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RESUMO

RESUMO

A desnutngdo infanil pode predispor ao diabetes em adultos, pois afeta a
secrecio de insulina e o metabolismo de carboidratos. Por outre lado estudos com ratos
mostram gue a desnutricdo proléica pode atenuar a manifestacdc do diabetes
aloxénico. O presente estudo iem como obietive ampliar © conhecimento sobre os
gfeitos da ingesiac crénica precoce da dista hipoprotéica sobre a acdo diabelogénica
da aloxana, em modelo experimental. Foram ulilizados ratos Wistar (21 dias),
separados em 2 grupos, de acordo com a dieta recebida: controle (C)- dieta normo
(17%) e desnutridos (D)- dieta hipo (6% protéica, por 60 dias. Ao final, parte dos
animais recebeu injecdc de aloxana (40mg/kg,iv.) para inducdo do diabetes. Foram
avaliados in vivo: ganho de peso corporal, glicemia basal, insulinemia basal, ingestao
hidrica, ingest&o alimentar, incidéncia de diabetes (glicemia > 13,75 mM), area sob a
curva de glicose (AG) e insulina (Al), taxa de remocao da glicose (KITT), insulina do
sore e do pancreas. Em ilhotas isoladas fratadas in vifro com aloxana verificamos:
secrecdo de insulina estimulada por glicose e por arginina e oxidacio de glicose. O
ganho de peso foi maior nos animais D (1,49 £ 0,42) do que nos C (-0,57 £ 0,72 g). A
glicemia basal foi menor nos D (106,86 + 5.88) que nos C (3516 = 49,7 mg/d) e a
insulinemia semelhante nos 2 grupos (C= 0,80 £ 0,10; D= 1,05 £ 0,12 ng/mi}. A ingestéo
hidrica foi maior no grupo C (116,6 + 44,7) do que no D (81,9 + 14,7 mi/kg), assim como
a ingestéo alimentar neste grupo (C= 85,4 + 44 1; D= 47 2 + 16,9 g/kg). A incidéncia de
diabetes foi maior no C(84,6%) do que no D(25%). A insulina do pancreas foi maior no
grupo D (36,52 + 11,88) do que no grupo C (1205 = 4,65 ng/mlL). A AG apds
administracdo de aloxana foi maior no grupo C{41889,9 + 9264) do gue no grupo
D(17858,2 + 29745 mmoel/L/120 min.), ndo havendo diferenca significativa entre os Al
de ambos os grupos (C =833+ 136 € D =78,4 £ 19,1 mmol/L./120 min.). O tratamenio
com aloxana /n vilro reduziu: (1) a liberacio de insulina pelas ilhotas C (78%) e D
(47%), estimuladas por glicose 22.0 mM; (2) a oxidacdo de glicose pelas ilhotas C
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(53%) & D (33%;) na presenga de glicose 18.7 mM e (3) a liberacio de insulina pelas
iihotas C (53%;) e D (33%) estimuladas por arginina (20.0 mM).Esle resultados sugerem
gue a restricdo protéica precoce atenucu a severidade do diabetes manifestado pelos
animais em conseqléncia de adaptacdes tanio no processo secretbrio de insuling pelas
iihotas pancreaticas quanto ng acao periférica do horménio.



ABSTRACT

ABSTRACT

in the present study we examined the effect of protein dietary level on pancreatic
function evaiuated by measurements, of serum glucose levels in the fed stale, serum
glucose and insulin leveis during an oral glucose tolerance test, and serum giucose
levels during a subcutaneous insulin tolerance test performed after administration of a
single endovenous, dose or alioxan to rats fed g low (8% or a normo (17%) protein. In a
separate set of experiments, we examined insulin release in response o glucose and
arginineg and glucose oxidation rates in pancreatic islels freated “in vitro® with alloxan,
isolated from rats fed the low and the normo prolein diets. After alioxan administration
the incidence of mild hyperglycemia in the fed state (diabetes) was higher among rats
fed normo protein diet than among those fed low protein diet. After giucose load the area
under serum glucose curve (AG) was lower in fow protein rats than in normal proteins
rats, while then were no differences beiween the two groups in the area under serum
insulin curve (Al). in addition, after an insulin load, the serum glucose disappearance
rate (KITT) was higher in lower protein than in normal protein rats. Alloxan induced
significant decrease in glucose oxidation and in glucose induced and arginine induced
insulin release by islets isolated from normal and low protein rats. The decrease in both
insulin release and glucose oxidation was greater in normo than in low profein rat islets.
in summary, alloxan was less effective in producing hyperglycemia (diabetes) in rats fed
tow protein diet than normo protein diet. This protection was associated tc an increased
peripheral sensibility to insulin action and a better preservation of giucose oxidation and

glucose induced insulin release by pancreatic isiets exposed to alloxan in protein
restricted than in normal protein rats.



INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

O quadro de diabetes mellitus insuling dependente (DMID) & caracterizado
basicamenie pOr uma resposia secretdria deficiente de insulina acompanhada de
hiperglicemia. No diabetes mellitus ndo insulino dependente (BMNID), a intolerancia a
glicose ocorre devide a uma alteracdo primaria na secrecdo de insuling, a qual é
retardada efou insuficiente em relacdo a sobrecarga de glicose ou reside na
incapacidade dos tecidos periféricos de responderem 3 insuling, isto é, uma resisténcia
4 insulina (RASMUSSEN st al., 1990).

Estudos indicam que a desnulricgo protéico-calbrica (DPC) pode induzir ao
desenvolvimento do diabetes mellitus em adultos. A desnutricdo afeta o metabolismo de
carboidratos produzindo uma infolerancia a glicose associada a uma menor secrecdo
de insulina em resposta ao estimuio glicémico (DAHRI, 1991; SNOECK, 1990).

Paradoxaimente, consfatou-se que ratos adaptados a dietas contendo teor
protéico baixo mostraram resisténcia & aclo diabetogénica a uma dose UGnica de
aloxana, apresentandc melhor tolerancia a glicose em comparacdc a ratos mantidos
com dieta normoproteica. As razbes gue determinam tal “protecdo” contra os efeitos
téxicos da aloxana nao sao conhecidos (DIXIT, 1885).

Estudos com ilhotas pancredticas isoladas de roedores indicam que as mesmas
podem desencadear mecanismos de defesa eficientes em repostas a injurias ndo letais
(EIZIRIK et al., 1893). Uma das indicacbes para a presenga de mecanismo de reparg
nas celulas B foi a observacdo de gque railos injetados com strepiozotocina e
alimentados posteriormente com dieta hiperprotéica por 14 dias apresentaram um
aumento de 20 vezes no contetdo pancreatico de insulina, recuperacio da morfologia
normal das ilhotas e recuperacio mais rapida do estado diabético (EIRIZKK &
MIGLIORIN], 1984). Baseados nessas informacbes, os autores sugeriram que
“alteracbes metabdlicas induzidas pela dieta hiperprotéica sobre as células B de alguma
forma ativam mecanismos de reparo celular”. Achados subseguentes em estudos “in
vitro® mostraram que células B dispersas (PIPELEERS, 1986) ou ilhotas pancreaticas
(EIRIZIK, 1988) eram capazes de recuperarem-se e recobrarem sua funcBc apds
diferentes tipos de iesdes. Além disso ithotas isoladas de camundongos NOD (roedores
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usados como modeio, de diabetes insulino dependente), no periodo pré-diabético
apresentam secrecdo de insulina normal quando posias em cultura (STRANDELL et a1,
1990). Tais respostas a initrias ndo letais parecem estar associadas & aumenio de
“proteina de chogue térmico 707 (HSP70) e heme oxidase. Aumenio da expressio de
HSP70 e heme oxidase sdo respostas ao estresse bem caracterizadas em células
eucariontes (WELCH, 1802). HSP70 é uma profeina de chogue térmico altamente
prevaiente, gue pode ser induzida em ilhotas pancredticas por estresse térmico
(WELSH et al., 1888), streptozotocina (EIRIZIK et al,, 1890} e interleucina 1-B (IL-1B)
(EIRIZIK et al,, 1990).

Dados anteriores de nosso laboratério mostraram que ratos desnutridos por
ingestéo de dieta hipoprotéica apresentam comprometimento da secrecdo de insulina
induzida por glicose, associada a reducdo do influxo de caicio nas mesmas,
(CARNEIRO et al, 1995), sugerindo injdria as células B. Por outro lado esses ratos
adaptados a dieta hipoprotéica mostram protecdo parcial confra os efeitos
diabetogénicos da aloxana “in vivo®, indicada por menor indice de indugdo de diabetes
pela administracdo de aloxana e valores glicémicos basais e durante o teste de

tolerancia a glicose, mais baixos em relagdo a animais mantidos com dieta balanceada
(MELLO & LUCIANQ, 1895).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Desnutricao protéica e metabolismo glicidico

Niveis glicémicos baixos s&c constantemente observados em seres humanos e
em animais de laboratbric desnutridos (WHITEHEAD & HARLAND, 1966; TRINDADE et
al., 1986; VITERI & CHEW, 1994; RAQ, 1995a,b).

