de maneira significativa sendo que a secrecido de insulina do

grupo DT90 foi a mesma apresentada pelos animais C.
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Fig.7 Secrecéo estatica de insulina de ratos controle (C), controle suplementados com taurina
por 90 dias (CT90), desnutridos (D) e desnutridos suplementados com taurina por 90 dias
(DT90). As ilhotas foram pré-incubadas em solu¢do de Krebs contendo 5.6mM de glicose
durante 1 h. Apds a retirada do liquido de pré-incubacdo, as ilhotas foram expostas a solucdo de
Krebs contendo 11.1 mM de glicose e 100uM de carbacol por 1 h, n = 12. Os valores
representam a média + EPM. * indica diferenca estatistica em relagdo a C. P < 0.05 (ANOVA
Two-Way e pos teste de Newman-Keuls).

4.3 Vias de sinalizacio: expressao protéica em ilhotas de ratos

Com o objetivo de identificar os eventos responsaveis pelas alteracdes na secrecao
de insulina produzidas pela dieta hipoprotéica e os passos envolvidos na modulagdo
exercida pela suplementacdo com taurina, conduzimos experimentos para verificar a
expressao de proteinas importantes para a funcionalidade da célula beta.

Frente aos resultados obtidos de secrecdo de insulina potencializada por carbacol,
resolvemos também verificar se havia diferenca na expressdo de alguma proteina
envolvida na regulacdo colinérgica da secrecdo de insulina. Dessa forma, investigamos a
expressdo do receptor muscarinico M3, alvo da acetilcolina e primeiro elemento da via de
estimulacdo colinérgica. Como ilustrado na fig. 8, os animais do grupo D tiveram
expressao reduzida desse receptor em relagcdo ao C. O grupo CT90 teve um aumento
significativo em sua expressdo, assim como DT90 que retornou aos niveis de expressao
do C. Verificamos entdo que tanto a dieta hipoprotéica quanto a suplementacdo com
taurina podem modular a expressdao do receptor M3. A correlagdo entre a expressdao do
M3 com o perfil obtido nos estudos de secrecdo de insulina sugere a importancia dessa

etapa inicial sobre a modulagdo colinérgica da secrec¢do de insulina.
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Fig. 8 Expressdo protéica do receptor muscarinico M3 em ilhotas de ratos controle (C), controle
suplementados com taurina por 90 dias (CT90), desnutridos (D) e desnutridos suplementados com
taurina por 90 dias (DT90). Os dados de M3 foram normalizados pela a—tubulina e expressos em
porcentagem do controle. Valores representam média + EPM da andlise densitométrica das bandas
(n =5). * indica diferenca estatistica em relacdo a C. P < 0.05 (ANOVA Two-Way e pds teste de
Newman-Keuls).

Ainda considerando a via colinérgica, investigamos a expressdo da PLC[32 (fig.
9), enzima que hidrolisa lipidios de membrana, levando ao acimulo citossélico de IP3 e
DAG. Nesse ponto nao encontramos diferenca de expressdo entre oS grupos
experimentais, ressaltando a importancia da regulacdo da expressao do receptor M3 sobre

a sensibilidade das ilhotas a agonistas colinérgicos.
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Fig. 9 Expressdo protéica da PLC[2 em ilhotas de ratos controle (C), controle suplementados
com taurina por 90 dias (CT90), desnutridos (D) e desnutridos suplementados com taurina por
90 dias (DT90). Os dados de PLC[B2 foram normalizados pela 0—tubulina e expressos em
porcentagem do controle. Valores representam média + EPM da andlise densitométrica das
bandas (n =4). P > 0.05 (ANOVA Two-Wav).

Além do influxo de célcio extracelular para a célula B mediado pelos canais de
célcio voltagem-dependentes, fase crucial para a exocitose dos granulos de insulina, o
reticulo endoplasmédtico também possui um papel na regulagdao dos niveis citossolicos de
calcio (Gilon et al., 1999). Sabe-se que as Ca**-ATPases do reticulo sarcoendoplasmaético
(SERCAs) possuem um papel regulador sobre o movimento intracelular de fons Ca**
(Arredouani et al., 2002). Decidimos, portanto, verificar a expressdo da SERCA 3 nos
grupos experimentais para ver se sua expressdo era modulada pelos fatores dieta e
suplementacdo com taurina e se havia alguma correlagdo com os resultados de secrecio
de insulina obtidos. A fig. 10 mostra que houve somente um efeito da suplementacao com
taurina sobre a abundancia de SERCA 3. Os animais C e D ndo mostraram diferenca
entre si quanto a expressao dessa proteina, enquanto que CT90 e DT90 tiveram um

aumento significativo.
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Fig. 10 Expressao protéica da Serca 3 em ilhotas de ratos controle (C), controle suplementados
com taurina por 90 dias (CT90), desnutridos (D) e desnutridos suplementados com taurina por
90 dias (DT90). Os dados de Serca 3 foram normalizados pela 0—tubulina e expressos em
porcentagem do controle. Valores representam média + EPM da andlise densitométrica das
bandas (n = 6). * indica diferencga estatistica em relacdo a C. P < 0.05 (ANOVA Two-Way e pds
teste de Newman-Keuls).