Para explicar os baixos niveis glicémicos, tanto a absorgdo inadequads quanto a
deficiéncia no processo de glicogendlise podem ser citadas (TRINDADE st al., 1986;
VITERI & CHEW, 1994). Em modelo animal de restric@o caldrica (60%), RAC (1985(a),
constatou hipoglicemia, afribuindo estes resulfados a uma secrecio de glucagon
diminuida.

Em testes de iolerancia oral & glicose, observa-se no kwashiorkor e no marasmo,
curva glicémica achatada e prolongada, ou seja, niveis glicémicos mais baixos e tempo
bastante prolongado em que esse nivel se mantém acima dos niveis de jejum. Esse
comporfamento sugere deficiéncia de absorgdo de glicose por via oral, reducdo na
quantidade de insuiina liberada pelc pancreas, ou ainda, resisténcia & agéo periférica de
insulina (TRINDADE et al, 1888). Por oufro lado, em ratos mantidos com dieta
hipoprotéica constatou-se aumento da sensibilidade a insulina, em consegliéncia de
aumento do processo de sinalizacdo celular do horménic (REIS et al, 1997;
LATORRACA et al,, 1998).

Oufra anormalidade no metabolismo dos carboidratos em trabalhos realizados
com porcos alimentados com dieta hipoprotéica, foi encontrada por HEARD (1977):;
TRINDADE et al. (1986} e HEARD (1978), que evidenciaram acimulo de glicogénio
hepatico, atribuido a menor atividade da enzima glicose-8-fosfatase.

OKITOLONDA, et al. (1987); CLAEYSSENS, et al. (1990); CARNEIRO, et al.
(1998), em estudo realizados com ratos mantidos com dieta pobre em proteina,
constataram concenfracbes elevadas de glicogénio hepatico. Resuitados semelhantes
foram relatados anteriormente em criancas portadoras de kwashiorkor (ALLEYNE &
SCULLARD, 1869; TRINDADE et al., 1988); CLAEYSSENS et al,, 1990). Os diversos
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autores atribuiram tal resulfado, pelo menos em parte |, & ingestdo de dieta com alto teor
de carboidratos.

Em confrapartida, o glicogénio muscular no desnutrido encontra-se baixo,
correlacionando-se com a baixa concentracio de potassio. Na recuperacio nufricional,
os nivels de glicogénio muscular aumentam, normalizando-se em pacientes iotaimente
recuperados (ALLEYNE & SCULARD, 1989; TRINDADE et al,, 1986).

2.2. Desnutricao protéica e secrecio de insulina

A secrecac de insulina pelas células B das ilhotas pancreéticas € modulada por
nutrientes, neuro-fransmissores € horménios peplidicos (HADESKOV, 1980).

A glicose, principal estimulante fisiolégico da secrecdo de insuilina € transportada
para dentro das celulas B através do transportador GLUT-2, é fosforilada pela
glicoquinase e sofre oxidacgdo (THORENS et al, 1988, MEGLASSON &
MATSCHINSKY, 1984). isto ieva ao aumenic da razdo ATP/ADP citosédlica, o gue
blogueia canais de K+ ATP-sensiveis na membrana plasmatica (COOK & HALES,
1984;: BOSCHERQ, 1996), que por sua vez, promove a aberiura de canais de Ca*
voltagem dependentes (VALDEOMILLOS et al., 1992, BOSCHEROQ, 1996). Como
conseqiéncia, ocorre influxo de Ca®" | aumento do Ca® citosdlico & ativagio do
mecanismo celular composto por microttbulos, miofilamentos € membrana plasmatica,
desencadeando a extrusdc dos grénulos contendo insulina para o liquido intersticial
(SOMERS, 1979; BOSCHERO, 1998).

A desnutricBo em seres humanos e outros mamiferos enconfra-se associada &
redugdo da secrecdo de insulina (MILNER, 1871, CARNEIRQO, 1995). Em ilhotas
pancredticas de ratos submetidos 2 desnutricao protéica durante a fase de crescimento,
observou-se redugac severa da secrecio de insulina em resposta a glicose e outros
secretagogos {CARNEIRQ et al., 1995; OKITOLONDA et al, 1987; REIS et al., 1997;
LATORRACA =t al, 1998) e comprometimento na homeostase do jon caicio
(CARNEIRO et al., 1995, LATORRACA et al. 1998).
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2.3. Desnutlricdo protéica e Diabetes Experimental

De acordo com a literatura, a aloxana é pouco eficiente em induzir diabetes em
ratos com deficiéncia protéica. DIXIT & KAUNG (1885) sugeriram que glicose e aloxana
competem por um sitio comum ou adjacente na membrana da célula beta. Isso porque,
guando a glicose & administrada anteriormente a¢ fratamento com aloxana, 0s animais
apresentam uma protecd@o conira a droga (MALAISSE et al, 1981), por outro lado,
SCHEYNIUS & TALJEDAL, (1871) em estudo realizado com camundongos para
avaliar os efeitos moderadores de alguns carboidratos sobre a diabetogenicidade da
aloxana, concluiram gue, aloxana e glicose ndo competem por um sitio comum na
membrana da célula beta. Sugeriram gue a protecio contra a toxicidade da aloxana
poderia ser o resultado de uma mudanca conformacional nas proteinas de membrana
induzida pela glicose, ou por seu transportador ou, ainda, pelo seu metabolismo.

Diferenties estudos com ratos alimentados com dietas pobres em proteinas foram
realizados para avaliar a secre¢do de insulina pelas células beta do pancreas e 0 efeito
da aloxana nos mesmos. Em um desses estudos (DIXIT & KAUNG, 1985) foi utilizado
um protocoio com dietas contendo concentracbes crescenies de proteina. Os
resultados indicam gue, conforme a conceniraco de proteina aumenta de 4% até 20%,
a eficiéncia da aloxana em induzir diabetes nos animais aumenta de 0% até 100%.
Assim, diversos autores (DIXIT & KAUNG, 1985; YOUNG & DIXIT, 1980; YOUNQOSZAI
& DIXIT, 1980) concluiram que a DPC causa alteracfes na membrana da célula beta,
bem como mudancas metabdlicas que protegem contra a acdo da aloxana. MELLO &
LUCIANO (1985), contudo, concluiram que ratos alimentados com dieta contendo 6%
de proteina tiveram protecac somente parcial contra a toxicidade da aloxana, uma vez
que, os ratos desnuiridos apresentaram intolerancia a sobrecarga oral de glicose.
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3. OBJETIVO

{ presente estudo tem como obietivo ampliar o conhecimenio sobre os efeitos da
ingestdo cronica prévia de dieta hipoproiéica sobre a reducio da acdo toxica da
aloxana as ilhotas pancreaticas “in vivo” e “in vitro”, em modelo experimental utilizando
ratos. Para atingir esse objetivo foram efetuados, “in vivo”, testes de tolerancia 2 glicose
e a insulina em animais ratados com aloxana e “in vitro” foram avaliadas a secrecio de
insulina induzida por glicose e arginina e taxa de oxidacdo de glicose por ihotas
nancreaticas isoladas incubadas na presenca de aloxana.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais e dietas

Foram utilizados ratos recdm-desmamados (21 dias de idade) da linhagem
Wistar, provenienies do Biotéric Central da Universidade Estadual Paulista -
Botucatu/SP. Os ratos foram mantidos em gaiclas de polietilenc medindo 37,0 x 31,0
x16,0 cm (5 animais por gaiola), sob condictes controladas de umidade, temperatura,
ciclo claro/escuro {12h/12h), tendo livre acesso & dgua e as respectivas dietas durante
todo 0 experimento.

As dietas, cujas composicies enconiram-se descritas nos quadro 1, 2 e 3 foram
preparadas no Laboratdric de Biodindmica, Depariamento de Educagdo Fisica de
Instituto de Biociéncias da Unesp, Campus de Rio Claro - SP. A composicio das
misturas de sais e vitaminas utilizadas nessas dietas encontram-se nos quadros 2 e 3.
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Quadro 1 ~ composicio das dietas
Componentes Mormo protéica™ Hipoprotéica™™
{17% proteina) {8% proteina)
{g/Kg) (9/Kg)

Caseina (84% proteina)* 202 71.5
Amido de Milho 397 480
Dextrina de Milho 1305 159
Sacarose 100 121
L-Cistina 3 1

Oleo de Soja 70 70
Mistura de Sais 35 38
Mistura de Vitaminas 10 10
Microcelulose 50 50
Cloridrato de colina 25 2,5

* Valores corrigidos em fun¢éo do conteldo de proteina na caseina.

11

** Dieta para fase de crescimento, gravidez e lactago de roedores — AIN — 93G

(REEVES, 1993).