Finalmente, investigamos a influéncia da restri¢cdo protéica e suplementacdo com
taurina sobre a Sintaxina 1, proteina envolvida na extrusdo dos granulos de insulina, fase
final do processo secretério. A fig. 11 mostra que a expressao de Sintaxina 1 foi reduzida

nos animais D e normalizada nos animais DT90.
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Fig. 11 Expressao protéica da Sintaxina 1 em ilhotas de ratos controle (C), controle suplementados
com taurina por 90 dias (CT90), desnutridos (D) e desnutridos suplementados com taurina por 90
dias (DT90). Os dados de Sintaxina 1 foram normalizados pela O—tubulina e expressos em
porcentagem do controle. Valores representam média + EPM da andlise densitométrica das bandas

(n = 5). * indica diferenca estatistica em relacdo a C. P < 0.05 (ANOVA Two-Way e pos teste de
Newman-Keuls).

4.4 Registro de movimentos citoplasmaticos de ions Ca’* em ilhotas de Langerhans

Tendo em vista a importincia dos movimentos de cdlcio para a secrecdo de
insulina, decidimos registrar as oscilagdes citoplasmadticas de cdlcio em ilhotas dos
grupos C, CT90, D e DT90 frente a estimulacdo com 16.7mM de glicose .

Assim como ilustrado na fig. 12a, tanto a dieta hipoprotéica, quanto a
suplementacdo com taurina produziram alteragdes no padrdo oscilatério exibido pelas
ilhotas. Verificam-se em animais do grupo D oscila¢cdes mais rdpidas em relagdo ao C e
no grupo DT90 houve uma reducdo da velocidade dessas oscilagdes, se aproximando ao
padrdo apresentado pelos animais C. A alteragdo do padrdo oscilatério ficou mais
evidente entre os grupos C e CT90. Nesse caso, ficou claro que a suplementagdo com
taurina promoveu ondas lentas com oscilacdes rdpidas em seu topo, condizente com o
padrao de ondas mistas. Uma andlise subjetiva também nos permite observar uma

reducdo no tempo entre as oscilagdes nos grupos que receberam suplementagdo com
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taurina. A fig. 12b mostra a andlise da amplitude das oscilacdes obtidas em cada grupo

experimental. Nesse caso, verificamos somente o efeito da dieta com os animais D e

DT90 mostrando oscilagdes com menor amplitude que os animais C e CT90.
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Fig. 12 (a) Mudangas na razao de fluorescéncia para célcio intracelular em ilhotas de ratos controle
(C), controle suplementados com taurina por 90 dias (CT90), desnutridos (D) e desnutridos
suplementados com taurina por 90 dias (DT90). As ilhotas foram pré-incubadas em meio
RPMI1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino (FCS) por 4 h. Em seguida foram
incubadas por 2h em presenga de solucdo de Krebs com 2uM de fura-2 AM. Apds esse periodo, as
ilhotas foram colocadas na cAmara de perfusdo e expostas a 3 mM de glicose (G3) e 16.7 mM
(G16.7) quando indicado pelas barras superiores. (b) Andlise da amplitude das oscilagdes. Valores
representam média + EPM da AF (n = 4-8). * indica diferenca estatistica em relagdo a C. P < 0.05
(ANOVA Two-Way e pos teste de Newman-Keuls).
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Além do célcio extracelular, os depdsitos de célcio do reticulo endoplasmaético
também possuem um papel importante na secre¢do de insulina estimulada por glicose e
outros secretagogos que podem sinalizar para a liberagdo desses estoques (Zawalich et
al., 1995). Resolvemos, entdo, investigar a capacidade de liberacdo de célcio do reticulo
endoplasmatico nas ilhotas dos grupos experimentais. Para tanto, as ilhotas receberam
estimulo de 11.1mM de glicose e 100uM de carbacol em solu¢do de Krebs sem cdlcio
contendo EGTA (10mM) e diazoxida (250uM). A fig. 13a mostra curvas representativas
do pico de célcio emitido com a estimulacdo com carbacol. Nas figs. 13 b e ¢ podemos
observar a andlise da amplitude dos picos e da drea sob a curva, respectivamente. Nesse
experimento houve somente o efeito da dieta hipoprotéica com os animais D e DT90

apresentando menor amplitude e drea sob a curva em relagio aos grupos C e CT90.
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Fig. 13 (a) Mudangas na razao de fluorescéncia para célcio intracelular em ilhotas de ratos controle
(C), controle suplementados com taurina por 90 dias (CT90), desnutridos (D) e desnutridos
suplementados com taurina por 90 dias (DT90). As ilhotas foram pré-incubadas em meio
RPMI1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino (FCS) por 4 h. Em seguida foram
incubadas por 2h em presencga de solugao de Krebs com 2uM de fura-2 AM. Apds esse periodo, as
ilhotas foram colocadas na camara de perfusdo e expostas a solu¢do de Krebs contendo 11.1 mM de
glicose, 10 mM de EGTA, 250 UM de diazoxida e livre de célcio. Quando indicado, as ilhotas foram
expostas a mesma solugdo acrescida de 100 UM de carbacol. (b) Andlise da amplitude dos picos e
(c) area abaixo da curva (AAC). Valores representam média £ EPM (n = 6-7). * indica diferenca
estatistica em relacdo a C. P < 0.05 (ANOVA Two-Way e pés teste de Newman-Keuls).
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5. Discussao

5.1 Caracterizaciao do modelo experimental

Iniciamos nosso estudo avaliando a influéncia da restricdo protéica sobre
parametros biométricos e bioquimicos, e se a suplementagdo com taurina modificaria
algum desses parametros. Também avaliamos o efeito desses dois fatores sobre a
tolerancia a glicose.

Verificamos que somente a restricdo protéica influenciou a evolugdo do peso
corpéreo dos animais (fig. 1), produzindo uma redugdo significativa que se intensificou
ao longo do periodo experimental juntamente com reduc¢do no peso de todos os 6rgaos e
compartimentos corpéreos avaliados (tab. 4). A redu¢do do crescimento corpdreo é uma
das caracteristicas visuais mais marcantes em animais desnutridos e ja foi bem
documentada em trabalhos que utilizaram restricao protéica pds-desmame (OKkitolonda et
al., 1987; Ferreira et al., 2003; Ferreira et al., 2004; Filiputti et al., 2008). Outros
modelos de desnutri¢do (intrauterina e durante a lactagdo) podem produzir efeitos ainda
mais marcantes sobre o peso corpéreo de animais submetidos a restri¢do protéica
(Latorraca et al., 1998; Fagundes et al., 2007).

As andlises bioquimicas plasmadticas (tab. 5) revelaram menor quantidade de
albumina e proteinas totais circulantes nos animais que receberam dieta hipoprotéica.
Clinicamente a albumina circulante constitui um item fundamental na avalia¢do do estado
nutricional (Pencharz, 2008) e a reducdo de seus valores ja foi verificada em modelos de
desnutri¢do (Ferreira et al., 2003; Ferreira et al., 2004; de Arruda Oliveira et al.,
2008; Filiputti et al., 2008). Em jejum, verificamos que todos os animais apresentam a
mesma glicemia e insulinemia. A literatura traz dados de insulinemia que variam desde
reducdo significativa em animais desnutridos até valores semelhantes de insulina
plasmatica entre os desnutridos e seus controles (OKkitolonda et al., 1987; Ferreira et al .,
2003; Ferreira et al., 2004; de Arruda Oliveira et al., 2008). Essas variacdes podem ser

influenciadas por diferencas entre os protocolos experimentais adotados.

44



No estado alimentado, verificamos que os animais D apresentam redugdo na
insulina plasmdtica e a suplementa¢do com taurina corrigiu essa reducdo nos animais
DT90. Esse resultado mostra que quando hd uma demanda maior, embora fisioldgica, os
animais desnutridos ndo conseguem secretar a mesma quantidade de insulina que o grupo
C. A hipoinsulinemia durante o estado alimentado encontrada nos animais D ji foi
documentada por Reis et al., (2008) e essa situagdo também foi reproduzida em
experimentos conduzidos com ilhotas isoladas expostas a crescentes concentragdes de
glicose.

Sabe-se que a insulina age no tecido adiposo, por meio da ligacdio em seu
receptor, promovendo maior translocacdo de GLUT 4 e, consequentemente, maior
captacdo de glicose. A sinalizacdo da insulina também inibe as vias relacionadas com
lip6lise e estimula a lipogénese pela modulagdo de enzimas chaves para esse processo
como: 4cido graxo sintase e glicerolfosfato desidrogenase (Spiegelman & Flier, 1996).
Considerando esses efeitos anti-lipoliticos da insulina, a hipoinsulinemia encontrada no
grupo D pode, em parte, explicar a maior concentragdo de dcidos graxos livres
encontrados no plasma desses animais. Alteragdes na resposta periférica a insulina
também podem contribuir pra esse achado. Holness et al., (1998) mostram que ratos
fémea gravidas desnutridas apresentam menor supressdo das concentragdes plasmadticas
de 4cidos graxos livres apds infusdo de insulina. Em outra série de experimentos
conduzidos em adipdcitos isolados dos mesmos animais confirma-se o menor efeito anti-
lipolitico da insulina, além de maior lipdlise estimulada por noradrenalina. Outro estudo
realizado com adipécitos da prole de ratos fémeas submetidas a restricdo protéica
também mostra menor efeito da insulina sobre a supressao da lip6lise. Apds estimulagdao
com insulina verificou-se também menor atividade tanto da fosfatidil inositol 3-quinase
(PI3K), quanto da PKB/AKT, duas enzimas-chaves que compdem a via de sinaliza¢do da
insulina (Ozanne et al., 2000). Maior atividade do sistema nervoso simpatico bem como
maior nivel circulante de catecolaminas também ja foram descritos em animais
submetidos a restri¢do protéica (Leon-Quinto et al., 1997; Leon-Quinto €t al., 1998).