***Dieta para indugac de quadro de desnutricdo. (LATORRACA et al,,1998)
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Quuiadro 2 - Composicao da Mistura de Vitaminas®

Componenies g iKg
Vitarina A + D2(500,000 U1 A/50.000 UI D2 0,80
Vitamina E (500 Ulg) 20,00
Vitamina K 0,50
Tiamina HCI _ 1,00
Ribofiavina 2,00
MNiacina 5,00
Vitaming C 2,00
Pirdoxina 1,02
Ac. p — aminobenzbico 10,00
Biotina 0,5
Pantotenatc de Calcio 0,20
inositol 20,00
Vitamina B 12 0,005
Sacarose gsp 1 Kg

* De acordo com AlN - 830G (REEVES, 1993).
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Quadro 3 - Composicio da Mistura de Sails™
Componente alkg

Carbonato de Calcio 357
Fosfaic de Potéssio 196
Citrato de Potassio 70,78
Cloreto de Sodio 74
Acido Bérico 0,0815
Carbonato de Niguel 0,0318
Floreto de Sédio 0,0835
Citrato de Ferro 6,23
Suifato de Cobre 1,52
Cloreto de Zinco 0,20
Sulfato de Manganés Monoidratado 1,21
iodeto de Potassio 0,005
Molibidato de amdnio Tetraidratado 0,015
Selenitc de S6dio pentaidratado 0,015

* De acordo com AIN - 83G (REEVES, 19983).

13
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4.2. Procedimentos experimentais

Os animais foram, inicialmente, separados em 2 grupos experimeniais, de acordo
com a dieta recebida:

s conftrole - animais alimeniados com dieta normoprotéica por 60 dias;

» desnutrido - animais alimentados com dieta hipoprotéica por 60 dias.

Durante este periodo foram registrados duas vezes por semana peso corporal €
guaniidade de alimentos e agua ingeridos. Ao final, metade dos animais recebeu
injecéo de aloxana visando inducio do diabetes, passando a compor 4 grupos:

¢+ Controle: animals alimentados com dieta normoprotéica gue ndo receberam

aloxana;

+ Desnutride: animais alimentados com dieta hipoprotéica gue nac receberam

aloxana;

¢ Controle Aloxana: animais alimentados com dieta normoprotéica injetados

com aloxana;

¢ Desnutrido Aloxana: animais alimentados com dieta hipoprotéica injetados
com aloxana.

Decorrida uma semana, parie dos animais foi submetida a provas de funcio do
pancreas endocrino (lestes de tolerancia a glicose oral e feste de toierancia a insulina).
Trés dias ap0s os testes os animais foram sacrificados para determinacdo de
parametros bioguimicos visando avaliar a severidade do diabetes induzido pela
aloxana. Animais que n&o receberam aioxana, dos grupos controle e desnutrido tiveram
suas ilhotas pancreaticas isoladas e submetidas ao tratamento com a droga “in vitro”,
sendo avaliadas, em seguida, secrecdo de insulina frente a concentracbes crescentes
de glicose e a arginina, bem como a taxa de oxidacio da glicose pelas mesmas.
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4.3. Avaliagdes “in vivo”

4.3.1. Avaliacfio do estado nuiricional

A avallac&o do eslado nutricional dos animais foi efetuada com base no ganho
de peso no periodo experimental que antecedeu 2 administraclo de aloxana bem como
na determinacac dos teores seéricos de, acidos graxos livres, proteinas totais e
albumina, no estado alimentado, efeluada em amosiras de sangue (400 ul) coletadas,

através de corie na extremidade disial da cauda, no dia anterior 2 administragdo da
aloxana.

4.3.2. Tratamento com aloxana

Para obtencéo do diabetes experimental, os ratos depois de permaneceram 24
horas em jejum, foram anestesiados moderadamente por inalagdo com éter etilico para
receberem aloxana (40 mg/Kg de peso corporal), dissolvida em tampéo citrato 0,01 M,
pH 4,5 & injetada na veia dorsal do pénis.

A comprovacdo do diabetes foi realizada 48 horas apds a administracio de
aloxana, através de determinacao dos niveis glicémicos.

4.3.3. Avaliagdo da severidade do diabetes

Foi registrada a proporgéo de animais injetados com aloxana gue se tornaram
diabéticos em cada grupo. Foram considerados diabéticos agueles que apresentaram
glicemia basal no estado alimentado = 13,75 mM (LUCIANDO, 1998; LUCIANO et ai.,
1997). A severidade do diabetes induzido foi avaliado pelas seguintes determinacdes:
glicemia no estado alimentado, insulinemia no estado alimentado, fecres de insulina no

pancreas, ingestao hidrica, ingestdo alimentar, e provas de fungdo do pancreas
endocrine.
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4.3.4. Provas de funcio do pancreas enddcrino
4.3.4.1. Testes de toleréncia & glicose {GTT)

Foi realizado apds cerca de 15 horas de jejum. Os rafos foram moderadaments
anestesiados com éler etilico e a primeira coleta de sangue da cauda foi realizada
correspondendo ao tempo zero (0). Em seguida, uma sonda gastrica de polietilenc foi
introduzida até © estdmago por via oral e uma solugdo de glicose a 20% (2 g/kg de peso
corporal) foi administrada. Amostras de sangue foram coletadas nos tempos 30, 80 e
120 minutos, apos a administracéo de glicose, em capilares heparinizados e calibrados
para determinacgac da glicemia (25 pl} e da insulinemia (75 upl). As respostas
glicémicas e insulinémicas durante o GTT foram calculadas através de estimativa da
area total sob a curva de glicose (AG) e da insulina {Al), respectivamente, pelo método
trapezoidal (MATHEWS et al, 1990).

4.3.4.2. Teste de tolerdncia a insulina (iTT)

Foi realizado utilizando-se ¢ mesmo procedimento adotado no teste de {olerancia
a glicose oral quanto ac fempo de jejum, anesiesia, e quanic ac local da coleta de
sangue.

Foi injetada na regidc dorsal via subcutinea, insulina mista regular purificada na
concentracdo de 30 mU/100g de peso corporal. Amostras de sangue (25 pl) foram
obtidas nos tempos G, 30, 60, 120 180 minutos para determinacdo da glicemia. A taxa
de remocao da glicose sérica (KIiTT) foi calculada usando a formula 0,693/T2. A andlise
dos minimos guadrados das conceniracbes de glicose sérica obtidos 0 - 60 minutos

apts a administragcdo da insulina, gquandc as referidas concentracdes decairam
linearmente (LUNDBAEK, 1962).

4.3.5. Conteudo pancreatico de insulina

Os animais foram sacrificados por decapitacdo e o pancreas refirado
imediatamente & colocado em 10 mi de solucdo extratora (15 mi de HCL e 985 mi de
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stanol a 75%). Logo apds, os pancreas foram homogeneizados em gelo e centrifugados
a 0°C duranie 15 min. O sobrenadanie foi coletadc e seu pH corrigide para 8,5
Centrifugou-s& novamente e armazenou-se o sobrenadante a -20 *C para posterior

dosagem de insulina.
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4.4. Experimentos “in vitro”

4.4.1. isclamento das ithotas pancreaticas

Foi utilizada a iécnica da colagenase, descriia por MOSKALEWK! (1965),
modificada por LACY & KOSTIANOWSKY (1967), e, adaptada posteriormente por
BOSCHEROC et al., (1880).

Os animais foram sacrificados por decapitacéo e laparomizados. C pancreas foi
refirado e os nddulos linfaticos & o gordura fol exiraido. O tecido pancreatico foi
transferido para um Becker de 5 mi e fragmentado com ¢ auxlio de uma tesoura.

(Os fragmenios de pancreas foram transferidos para um tubo de ensaio contendo
cerca de 3 mi de solucdo de Hanks (ver guadro 4) enriquecida com glicose ¢ 7 mg de
colagenase, sendo incubados em banho-maria a 37° C por 15 minulos. Apbs a
incubacao contetdo foi agitado intensamente {agitacdo manual) por cerca de 1 minuto.

Em seguida, o material foi lavado sucessivamente com solug@o de Hanks para
diluir a solucdo enzimatica e paralisar a digestdo. Com as decantages entre as
lavagens foi possivel eliminar grande parte do tecido exdcrino e facilitar a coleta das
ilhotas. O material foi transferido para placa de Petri, e as ilhotas coletadas sob lupa,
com o auxilio de uma pipeta Pasteur siliconizada e previamente estirada em bico de
Bunsen.