Verificamos, portanto, que a desnutricdo produz importante alteracdo em

parametros de estado nutricional e a suplementag¢do com taurina, independente do periodo
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de durac¢do, ndo influencia o curso dessas modificacdes, com excecdo da preservacido da
concentracdo plasmatica de insulina no estado alimentado.

Ap6s realizacido de um ipGTT (figs. 3 e 4), verificamos maior tolerancia a glicose
nos animais D, efeito jid documentado em outros estudos com animais submetidos a
restri¢do protéica (Escriva et al., 1991). Para que os desnutridos, que possuem secre¢io
de insulina reduzida, apresentem a mesma glicemia de jejum que os animais controle,
sugere-se uma maior sensibilidade a insulina nesses animais, assim como proposto em
outros estudos que demonstraram maior fosforilacdo em tirosina do receptor de insulina
(IR), do substrato do receptor de insulina — 1 (IRS-1) (Filiputti et al., 2006) ¢ maior
associagdo desta ultima com a subunidade de 85kDa (p85) da PI3K em musculo e figado
de ratos submetidos a0 mesmo protocolo de desnutri¢do (Reis €t al., 1997). No grupo de
desnutridos suplementados com taurina por 90 dias, observamos uma tendéncia desses
animais a se comportarem da mesma maneira que os controles, mostrando que a taurina
possivelmente ndo atue somente nos mecanismos de secre¢do de insulina mas tenha um
papel regulador sobre a homeostase glicémica nesse modelo animal.

A restri¢do protéica produz, portanto, alteragdes expressivas no estado nutricional
dos animais, refletidas pela redu¢do do crescimento corpéreo e de 6rgaos, pela reducio de
proteinas totais e albumina plasmdticas e pelo aumento dos 4cidos graxos circulantes,
sem efeito da suplementagdo com taurina. Os animais desnutridos apresentaram ainda
hipoinsulinemia no estado alimentado e aumento compensatorio da tolerancia a glicose,

efeitos corrigidos pela suplementagdo com taurina.

5.2 Secrecao de insulina

Nos experimentos de secre¢do de insulina utilizando ilhotas isoladas verificamos
menor resposta das ilhotas dos animais D em todas as concentracOes estimulatdrias de
glicose testadas (figs. 5 e 6). Estudos realizados por nosso grupo e por outros laboratérios
vem mostrando o impacto da restricdo protéica sobre a funcionalidade das ilhotas de
Langerhans. Hoje sabemos que etapas fundamentais para a secrecdo de insulina,
envolvendo o metabolismo e a func¢do da célula 3, se encontram modificadas em animais

que sofreram restricdo protéica em algum momento da vida. Entre os mecanismos

46



propostos para a menor responsividade dessas células estdo: menor expressdo de
glicoquinase (Desai et al., 1995), PDX-1 (Arantes et al., 2002; Martin et al., 2004),
glicerolfosfato desidrogenase (Rasschaert et al., 1995), PKAa (Milanski et al., 2005),
PKCa (Ferreira et al., 2003) e S6K-1 (Filiputti et al., 2008), menor mobilizacio de {fons
calcio (Latorraca et al., 1999) e alteracdes no processo de extrusido dos granulos de
insulina (Cherif et al., 2001).

A suplementacdo com taurina foi capaz de aumentar a secre¢do de insulina tanto
nos animais controle quanto nos desnutridos (fig. 6). Esse efeito foi verificado somente
nos animais que receberam suplementag¢do juntamente com o inicio da dieta (CT90 e
DT90). Com base nesses resultados e nos achados de Cherif et al (1998), em que ¢é
verificada a recuperacdo da secrecdo de insulina em ilhotas de fetos de ratos fémeas
prenhes suplementadas com taurina a 2,5% durante o periodo de gestacdo, sugerimos que
a taurina exer¢a uma agao protetora sobre os possiveis danos no mecanismo de secre¢do
de insulina estabelecidos no quadro de desnutricdo protéica em ratos. Tanto a fase de
crescimento intrauterina quanto os estdgios iniciais de vida sdo fundamentais para o
desenvolvimento e maturacdo do pancreas enddcrino (Remacle et al., 2007). Estudos
conduzidos em fetos que passaram por restricdo protéica durante a fase de gestacdo,
verificaram menor tamanho e vascularizacdo das ilhotas (Snoeck et al., 1990), menor
taxa de replicag¢do devido a alteracdes em proteinas envolvidas no ciclo celular (Petrik et
al., 1999) e maior taxa de apoptose (Boujendar et al., 2002). E quando as ilhotas desses
animais foram removidas do meio metabolicamente desfavoravel e cultivadas por 7 dias
em meio com disponibilidade adequada de nutrientes, essas caracteristicas ainda estavam
presentes (Dahri et al., 1995). Todas essas evidéncias sugerem que distdrbios no meio
intrauterino, como no caso da restricdo protéica, podem comprometer permanentemente o
desenvolvimento e func¢do das ilhotas pancreaticas.

Nesse trabalho podemos observar que com o inicio da suplementagdo com taurina
no animal ainda na fase de desmame, obteve-se maior preservacao da funcionalidade das
ilhotas de Langerhans de ratos desnutridos. Reusens et al (2008), utilizando técnicas de
microarray, verificaram que ilhotas de fetos de ratos fémeas submetidas a restricdo
protéica durante a gestacdo apresentaram alteracdo na expressdao de 10% dos 10.346

genes estudados. Entre os genes modulados, se encontram marcadores de processos
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fundamentais para as células beta como: proliferacao celular, producido de energia, defesa
antioxidante e metabolismo mitocondrial. A reducdo da expressdo de genes envolvidos na
proliferacdo celular e defesa antioxidante podem explicar observagdes anteriores de
maior suscetibilidade a citocinas e menor taxa de proliferagdo celular (Petrik et al., 1999;
Merezak et al., 2004). No mesmo estudo foi verificado, ainda, que a suplementagdo com
taurina normalizou todos os genes estudados em relagdo aos animais que receberam dieta
normoprotéica. Dessa forma, podemos concluir que além da série de fungdes fisioldgicas
jé atribuidas a taurina (Huxtable, 1992), a regulacdo da expressdo génica parece ser um
importante mecanismo pelo qual esse aminodcido consegue modular a funcio das células
beta.

Além da secrecdo de insulina estimulada por glicose, observamos menor resposta
das ilhotas de animais desnutridos quando estimuladas com carbacol e a suplementagdo
com taurina aumentou a resposta a estimulacdo colinérgica tanto das ilhotas controle
quando das provenientes de animais desnutridos (fig. 7). Estudos conduzidos em ratos
submetidos a restri¢do protéica mostram uma alteracdo do funcionamento do sistema
nervoso autondmico. Foi registrada menor atividade de fibras nervosas parassimpaticas e
maior atividade de fibras simpdticas, juntamente com maiores niveis circulantes de
catecolaminas em animais desnutridos (Leon-Quinto et al., 1997; Leon-Quinto et al.,
1998). Testes clinicos conduzidos em criancas desnutridas também revelaram disturbios
do sistema nervoso autondmico (Bedi et al., 1999). Além da menor responsividade a
glicose, nosso estudo mostra menor resposta dos animais desnutridos a estimulagdo
colinérgica, sugerindo o comprometimento de elementos dessa via nesses animais.
Verificamos, ainda, que a suplementa¢do com taurina foi capaz de normalizar a secre¢dao
nos animais que receberam dieta hipoprotéica (DT90). A menor resposta secretdria de
ilhotas isoladas de ratos desnutridos frente ao carbacol, encontrada nesse trabalho,
também foi descrita em ratos desnutridos pés-desmame (Ferreira et al., 2003) e durante
a fase de lacta¢do (Gravena €t al., 2007).

Verificamos entdo menor resposta secretéria em ilhotas de animais que sofreram
restricdo protéica e a suplementagdo com taurina mostrou-se uma estratégia eficaz para

restabelecer a funcionalidade desse tecido.
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5.3 Vias de sinalizacao

Iniciamos nossos estudos moleculares investigando a expressao protéica de elementos
que compdem a via colinérgica de potencializacdo da secrecdo de insulina. Nossos
resultados mostram modulacio tanto da restri¢do protéica quanto da suplementa¢do com
taurina sobre a expressdo do receptor muscarinico M3 (fig. 8) e a expressdo da PLC[2
(fig. 9), passo seguinte da via, ndo foi modulada por nenhum dos 2 fatores.

Entre os tipos de receptores muscarinicos, o receptor M3 certamente ¢ o mais
relevante para o controle da secre¢do de insulina. Estudos de delecdo desse receptor
mostram reducdo expressiva da secrecdo de insulina estimulada por agonistas
colinérgicos acompanhada da menor produgdo de fosfatidilinositol, um subproduto da
sinaliza¢do do M3 (Boschero et al., 1995; Duttaroy et al., 2004; Gautam et al., 2006;
Gautam et al., 2007).

Além de controlar a secrecao de insulina, o receptor M3 tem um papel importante
na regulacdo da homeostase glicémica. Camundongos deficientes desse receptor
apresentam reduzido peso corpdreo, maior tolerdncia a glicose, maior sensibilidade a
insulina e niveis circulantes reduzidos desse hormdnio (Yamada et al., 2001; Duttaroy
et al., 2004). Esses efeitos se assemelham as caracteristicas apresentadas por animais
submetidos a restri¢do protéica (Picarel-Blanchot et al., 1995; Filiputti et al., 2008)
sendo possivel que nesse modelo experimental, a sinalizacio do M3 também esteja
prejudicada de maneira sistémica. Dados de nosso grupo também mostram a reducdo de
expressdo do receptor M3 em camundongos submetidos a restricdo protéica e que a
suplementacdo com leucina normalizou a expressdao dessa proteina, assim como a
resposta secretéria frente ao carbacol (Amaral, 2008).