4.4.2, Secrecdo de insulina estimulada por glicose e arginina

Apds © isolamenio, grupos de 200-300 ilhotas foram fransferidos para placas de
PETRI e pré-incubadas na presenca de glicose 5,6 mM, em meio Krebs-Ringer-
Bicarbonato, por 60 minulos, na presenca ou auséncia de aloxana (0,5 mM) a 37°C.
Decorrido esse periodo, o meic de incubacao foi descartado, grupos de 5 ilhotas foram
transferidos para placas de WELLS, adicionando as ilhotas nova solug@o de Krebs
contendo glicose (2,8 ou 220 mM) ou glicose mais arginina (2.8 e 20,0 mM,
respectivamente) e as ihotas foram incubadas por mais 60 minutos. Ao final, aliguotas
do meio de incubacao foram coletadas para a determinacéo do teor de insulina.
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4.4.3. Oxidac&oc da glicose

Apds isolamento, grupo de 15 ilhotas foram fransferidos para ependorffc e
submetidos & incubacao com 5.6 mM de glicose em meio Krebs-Ringer-Bicarbonato por
80 minutos, na auséncia ou presenca de aloxana (0,5 mM}, a 37°C. Em seguida, 0 meio
de incubacio foi descariado e adicicnou-se as ilhotas, nova solucdo de Krebs com
glicose na concentracio de 16,7 mM, contende tragos de [U'C] glicose. Os ependorffs
foram colocados dentro de frasces de cintilac8o de vidro bem vedados com tampa de
borracha. Adicionou-se mistura gasosa contendo 95% - O, e 5% CO, ao sistema & as
ilhotas foram incubadas por mais 120 minutos. Em seguida, acrescentou-se 250 ul de
hyamina no frasco de cintilagdo (sem abri-lo) e 100 ul de HCI 0,1 N nos ependorffs
contendo as ithotas. Apds incubacdc por mais 60 minutos sob agitagio, os frascos de
cintilagéo foram abertos, e foram retirados os ependorffs com as iihotas. Aos frascos de
cintilagéo foram adicionados 6 ml de liquide de cintilacéo e fol efetuada a contagem da
radioatividade em contador de particulas Beta (CARNEIRGC, 1995).
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4.5. Dosagens Bioguimicas
4.5.1. Glicose Sérica

Foi determinada imediatamente ap6s a obtencéo do soro pelo método enzimatico
da glicose oxidase-peroxidase. A 500 ul de reslivo contendo fenol 2,56 mM, 4 (p-
benzoguinona monoimingo) fenzona 1,14 mM, tampéo Tris 6,04 mM, glicose-oxidase 2,7
U/mi e peroxidase 0,33 U/mi foram adicionados 20 ul de soro diluido. Apds 15 minutos
de incubag&o em banho a 37° C, 2 absorbancia das amostras e do padrdo foi lidas em
especirofotdmelre a 805 nm (NOGUEIRA et al. 1880).

452 Proteinas séricas totals

Foi determinada pelo mélodo do reagente de biureto (sulfaio de cobre a 10%),
que utiliza a presenga de ions cobre em meio alcalino reagindo com as ligacdes
peptidicas das proteinas, dando origem a um complexo de cor violeta, portanto,
proporcional ao ieor de proteinas, Os valores das amostras foram oblidos adicionando
100 pl. de soro diluido, 500 ub de reagente biureto. As absorbancias das amostras
foram lidas em espectrofotdmetro a 550 nm, e as concentragdes foram obtidas contra
curva de calibracao de proteinas fotais (HENRY, 1674).

4.5.3. Albumina sérica

Foi determinada pelo método colorimétrico do verde de bromocresol. Foi
adicionado 50 ul de soro diluido, 200 ul de reagente de cor e 1000 pul de agua
destilada. As absorbancias das amostras foram lidas a 610 nm, e as concentragbes
determinadas conira curva de calibragao de albumina (DOUMAS et al ,1971).

4.5.4. Acidos Graxos Livres (AGL) Séricos

Para determinacio deste substrato, foram adicionados em 0,3 mi de soro, 7 mi
da mistura scivente clorofdérmio, heptano e metanol, na proporcéo de 28:21:1, seguida
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de forte agitacdo e cenfrifugacdo a 700 xg por um periodo de 5 minulos. O
sobrenadante foi aspirado & a ele adicionado uma solucdo de CUNG:): 0,5 M,
trietanclamina 0,10 M, NaCH 0,035 N e NaCl 35% a pH 8,1, seguido de nova agitacéo
e cenfrifugac&o. A 3,0 mi de sobrenadanie foi adicionado 0,5 mi de solucdo de
dietilditiocarbamato de sbdio (1 mg/mi de butanol secundario). A concentragao de
A.G.L. fol medida a 435 nm contra curva de calibragio de acido paimitico (REGOW et
al., 1986).

4.5.5, Insulina sérica, pancredtica ¢ no meio de incubacio

A concentracBo sérica & © contetde pancredtico e nos meios de incubacio de
insulina, foi determinado por radicimunoensaio (HERBERT et al., 1985). Para tanto se
usou 0,1 mi das amostras desconhecidas de insulina {em duplicata) as quais receberam
a seguir 0,2 mi de uma soiugdo contendo anticorpo anti-insulina (1:200) e insulina
marcada com 7| (tracador) em tampao fosfato pH 7.4 acrescido de NaCL 0,9% e
albumina 0,5%. Em seguida foi preparado o seguinte controle:

a) 3 tubos (Tofais) que recebeu somente 0,2 mi do fampéo fosfato contendo insulina
marcada '*°I para averiguacio da radiacio maxima.

b) 3 tubos {lLigacdo n@o especifica) contendo 0,2 ml do tampéo fosfaio contendo
insulina marcada | e 0,1 mi de tampao fosfato, para determinacdo de possiveis
interferéncias no ensaio pelos componentes do tampao.

c) 3 tubos (REF) contendo 0,2 mi de solugdo do tampéo fosfato contendo insulina
marcada com ("*°l) e anticorpo anti-insulina e 0,1 mi de tamp&o fosfato constituindo
assim o zero de insulina conhecida da curva padrao.

Em seguida preparamos, também em friplicata, uma série de tubos (curva
padrao), contendc 0,1 ml de insulina conhecida nas seguintes concentragdes: 0,02,
0,038, 0,078, 0,18, 0,31, 0,83, 1,25 25 e 5 ng/ml. Cada tubo dessa série acima,
recebeu também 0.2 mi de solucio tampao fosfato contendo insulina marcada ' e
anticorpe anti-insulina. Finda a preparagdo dos tubos (amostras, controle e curva
padrdo), os tubos foram agitados em vortex e estocados em baixa temperatura (4°C)
durante 48 horas.
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Apbs este periodo de incubacdo, com excecgfo dos tolis para analise da
radiacdc maxima, fodos 08 oulros tubos receberam 0,2 mi de uma solugdo contendo
2.5% de carvao (Norit A) e 0,5% de albumina & 0,25% de dextran T 70. Os tubos foram
deixados em repousc durante 30 min e a seguir, centrifugados durante 20 min a 2800
rpm a 4°C. O scbrenadante foi descartado e a radioatividade confida em cada twbo
avaliada em contador de radiacdo gama.
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4.6. Anadlise estatistica

Os resultados foram expressocs como média = erro padréo e analisados alravés de feste
+Student cu analise de variancia (ANOVA) de uma entrada, seguida por lesle de
Bonferroni, onde apropriado. Os resultados referentes 4 incidéncia de diabsetes foram
expressos em porcentagem do nimero tolal de animais fratados com aloxana e
analisados através de teste de comparacac de duas proporgbes. Em todos 08 ¢ases, ¢
nivel de significancia foi pré-fixado em 5%.
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5 - RESULTADOS

1. Avaliagbes "in vivo"

A Tabelal moslra os valores encontrados para, proteinas {otais, albuming e
acidos graxos livres dos animais dos grupos controle e desnutridos, anies da
administracdo de aloxana. Os animais desnuiridos mostraram ieores de proteinas fotais
e albumina inferiores e de acidos graxos livres superiores aos dos confrole.

Tabela 1 — Teores Séricos de acidos graxos livres (AGLs uEg/L), proteinas totais (g/L),

alburnina {g/L} no soro dos ratos controle e desnutrido, no estado alimentado, antes da
administraco da aloxana.

Grupos AGL Proteinas Totais Albumina
Conirole 580,0+ 150 062+002 0,27 + 0,01
Desnutrido 6504+ 17,0% 0,43+002" 0,21+ 001*

Resuitados expressos como média = erro padrao de 25 animais por grupo.
(*) Diferenca significativa (P < 0,05, test-t) em relacédo ao controle.
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Os resuliados referentes ac ganho de peso dos animais duranie o experimenio

encontram-se na Figura 1. Antes da administracéo da aloxana, o ganho de peso dos

animais desnuiridos ! menor gue aguele dos controles. Apls administracdo da

asloxana os ratos do grupo controle mostraram perda de peso, 20 passc gue o8 do

grupo desnutridos ac conirario, ganhararm peso de maneira significativa.

g/Dia

Ganho de Peso dos Animais

L
Controle Controte
Aloxana

Desnuirido Desnutrido
Aloxana

Figura 1 -= Ganho de Pesc dos animais antes e depois da administragao da aloxana.