Até o momento ja foram documentados trés grupos de PLC (3, y e 8) que ainda se
dividem em subgrupos. Todas os tipo de PLC catalisam a hidrélise de lipidios de
membrana. Porém cada grupo possui uma maneira distinta de ativagdo. Acredita-se que,
em células beta, a producdao de IP; e DAG induzida por agonistas colinérgicos seja
mediada pela PLCPB. No entanto, ndo se sabe qual subtipo (1, B2 ou B3) se encontra
ancorada ao receptor muscarinico (Gilon & Henquin, 2001). Em nosso estudo, ndo

encontramos diferenca na expressdo da PLCPB2 em nenhum dos grupos experimentais.
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Ferreira et al (2003), mostram menor expressio da PKCa e PLCPB1 juntamente com
reduzida secre¢do de insulina estimulada por carbacol e PMA, um ativador da PKC, em
ratos submetidos a restricdo protéica pos-desmame. Esses resultados sugerem que a
PLCB1 possivelmente tenha maior importancia sobre a estimulagdo colinérgica da
secrecdo de insulina.

A literatura carece de dados sobre a interagdo da taurina com elementos da via
colinérgica em células beta. Sabe-se que em células neuronais, a ativacido de receptores
colinérgicos potencializa o efluxo celular de taurina (Foster et al., 2009). Esses achados
tém relevancia para o controle do volume celular em condic¢des de estresse osmdtico, uma
das fungdes fisioldgicas ja atribuidas a taurina (Huxtable, 1992). Takii et al (2006)
mostram que as células beta quando expostas a meio hipotdnico, aumentam seu volume
celular. Esse aumento ativa correntes de cdtions que levam a despolarizacdo da
membrana e a abertura de canais de cdlcio voltagem-dependentes com conseqiiente
secrecdo de insulina. O papel fisiologico dessa relacio do efluxo de taurina com
receptores muscarinicos e se existe algum efeito sobre a secre¢do de insulina ainda deve
ser melhor esclarecida. Outra forma de a taurina modular a sinalizacdo colinérgica € pela
modificacio da composi¢do da membrana plasmdtica. Hamaguchi et al. (1991),
trabalhando com coracao de ratos, descobriram que a taurina € capaz de inibir a atividade
de metiltransferases que catalisam a metilacdo de fosfolipidios de membrana. Esse efeito
resulta no aumento da razido entre fosfatidiletanolamina (PE) e fosfatidilcolina (PC),
alterando a fluidez da membrana e a atividade de proteinas ancoradas nessa estrutura. A
taurina pode, portanto, alterar a propor¢do de produtos finais das fosfolipases associadas
a estimulagdo colinérgica bem como de outros intermedidrios que compdem a via.

Além do aumento da expressdao do receptor M3, outros dados de nosso grupo
também mostram o aumento da expressio da PLCPB em ilhotas de camundongos
suplementados com taurina a 2% na dgua de beber (Ribeiro, 2009). O aumento da
expressdo de proteinas que compdem a via colinérgica parece ser, portanto, um dos
mecanismos pelos quais a suplementacdo com taurina aumenta a secre¢do de insulina
potencializada pelo carbacol.

O IP; derivado da hidrélise de lipidios de membrana se liga em seus receptores

(IPsRs) na membrana do reticulo endoplasmatico que por sua vez promovem o efluxo do
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cdlcio reticular (Gilon & Henquin, 2001). Apés liberagdo de Ca™, esse fon é captado de
volta as cisternas reticulares por transporte ativo mediado pelas Ca**-ATPases do reticulo
sarcoendoplasmdtico (SERCAs). Em ilhotas de Langerhans se identificam a SERCA 2b e
trés isoformas de SERCA 3 (a, b e ¢) (Varadi et al., 1996; Chen et al., 2003). Em nosso
estudo observamos que a suplementacao com taurina aumentou a expressao da SERCA 3
nas ilhotas dos animais CT90 e DT90 (fig. 10).

Sabe-se que em modelos animais de diabetes tipo 2, a resposta das oscilagdes de
calcio induzidas por glicose se encontram reduzidas (Marie et al., 2001). A menor
atividade da SERCA 3 ja foi documentada em ratos tornados diabéticos por injecdo de
streptozotocina durante a fase neonatal (Levy et al., 1998), em ratos diabéticos Goto-
Kakizaki (Varadi et al., 1996), em ratos 90% pancreatectomizados (Jonas et al., 1999) ¢
em camundongos db/db, a atividade tanto da SERCA 2 quanto SERCA 3 se mostraram
reduzidas (Roe et al., 1994).

Além da fun¢do de captacdo de célcio para o reticulo, as SERCAs também ja
foram relacionadas com a regulacio dos movimentos de cdlcio induzidos por
despolarizacdo. Ilhotas de camundongos, quando estimuladas com 6-8mM de glicose,
apresentam um padrdo misto de oscilacdes de cdlcio, caracterizadas por oscilacdes
rapidas no topo de oscilacOes lentas. Beauvois et al (2006) verificaram que em ilhotas de
camundongos knockout para a SERCA3 (SERCA3 -/-) esse padrio é perdido. As
variacdes do potencial de membrana também foram registradas nos dois tipos de ilhotas
(selvagem e SERCA3 -/-) e observou-se sincronia dessas variacdes com o padrio
oscilatdrio apresentado. Evidencia-se, entdo, o papel da SERCA3 na modulacdo tanto da
atividade elétrica quanto no padrao oscilatério de fons Ca’* em ilhotas de Langerhans.