Resuitados expressos como média + erro padrac de 25 animais por grupo. (¥} diferenca

significativa (P < 0,05, teste-f) em relagdo ac confrole correspondente. Os resultados

utilizados para a confeccao do grafico encontram-se na Tabela 1 do Apéndice 1.
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Antes da administracBo de aloxana 0s animais desnulridos ingeriam maior
guantidade de alimento que os controles (Figura 2) enquanio gue apds a administracéo
da zloxana 0% raios controle aumentaram a ingestdo e os desnutrides, diminuiram-na
(Figura 2). A ingest&o hidrica dos animais controles ¢ desnutridos fol semelhante antes
da adminisirac@o da aloxana, & somente os conirole fiveram aumento significativo
desse parametro apds administraco de aloxana (Figura 3).

ingestao Alimentar
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Figura 2 - Ingestao Alimentar dos animais antes e depois da administrac@o da aloxana.
Resultados expressos como média + erro padrdo de 25 animais por grupo. Resultados
expressos como media £ erro padr@o. (*) Diferenca significativa (P < 0,05, testi) em
relacBo ao controle correspondente. Os resultados utlizados para a confeccdo do
gréfico encontram-se na Tabela 2 do Apéndice 1.
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Figura 3 - Ingestao Hidrica dos animais antes e depois da adminisiracéo de aloxana.
Resultados expressos como média t erro padrac de 25 animais por grupo. {*) Diferenca

significativa (P < 0,05, testt) em relagdo ao controle correspondente. Os resuliados
utilizados para & confeccéo do grafico enconiram-se na Tabela 3 do Apéndice 1.
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Néo fol encontrada diferenca  significativa para a glicose sérica no estado
alimentado entre animais controle e desnutridos antes da administracio da aloxana
{(Figura 4). Apds da administracdo da aloxana, a glicose sérica mostrou valores altos
apenas no grupe controle (Figura 4). Quanto & incidéncia de diabeies apés
administracdc de aloxana, considerando-se diabéticos todos os animais com glicose
serica no estado alimentado igual ou superior a 13.75 mM, o grupo desnutrido
apresentou incidéncia significativamente inferior & do controle (Figura 5).

Glicose Sérica

25 -
20 -
15 -
o, A0
ot
— 1 —
g 57
E -
s G
(] Controle ! Conirole
2 o5 Aloxana
B
P )
@ 20
)
o wf
L 54
O ]
10—
5 .
0 . b - |
Desnutrido Desnutrido
Aloxana

Figura 4 - Glicose no soro (mmol/L) dos animais controle e desnutrido antes & apés a
administragao de aloxana. Resultados expressos como média = erro padrio de 25
animais por grupo. (%) diferenca significativa (P < 0,05, teste-t) em relacéio ao confrole

correspondente. Os resultados utifizados para a confeccdo do grafico enconfram-se na
Tabela 4 do Apéndice 1.
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incidéncia de Diabetes
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Figura 5 — Incidéncia de Diabetes (Glicemia = 13,75 mmol/L) nos animais controle e
desnutrido apos administracdo de aloxana. ) Diferenca significativa (P < 0,05, teste de
comparacdo enire duas proporcdes) emn relacdo ao conircie. Os resultados utilizados
para a2 confecgao do grafico encontra-se na Tabela 5 do Apéndice 1.
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A drea sob a curva de glicose sérica duranie o feste de toleréncia & glicose
realizado apss a administracéo da aloxana foi significativamente menor nos ratos
desnutridos do gue nos confroles (Figura 8). O aumento da insulina sérica apés
administracadc de sobrecarga de glicose mostrou-se semelhante para os dois grupos
(Figura 8).

Apds a administracéo subcutdnea de insuling exdgena, a taxa de remocio da
glicose sérica (KITT) foi maior para os ratos desnutridos que para os controle (Figura 7).

Area sob a curva de Glicose e Insulina no GTT
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Figura B - Area sob as curvas de glicose e insulina durante teste de tolerancia a glicose
dos animais controle e desnutride apds administracdc de aloxana. Resultados
expressos como média = erro padréo de 7 animais por grupo. (*) Diferenca significativa

(P < 0,05, teste-1) em relacéo ao controle. Os resultados utilizados para a confeccéo do
gréfico encontram-se na Tabela & do Apéndice 1.
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Taxa de Remocio da Glicose (KITT)
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Figura 7 - Taxa de remoco da glicose sérica (KITT, em % minutos) durante o teste de
tolerancia a insulina, calculada utilizando-se amostra de sangue coletadas ¢ - 80
minutos apds a administracdo da insulina exdgena dos animais controles e desnutridos,
apbs administracao de aloxana. Resultados expressos como média + erro padrio de 3 -
8 animais por grupo. (%) Diferenga significativa (P < 0,05, testt) em relacdo aos
controles. Os resultados utilizados para a confeccio do grafico encontram-se na Tabela
7 do Apéndice 1.
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Os teores séricos de insulina no estado alimentado foi semelhante para os ratos
controle e desnulride (Tabels 2) enquanto que os teores de insuling presenies no
pancreas dos animais desnutridos apés 2 administracBo da aloxana o
significantemente superior ao dos coniroles (Tabela 2).

Tabela 2 - Teor de Insulina no Soro (nmolll) e no Pancreas (ng/g) dos animais
controles e desnuliridos apds administracao de aloxana.

Grupos Soro "Pancreas
comtrole  oasigeii T iesedss
Desnutrido 2,18+ 0,020 38,52+ 11,887

Resultados expressos como media + erro padrao de 5 animais por grupo.
(*} Diferenca significativa (P < 0,05, teste-t) em relacic ao controle.
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2. AvaliacBes “in vitro”

A Figura 8 mostra 2 secrecio de insulinag por iihotas pancreaticas isoladas dos ratos
controles e desnulridos estimulados por glicose pré-incubadas na presenca ou auséncia
de aloxana. A secrecio de insulina pelas ilhotas de ambos os grupos foi semelhante na
presenca de concenfracbes basais de giicose (2,8 mM). Quando estimuladas por
concentracbes elevadas de glicose (22,0 mM) ithotas controle e desnutridas mestraram
aumento significativo na secrecBo de insulina sendo este menos acentuade nos
desnufridos.

Quando estimuladas com concentracdes elevadas de glicose pré-incubadas na
presenca de aloxana, fanio ihotas controles guanio desnuiridas apresentaram menor
secrecdo de insulina do gue guando tratadas com a alta concentracdo de glicose na
auséncia da aloxana. O comprometimento foi menos acentuado nas ithotas desnutridas.

A Figura 9 mostra os resultados referentes a secrecdo de insulina por ilhotas
isoladas dos ratos controle e desnutridos gquando estimuladas por arginina, pré-
incubadas na presenca ou auséncia de aloxana. Em presenca de arginina (20,0 mM +
glicose 2,8 mM) houve aumento significativo da secrec2o de insulina em relagac aos
valores basais {(glicose 2,8 mM) pelas ilhotas controle e desnutridas. O aumento foi
menor nas desnutridas do gque no controle. A pré-incubacdo com aloxana, estimulada
com arginina foi menos eficaz em provocar aumento na secrecdo de insulina pelas
ilhotas controles e desnutridas. O comprometimento foi menos acenfuadc nas
desnutridas.

A Figura 10 mostra a taxa de oxidacdo de glicose por ilhotas isoladas de ratos
controles e desnutridos pré-incubadas na presenca ou auséncia de aloxana. Na
auséncia da pré-incubac&c com aloxana a oxidagio de glicose pelas ilhotas desnutridas
foi significativamente inferior & dos controles. Na pré-incubagac com aloxana, as ilhotas
controles mostraram maior reducac na taxa de oxidacac de glicose, gue as desnutridas.
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Secrecdo de insulina estimulada por glicose

10 | DESNUTRID O
d
£ °7
m E-d
E &
— o N
© #
£ 4" .
E - —
o —
= 2
A  E—
K+
o2 4 [}
L L1 CONTROLE
g i o
S 8 - *
O
5 T
» g~ S
4....
[#9
i #
2 il
o : : | ;
Glicose 2.8 22.0 22.0
Pré-incubacgéo . i N

com Alexana

Figura 8 - Secrecéc de insulina por ilhotas pancreaticas isoladas dos animais controles
e desnutridos, pré-incubadas por 60 minutos em meio contendo glicose (5.6 mMol/L) na
auséncia ou na presenca de aloxana (0.5 mMol/L) e posteriormente incubadas por mais
80 minutos na presenca de glicose (2.8 e 22.0 mMol/L). Resuliados expressos como
média = erro padrao de 12 experimentos. (*) diferenca significativa (P < 0,05, ANOVA)
em reiacdo a glicose 2.8 mMol/L. (#) diferenca significativa (P < 0,05, ANOVA) em
relacdo a glicose 22.0 mMeliL. (%) Diferenca significativa (P < 0,05, ANQVA) em relacdo
ac confrole. Os resultados ulilizados para a confeccdo do gréfico encontram-se na
Tabela 8 do Apéndice 1.
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Secrecéo de Insulina estimulada por Arginina
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Figura § - Secrecio de Insulina por ilhotas isoladas de animais controles & desnutridos,
pré-incubadas por 60 em meio contendo glicose (5,6 mMol/L) na auséncia ou presenca
de aloxana (0,5 mMol/l) e depois incubadas por mais 60 minutos na presenca de
glicose (2,8 mMol/L) ou de glicose (2,8 mMol/L) + arginina (20,0 mMoi/L). Resultados
expressos como média + erro padr@o de 12 experimentos. (%) diferenca significativa (P
< 0,05, ANOVA) em relacao 3 glicose 2,8 mMol/L. (#) diferenca significativa (P < 0,05,
ANOVA) em relagdo a glicose 2,8 mMol/L + arginina 20,0 mMol/L. (*y Diferenca
significativa (P < 0,05, ANOVA) em relag@o ao controle. Os resultados utilizados para a
confeccio do grafico encontram-se na Tabela 9 do Apéndice 1.
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Oxidacao de Glicose
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Figura 10 - Glicose Oxidada por ilhotas pancreaticas isoladas de animais contréle €
desnutrido. Inicialmente, as ilhotas foram pré-incubadas por 80 min na presenca de
giicose 5,8 mMol/L, e na presenca ou auséncia de aloxana 0,5 mMol/L. Em seguida
foram incubadas na presenca de glicose 18,7 mMol/L contendo tracos de [U™G] glicose
por 120 min. Resultados expressos como média + erro padrdo de 20 experimentos. (*)
Diferenca significativa (P <0,05, ANOVA) e relac8o ao controle. Os resultados utilizados
para a confeccdo do graéfico encontram-se na Tabela 8 do Apéndice 1.
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6 - Discusséo

Ha varias décadas demostrou-se gue a aloxana é um composio adequado para a
induco do diabeles experimental em animais. Animais “diabélicos aloxénicos”
apresentam sintomas presentes no diabetes meliitus humano, tals como perda de peso
corporal, polidipsia, polifagia, polioria, glicosdria, cetonemia, hiperglicemia e cefonuria
{LENZEN & PENTEN, 1988). Os danos causados pela aloxana ao fecido das ilthotas
sdo restritos a ceélulas B secretoras de insulina, atraves de efelio dirsto (MALAISSE,
1881).

Os resultados do presente experimenio mostrando gue o8 ratos coniroles apds a
administracdo da aloxana apresentaram perda de peso corporal (Figura 1), ingestac
alimentar e hidrica (Figura 2 & 3} e glicemia (Figura 4} elevada, indicam gque a droga o
eficaz em induzir quadro de diabetes nos animais nas condigdes do presente
experimento. Na verdade, empregando-se o critério utilizado por LUCIANG (1996 e
1997), que considera como diabéticos os animais com glicemia igual ou superior a
13,75 mM, a aloxana tornou diabéticos 85% dos animais injetados (Figura 5).

No presente estudo, a alimentagdo dos animais com a diefa hipoprotéica do
desmame a idade adulta (anies da administracdo da aloxana) determinou menor peso
corporal em comparacdo aos animais alimentados com a dieta normoprotéica (Figura
1). Esses dados estao de acordo com observacbes prévias de gue dietas deficientes
em proteina n&o suportam o crescimento corporal normal em ratos {OKITOLONGA et
al., 1987, MELLO et al,, 1989; LATORRACA et al., 1998).

Além da reducao do ritmo de ganho de peso, 0s ratos alimentados com a dieta
hipoprotéica desenvolveram muitas caracteristicas comumente encontradas na
desnutricdo infantil tipo Kwashiorkor, tais como hipoproteinemia, hipoalbuminemia, €
aumento das concentragbes circulantes de acido graxos livres (TORUN & CHEW,
1994), conforme mostra Tabela 1.

Tomados em conjunic esses resultados sugerem que o profocolo de alimentacao
com dieta hipoprotéica empregade foi eficaz em induzir gquadro de desnuiricdo nos
animais. Uma caracleristica marcante do kwashiorkor que nic fol enconirada nos
animais do presente estudo € o edema generalizado (TORUN & CHEW, 1984). A
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ayséncia de edema nesses animais nBo surpreende uma vez gue ouiros pesquisadores
anteriormente ja relataram dificuidades em produzir edema em animais desnutnidos
experimentaimente (RAMALINGASWANI & DEO, 1968, MELLO & CURY, 1989).

Os resultados referentes ao ganho de peso, ingestio alimentar (Figura 1, 2e 3) ¢
glicemia (Figura 4) dos animais desnutridos apds a administraco de aloxana, Indicam
que os efeitos da aloxana foram menos acentuados nestes do que no controle.
Enguanto 0s animais controle apresentaram perda de pesc apds receberem aloxana, 0s
desnufridos tiveram ganheo. Os coniroles apresentaram a ingestdo alimentar aita e os
desnutridos, n&o. Além disso, 2 glicemia basal no estade alimentado dos desnutridos
pouco se afastou dos valores normais com a aloxana. Assim sendo, 2 eficacia da
aloxana em induzir diabetes avaliada alravés dos niveis glicémicos, no estado
alimentado (Figura 5) fol maior nos animais confrole do que nos desnutridos. Este
achado & concordante com relaios prévios da literatura (DIXIT & KAUNG, 1985
YOUNG & DIXIT, 1980; MELLO & LUCIANQ, 1995). Segundo DIXIT & KAUNG (1985),
com o aumenio progressivo do teor protéico da dieta, ratos mostram aumento
proporcional na susceptibilidade a aloxana.

Para EIRIZIK et al. (1986) & MELLO & LUCIANO (1995) ganho de peso corporal,
teores séricos de glicose, ingestdo hidrica e ingestdo alimentar sdo indices fidedignos
da severidade do diabetes induzido por drogas em ratos, independentemente do tipo de
dieta utilizada. Dessa forma, também usando os critérics, ganho de peso corporal,
ingestao hidrica e ingestdo alimentar (Figura 1, 2 e 3}, diabetes mais severo instalou-se
nos animais controle do que nos desnutridos.

Testes de tolerancia a glicose (GTT) & a insulina (ITT) s&o empregados na clinica
para o diagnostico do diabetes. No presente estudo utilizamos as medidas dos teores
séricos de glicose e insulina durante o GTT e dos teores séricos de glicose durante ¢
ITT como mais uma ferramenta para avaliar a severidade das alieragbes do
metabolismo glicidico causadas pela aloxana nos animais controles e desnutridos.

Durante o GTT, a adrea scb a curva de glicose sérica foi menor para os ratos
desnutridos do que para os controles (Figura 6) apds administracéo da aloxana, em
oresenca de area similar sob a curva de insulina (Figura 6). Alem disso, a taxa de
remocao da glicose sérica (KITT) durante o ITT fol maicr enire os animais desnuiridos
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do gue nos controle (Figura 7) indicando mailor sensibilidade periférica & insulina nos
primeires.

Em ratos desnulridos, foi demonstrado aumento da sensibilidade 3 insulina no
misculo esquelélico e no figado, através de diferentes protocolos experimentais
(CRACE et al, 1890, ESCRIVA et 2l, 1891, LATORRACA &t al, 1998; REIS &t al,
1987). REIS et al. {1997} e LATORRACA et al. (1998) relataram aumento em varias
gtapas do sistema de sinalizagdo celular da insulina como aumento da fosforilacdo do
receptor de insulina {IR) aumento da fosforilacdo do substrato do receptor de insulina
(IRS-1) e aumento da associagio enire IRS-1 e & enzima fosfatidil inosiiol 3-quinase (IP
3-gquinase).

A insulina aumenta a captac@o de glicose para as células através da
transiocagdo do transporiador de glicose insulino-sensivel GLUT-4 do compartimenio
intracelular para a membrana plasmatica no misculo & no tecido adiposc (STEPHEN &
PILCH, 1985). Existem varias evidéncias experimentais de que a Pl 3-quinase &
necessaria para a translocac@o do GLUT-4 induzido pela insulina (SANCHEZ &
MARGALET et al., 1994). Portanto aumento, na sensibilidade periférica & insulina nos
animais desnutridos pode ter um papel importante na protecdo contra os efeitos
hiperglicemianies da aloxana promovidos pela alimentagio com dieta hipoprotéica.

Com a finalidade de investigar os efeitos da restricdo protéica sobre a acgéo
ioxica da aloxana sobre o tecido pancreédtico secretor de insulina, verificamos se a2
ingestao de dieta hipoprotéica poderia atenuar os efeitos supressivos da aloxana sobre
a oxidacao de glicose e secregdo de insulina por ithotas pancreaticas isoladas.