O papel direto da SERCA 3 sobre a secre¢do de insulina ainda deve ser melhor
estabelecido e, no entanto, é importante ressaltar a relevancia do reticulo endoplasmatico
sobre a sintese, modificacdes e dobramentos de proteinas e que todos esses processos sao
afetados pela [Ca®*] dentro dessa organela (Guest et al., 1997; Corbett & Michalak,
2000; Eizirik et al., 2008).

Estudos realizados com linhagens de células 3 pancredticas de camundongos néo
responsivas a glicose (MIN6-m14) mostram que a incapacidade dessas células de

secretarem insulina se deve a concentracdo constitutivamente alta de cdlcio no espago
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citossolico e quando esses niveis foram corrigidos pelo tratamento com nifedipina, um
bloqueador de canais de cdlcio voltagem-dependetes, a resposta secretéria dessas células
foi restaurada (Minami et al., 2002). Esses resultados ressaltam a importincia de se
manter uma concentragdo Otima de cdlcio intracelular seja por trocas com o meio
extracelular, seja pelo armazenamento no reticulo endoplasmatico.

Finalmente, testamos a hip6tese de a taurina exercer seus efeitos sobre a secrecao
de insulina pela modulacdao de elementos que compdem a etapa final do processo
secretorio, a extrusao dos granulos contendo insulina.

A extrus@o dos granulos de insulina bem como a expressdo de proteinas que
compdem a maquinaria exocitdtica se encontram reduzidos em ilhotas de humanos com
diabetes tipo 2 (Ostenson €t al., 2006) e em modelos animais de diabetes (Nagamatsu et
al., 1999). Entre essas proteinas estd a sintaxina 1, uma proteina pertencente a familia de
receptores de proteinas soldveis ligantes a proteinas de fusdo sensiveis a N-etilmaleimida
(SNARE). Essa proteina se encontra ancorada a membrana plasmdtica e se associa a
SNAP-25, outra proteina da familia SNARE, que quando se associam a VAMP,
localizada no granulo contendo insulina, permitem o ancoramento desses granulos e
posterior exocitose de seu contetido (Ozanne et al., 2000). Um estudo realizado com
células beta isoladas e permeabilizadas mostrou que o tratamento com anticorpos anti-
SNAP-25 e anti-sintaxina 1, reduziram a exocitose dos granulos contendo insulina
(Vikman et al., 2006). Em nosso estudo, verificamos menor expressio da sintaxina 1A
nas ilhotas dos animais D e recuperacao no grupo DT90 (fig. 11). Cheriff et al. (2001), ja
sugeriram que um dos possiveis mecanismos pelos quais a restricdo protéica reduz a
secrecdo de insulina seria o comprometimento de elementos da maquinaria de extrusao.

Em nosso trabalho mostramos que tanto a sinalizacdo colinérgica quanto a
extrusdo de granulos contendo insulina possam estar comprometidos nos animais
desnutridos e a suplementacdo com taurina foi capaz de normalizar esses eventos.
Adicionalmente, a taurina pode influenciar a dindmica de célcio dentro da célula B ao
aumentar a expressdo de ATPases mediadoras da captacdo ativa de Ca®* para o interior
do reticulo endoplasmatico. Estudos de gendmica e protedmica em ilhotas de animais
submetidos a restricdo protéica apontam para o comprometimento de uma série de

elementos estruturais e sinalizadores que culminam na redugdo da funcionalidade das

52



células 3 desses animais (Sparre et al., 2003; Reusens et al., 2008). Visto o amplo
espectro de possibilidades abertas por esses estudos, a identificacdo dos principais
eventos moleculares modulados pela restri¢do protéica torna-se uma importante, porém
desafiadora, tarefa para a melhor compreensdo da regulacdo nutricional da expressdo

génica e protéica.
5.4 Movimento citoplasmatico de fons Ca**

A etapa final de nossa andlise sobre o efeito da restricio protéica sobre a
funcionalidade das ilhotas de Langerhans e a influéncia da suplementacdo com taurina
consistiu no registro dos movimentos citoplasmaticos de fons Ca® apo6s estimulo com
glicose (fig. 12) e carbacol (fig. 13). De uma maneira geral, a glicose (16.7 mM) induziu
oscilagdes de cdlcio que foram mais freqiientes nas ilhotas dos animais D. A
suplementacdo com taurina promoveu redu¢do na frequéncia dessas oscilagdes nos
animais DT90 enquanto que as ilhotas dos animais CT90 apresentaram um padrido de
oscilagdes mistas. A amplitude das oscilagdes foi menor em ambos os grupos de animais
desnutridos.