A ingestdo da dieta hipoprotéica atenuou significativamente os efeitos da
exposicac breve a aloxana, conforme demonstrado pelo fato de que a aloxana reduziu a
secrecdo de insulina induzida pela glicose em 78%, a secrecio de insulina induzida
pela arginina em 47%, e a oxidac&o de glicose em 56% nas ilhotas dos ratos controle
enquanio gue as ithotas isoladas dos ratos desnutridos fiveram somente reducio de
47% na secrecdo de insulina induzida pela glicose, 17% na secrecdc de insulina
induzida pela arginina e 23% na oxidacéo de glicose (Figuras 8 e 9).

Para explicar 0 efeito inibitdrio da aloxana sobre a secrecio de insulina induzida
pela glicose, SCHEYNIUS & THALJEDAL (1971) sugeriram que a glicose ¢ a aloxana
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ztuariam no mesmo sitio ou em sitios préximos na membrana plasmatica da cslula B
para provocar seus efellos secreldrios e necrdtico, respectivamente. Contude, embora
haja slguma evidéncia que as ceélulas B tenham glicorecepiores na membrana
plasmética sua existéncia ainda nao fol comprovada experimentaimente (MALAISSE,
19881). Por outro lado, resultados de diversos experimentos, indicam gue a glicoguinase
é a enzima pancrealica mais sensivel 2 inibiggo pela aloxana (LENZEM & PANTEN,
1988). A glicoguinase funciona como um sinal de reconhecimentc enzimatlico nas
células B, gue acopla concentracdo sangliinea de glicose com 0 processo secretdric de
insulina & provaveimente seja o alvo primario para a aloxana nas céluias B responsavel
pela inibicac da secrecao de insulinag induzido pela glicose (LENZEN & PANTEN, 1988).

Existern relalos na lferatura de gue a atividade & o contetdo da enzima
glicoguinase nas ihotas pancreaticas de ratos s&o reduzidos pela restricdo alimentar
(GASA et al, 1995). Esses achados sugerem que as slieragbes melabdlicas e
secretorias em resposta a glicose encontradas tanto em ilhotas desnufridas gquanto
naquelas expostas a aloxana podem ser atribuidas, pelo menos em parte, a uma via
comum: depressao da enzima glicoquinase. Se essa suposicdo for correta, a atenuacae
dos efeitos tOxicos da aloxana sobre as células B oferecida pela restricBo protéica
poderia ser consegliéncia de uma falha da aloxana em provocar redugado maior na
atividade da glicoguinase j& deprimida peia desnutricdo em si. Contudo, o faio de a
secrecao de insulina induzida pela arginina na presenca de aloxana ier sido preservada
nas ilhotas desnutridas, sugere que outros mecanismos estejam também envolvidos na
génese da atenuagdo, pois a arginina penetra nas células B através do transporiador de
aminodcidos catibnico (SMITH et al, 1997), acumula-se no interior da celulg,
despolarizando-a & estimula a secre¢ac de insulina independentemente da via glicolitica
e do ciclo de Krebs (BLICHER et al., 1989).

Alem de reduzir a glicoquinase, a aloxana pode danificar as células B pela
geracao de radicais livies (MALAISSE, 1981). Sabe-se que as células B sdo capazes
de se recuperar apds injurias nac letais "in vitro" (EIRIZIK et al., 1993). As ilhotas
pancreaticas podem responder ac esiresse aumentado a expressac de certos genes,
responsivos ao estresse (EIRIZIK et al, 1993}, de protefna de chogque térmico (Heat
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Shock Proteins) (EIRIZIK et al, 19980) e da enzima antioxidante superdxido desmutase
(BORG et al., 1892}

Por outro lado, existemn evidéncias de que algumas alteragbes observadas nas
iihotas pancreaticas na desnuiricdo protéico caldrica possam ser devidas a danos
provocados pela geracao de radicais livres (BROOKS et al, 1893). Portanto, & possivel
que em resposia a privagdo protéica corbnica as ilhofas pancredlicas possam
desenvolver mecanismos compesatorios ao estresse oxidativo aumentado, tornando a
aloxana menos eficiente.

Claramente, mais estudos s80 necessarios para que se possa desvendar os

mecanismos através dos quals a restricdo protéica alimentar alenua os efeilos 1éxicos
da aloxana a ithofas pancredticas.
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7 - Conclusdes

A alimeniacdc com a dieta hipoprotéica atenuou os efeiios diabstogénicos da
aloxang, uma vez que o0s ratos desnuiridos ndo manifesiaram perda de peso,
hiperglicemia, polidipsia & polifagia e & incidéncia de diabetes foi inferior a observada no
controle. Esta atenuacaoc promovida pela alimentacdo com a dieta hipoprotéica pode ser
atribuida, pelo menos em parte, a:

o Aurnento da sensibilidade dos tecidos periféricos & insulina

e Aumenio nas reservas pancresticas de insuling;

+ Menor comprometimento da oxidacéo da glicose pelas ilhotas pancreaticas,

¢ Menor comprometimento da secrecio de insulina induzida pela glicose & pela

arginina peias ilholas pancredticas observadas nos animais desnutridos.



43
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

8. Referéncias Bibliograficas

ALLEYNE, G.A. 0. & SCULLARD, 3. H. Allerations in carbohydrate metabolism in
Jamaican chiidren with severe malnutrition. Clin. 8Sci., 37: 631-6842, 1969.

BLICHER, F.; MOURIADA, A SENER, A; MALAISSE W.J  Stimulus secretion
coupling of arginine induced insulin release. Uptake of metabolized and non
metabolized cafeionil amino/acids by pancreatic islets. Endocrinology., 4, 124:134-
141, 19898,

BORG, L.AH., CAGLIERD, E., SANDLER, 5., WELSH, N., EIRIZIKD.L. interleukin-1f

increases the aclivity of superoxide dismutase in rat pancrealic islets.
Endocrinology, 130:2851-2857, 1992.

BOSCHERO, A. C.; DELATTRE, E. & SANTOS, M. L. Isolamentc de lihotas de

Langerhans de rato. In. CONGRESSO DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE
FISICLOGIA, 12, 1980, Ribeiréo Preto. Anais... Ribeirdo Preto: 1980, p. 117.

BOSQUERQC, A.C. Acopiamenio estimulacdo-secregdc de insulina pelas céiulas B
pancreaticas. Arqg. Bras. Endocrinol. Metab., 40:1498-155, 1996.

BROOKS, S.E.H., GOLDEN, M.H.N., PAYNE-ROBINSON, H.M. Ultrastructure of the

isiets of langerhans in protein-energy malnutrition. West. Ind. Med. J., 42:101-
8,1993.

CARNEIRO, E. M;; MELLO, M. A R.; GOBATTC, C. A ; BOSCHERQO, A. C. Low

protein diet impairs glucose-induced insulin secretion from and 45Ca upiake by
pancreatic rat islets. J. Nutr. Biochem., 6: 314-318, 1995.



44
REFERENCIAS BIBILIOGRAFICAS

CLAEYSSENS, S.; LAVOINNE, A FRESEL-RAGOT, M.; BOIS-JOYEUX, B.. CHANEZ,
M. & PERET, J. Metabolic changes in rats fed a low protein diet during post-
weaning growth, Metabolism., 39:933-938, 1980,

COOK, D.L. and HALES, CN. Infracellular ATP directly blocks K+ channels in
pancreatic B-cells. Nature., 311:271-273, 1984.

CRACE, C.S., SWENNE, |, KHON, P.G., STRAIN, AJ., MILNER, RD.G. Protein

energy malnutriion induces changes in insulin sensitivity. Diabete Metabolism.,
16:484-491, 1895

DIXIT, P. K, KAUNG, M. L. C. Rat pancreatic B-cells in protein deficiency: a study

involving morphometric analysis and alioxan effect. Journal of Nutrition,
Philadelphia, 115:375-381, 1985.

DOUMAS, B. T., WATSON, W. A & BIGGS, H. &. Albumin standars and the
measuremants of serum albumin bromcresol green. Clin. Chim. Acta, 31:87-96,
1971.

DUNN, J.8., SHEEHAN, J.L., McLETCHIE, N.C.B. Lancet, 1:484, 1943,

EIRIZIK, D. L., MIGLIORINI, R. H. Reduced diabetogenic effect of streptozotocin in rats

previously adapted to a high-protein carbohydraie-free diet. Diabetes., 33:383-388,
1984,

EIRIZIK, D. L., SANDLER, 8. Function and metabolism of pancreatic 8-celi maintained

in culture following experimentally induced damage. Pharmacol. Toxicol., 65:163-
168, 1989,




45
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

EIRIZIK, D. L., SANDLER, S, PALMER, J. Repair of pancrestic R-celis. A relevant
phenomenon in early iIDDM?. Diabetes,, 42:1383-1301, 1993.