Os movimentos de cdlcio na célula beta, oriundos da despolarizagdo da membrana
plasmética que ocorre em fun¢io do fechamento dos canais de K™ dependentes de ATP,
constituem um ponto de convergéncia para o acoplamento entre os sinais metabdlicos
gerados pela glicdlise com a exocitose dos granulos de insulina (Ashcroft & Rorsman,
1989). O influxo de célcio para a célula beta ocorre principalmente via canais de célcio
voltagem-dependentes e obedece a um padrio oscilatério que pode se apresentar de duas
formas: lento e rdpido. Um terceiro padrdo misto caraterizado por oscilagdes rapidas
superpostas em ondas lentas também pode ser observado (Valdeolmillos et al., 1989).
Em humanos ja foi visto que a secre¢do de insulina ocorre de forma pulsatil e quando
esse hormoénio € administrado dessa forma em individuos diabéticos, seu efeito
hipoglicemiante é mais eficiente (Paolisso €t al., 1988). A secrecdo pulsitil de insulina é
acompanhada por oscila¢des sincronicas de cdlcio intracelular (Gilon & Henquin, 1995).
O padrao de oscilagdes lentas de célcio se correlacionam melhor com a dinamica de

secrecdo de insulina observada em humanos (Lang et al., 1979; Nadal et al., 1994) e a
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perda desse padrio ja foi associada com o desenvolvimento de diabetes mellitus
(O'Rahilly et al., 1988). Dessa forma podemos associar as oscilagdes apresentadas pelos
animais suplementados com taurina com um padrao mais fisiol6gico em comparacdo com
o apresentado pelos animais que receberam somente a dieta hipoprotéica. O efeito da
taurina de reduzir a freqiiéncia das oscilagdes de cdlcio bem como de aumentar sua
amplitude ja foi descrito em ilhotas de camundongos que receberam suplementaciao desse
aminodcido (Carneiro €t al., 2008). Esse tltimo efeito, no entanto, nio ficou evidente em
NOSSOS registros.

Apds a avaliagdo do perfil oscilatério promovido pela glicose, avaliamos a
capacidade das ilhotas de liberarem cdlcio do reticulo endoplasmatico apds estimulagdo
com carbacol. Podemos observar o efeito da restricdo protéica produzindo um pico de
liberacdo com menor drea e amplitude sem efeito da suplementagdo com taurina. Esses
resultados sugerem que os estoques de cdlcio em animais que receberam dieta
hipoprotéica podem estar reduzidos. Esse achado deve, no entanto, ser analisado com
cautela, visto que em nosso estudo e em outros relatos da literatura (Ferreira et al., 2003)
fica evidenciado o comprometimento de elementos da via colinérgica em animais
desnutridos. Dessa forma, a menor liberacdo encontrada nos desnutridos poderia ser
devida a menor expressdo do receptor M3, porém se esse fosse o caso, 0s animais
tratados com taurina deveriam apresentar maior liberacdo de cdlcio visto que houve
melhoria na expressao desse receptor nesses animais bem como na secre¢do de insulina
potencializada por carbacol.

Uma possibilidade seria a suplementacdo com taurina influenciar também eventos
posteriores a liberacdo de célcio, como a expressdo de PKC, PKA ou em proteinas
envolvidas diretamente no processo de extrusdo dos granulos de insulina. Nesse trabalho
mostramos que animais desnutridos t€ém menor expressdo de sintaxina 1, sugerindo
comprometimento do mecanismo de extrusdo de granulos e esse efeito foi corrigido pela
suplementacdo com taurina. Dados de nosso laboratério mostram, ainda, o aumento da
expressdo da PKA em ilhotas de camundongos suplementados com taurina a 2% na agua
de beber (Ribeiro, 2009).

Nossos resultados mostram que a suplementacdo com taurina foi capaz de

normalizar os movimentos de cdlcio observados em animais desnutridos além de produzir
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uma mudanca adicional no padrdo oscilatério nas ilhotas dos animais CT90, ressaltando a
. . L . . . A , 2
capacidade desse aminodcido de interagir com a dindmica do fluxo celular de fons Ca™"

que talvez seja funcionalmente mais relevante do que o tamanho dos estoques

. 2
intracelulares de Ca“*.
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6. Conclusoes

Com os resultados obtidos, podemos concluir que a restricdo protéica pos-
desmame influencia no desenvolvimento da massa corpérea bem como de 6rgdos e
tecidos e a hipoinsulinemia encontrada no estado alimentado foi corrigida pela
suplementacdo com taurina. A taurina também corrigiu parcialmente a maior tolerdncia
compensatoria a glicose exibida pelos animais desnutridos.

A suplementacido com taurina por 90 dias normalizou, ainda, a sensibilidade das
ilhotas dos animais desnutridos a glicose e agentes potencializadores da secrecdo e seu
efeito sobre a secre¢do de insulina também se manifestou em animais que receberam
dieta normoprotéica.

O efeito da suplementa¢do com taurina sobre a funcionalidade da célula 3 pode
ser explicada pelo aumento da expressdo das proteinas SERCA3, receptor muscarinico
M3 e Sintaxina 1 bem como pela mudanca no padrio oscilatério de fons Ca®* que

sugerem maior influxo e consequentemente maior resposta secretoria.
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