EIRIZIK, D.L.; JANSSON, L.; SANDLER, 8. High protein diet does not pravent the

development of low-dose strepiozotocin induced diabetes in mice. Nutr. Rep. Inter.,
38:1193-1197, 1988,

EIRIZIK, D.L.; LIMA-FILHG, E.C. NAKAMURA, PH.: MIGLIORINI, RH. Indices of

severity of drug-induced diabetes in the rat: an evaluation by a mutltiple comrelation
analysis. Braz. J. Med. Biol. Res., 19:544-A 1986

EIZIRIK D.L., WELSH M., STRANDELL E., WELSH N. and SANDLER S. Interleukin-18
depletes insulin messenger ribonucleic acid and increases the heat shock protein

hps 70 in mouse pancreatic islets without impairing the glucose metabolism.
Endocrinology, 127:290-2297, 1990,

ESCRIVA, R., KERGOAT, M., BAILBE, D., PASCOAL-LEONE, AM., PORTHA, B.

Increased insulin action in the rat after protein malnutriion early in life.
Diabetologia., 34(8):559-564, 1901.

GASA, R., SENNER, A, MALAISSE, W.J., GOMES, R. Apparent starvation-induced
repressin of pancreatic islet glucokinase. Biochem. Mol. Med., 56{2):99-103, 1995.

HADESKOV, C.5. Mechanism of glucose induced insulin secretion. Physiol. Ver.,
80:442-509, 1980.

HEARD, C. R. €. The effects of protein-energy malnutrition on blood glucose
homeostasis. World Rev. Nutr. Diet., 30:107-147, 1978.




44
REFERENCIAS BIBLIDGRAFICAS

HEARD, C.R.C., FRANJL, SM,; WRIGHT, P.M.; MCCARTNEY, P.R. Biochemical
characteristics of different forms of protein-energy mainuirition. British J. Nutr, 37:1-
21, 1977.

HENRY, R. J. Clinical chemistry principles and fechniques. 2nd ed. Hargesion,
Harper & How, 1974,

HERBERT, V., LAU K S, GOTLIEB, C. W. & BLEICHER, 8. T. Coated charcoal
immunoassay of insulin. J. Clin. Endocrinol., 25:1375-1384, 1085,

LACY, P. E. & KOSTIANOVSKY, M. Method for isolation of the intact islets of
Langerhans from the rat pancreas. Diabetes, 16:35, 1987,

LANZEN, S., PENTEN, V. Alioxan: history and mecanism or action. Diabetologia,
31:337-342, 1988,

LATORRACA, M.G., CARNEIRC, EM., MELLO, MAAR., BOSCHERO, A.C. Reduced
insulin secrefion in response 1o nufrients in isiets from malnourished caicium
UPTAKE. J. Nutr. Biochem. 1998.

LUCIANQ, E. Atividade fisica e metabolismo lipidico em ratos diabéticos experimentais.
Ver. Bras. Ativ. Fis. Salide., 1(4):15-26, 1996.

LUCIAND, E., LIMA F.B. Meiabolismo de ratos diabéticos treinados submetidos ao
jejum e ao exercicio agudo. Ver. Ciénc. Bioméd., 18:47-60, 1997.

MALAISSE, W. J. et al. Recognition of insulinotropic stimuii. In: Handbook of Diabetes
#Mellitus. Islet celi functionf/insulin action. New York, 2:3-25, 1981.

MATTEWS, J.N.&, ALTMAN, D.G., CAMPBELL, M.J., ROYSTON, P. Analysis of serial
measuramenis in medical research. Br. Med. J., 27:230-235, 1990,




47
REFEREN: BIBLIOGRAFI:

MEGLASSON, MD, MATSCHINSKY, F.M. New perspectives on pancreatlic isiels
giucokinase. Am. J. Physiol,, 246:E1-E13, 1984,

MELLO, M. A. R, LUCIANO, E. Effects of protein malnulrition on glucose tolerance in
trats with alioxan-induced diabetes. Braz. J. Méd. Biol, Res, 28:467-470, 1995,

MELLO, MLALR. & CURY, L. Effects of protein-calorie malnutrition on endocrine

pancreatic function in young pregnant rats. Braz. J. Med. Biol. Res., 22:781.794,
1989,

MELLO. MA.R & CURY, L. Effects of protein-caiorie mainutrition on reproductive
performance of young and mature rats. Growth, Devel. Aging, 53:141-144, 1989

MILNER, R.D.M. Metabolic and hormonal responses to giucose and glucagon in
patients with infantic mainutrition. Pediatric Research., 5:33-39, 1971.

MOSKOLEWSKY, S. Isolation and culture of the islets of the guinea pig. Gen. Comp.
Endocrinol., 5342-359, 1965,

NOGUEIRA, D. M., STRUFALDI, B.; HIRATA, M. H.; ABDALLA, D. S P. & HIRATA, R.
D. C. Sangue-parte |: Glicidios. in: NOGUEIRA, D. M.; STRUFALDI, B.; HIRATA, M.
H.. ABDALLA D S & HIRATA, R. D. C. Métodos de bioquimica clinica., p. 153-
168, 1880.

OKITOLONDA, C.O., BRITHARD, S.M, HENKIN, D.C. Repercussions of chronic

protein-caloric mainutrition on glucose homeostasis in the rat. Diabetologia.,
30:946-951, 1987.

PIPELEERS, D., VAN de WINKEL, M. Pancreatic B celis posses defense mechanisms
against cell-specifity toxicity. Proc. Nail. Acad. Sci., USA, 83:5267-5271, 1986,



48

RAMALINGASWANI, V., DEC, M.G. EBExperimental protein-calorie malnutrition in the
rhesus monkey. In calorie deficies and protein deficiences. Proceedings of a
colloguiuin. Cambridge, April, 1867, p265-275. Ed. Marcance, RA; Windowson,
EM CHURCHILL, London, 1968,

RAO, H. R. Adaptations in glucose homeostasis during chronic nutritional deprivation in
rats; hepatic resistance {o both insulin and giucagon. Metabolism., 44:817-824,
1995 (a).

RAD. H. R. Fasting glucose homeostasis in the adaptation io chronic deprivalion in rais.
Am. J. Physiol., 268:E872-879, 1995 (b).

REEVES, P.G., NIELSEN, F.H., FAHEY, G.C. AIN-93 purified diets for laboraiory
rodents: final report of the American Institute of Nutrition Ad Hoe Writing Commitee
on the Reformulation of AIN-76A. J. Nutr., 123:1938-1851, 1993.

REGOW, B. J. M.; CORNELISSEN, P. J. H. C.; HELDER, A. P. &SPIJKERS, J. B. F.
and WEEBER, Y. M. M. Specific determination of free fatty acid in plasma. Clin.
Chem. Acta., 31:187-185, 1986.

REIS, MA.B., CARNEIRO, E.M., MELLO, MAR., BOSQUEROD, A.C., SAAD, MJA,
VELOSO, LA Glucose induced insulin secretion is impaired and insulin-induced

phosphorylation of the insulin receptor and insulin receptor substrate-1 are increased
in protein deficient rats. J. Nutr., 127:403-410, 1997.

SANCHES-MARGARET. V., GODFINE, 1.D., VLAHOS, C.J., SUNG, CK. Role of
phosphatidy! inositol 3-kinase in insulin receptor signaling: studies with inhibitor
LY294002. Biochem. Biophys. Res. Colummun., 204:446-452, 1994,

SCHEYNEIUS, A, TALJEDAL, 1. B. On the mechanism of glucose protection against
Alloxan Toxicity. Diabetologia, New York, 7:252-255, 1971,



49

SMITH, P.A.. SAKURA, H.; COLES, B.; GUMMENSON, N.; PORKS, F.; ASHCROFT,
F.M. Electrogenic arginine transport mediate stimulus-recreation coupling in mouse
nancreatic B-cells. J. Physiol,, 498:625-635, 1997,

SOMERS, B., BLONDEL, B, ORCl L., MALAISSE, W.S. Notice evenis in pancreatic
endocrine cells. Endocrinology., 104:255-264, 1879.

STEPHENS, JM., PILCH, P.H. The metabolic reguiation and vesicular transport of
LUT-4. The major insulin-responsive glucose transporter. Endocrine Reviews.,
16:524-546, 1985,

STRANDELL, E., EIRIZIK, D. L., SANDLER, S. Reversal of -cell suppression “in vitro”

in pancreatic islets isolated from nonobese diabetic mice during the phase preceding
insulin-dependent diabetes mellitus. J. Clin. invest,, 85:1944-1950, 1990.

THORENS, B., SARKAR, HK,, KABACK, H.R.,, LODISH, HF. Cloning and functional
expression in bacteria of a novel glucose transporter in vitro, intestinal kidney and B-
pancreatic islets. cells. Cell. 88., 55:281-290, 1988.

TORUN, B. & CHEW, F. Protein-energy malnutrition. in Shils, M.; Olson, J. A.; Shike, M.
(eds) Modern Nutrition in Heaith and Disease, v. 2, Philadelphia, Lea & Febiger,

p. 950-976, 1994. Without impairing giucose metabolism. Endocrinoiogy, 127:2290-
2297, 1984.

TRINDADE, C. E. P NOBREGA, F. J. de; & TONETE, S. S. Q. Repercussdes
metabdlicas da desnutricdo protéico-caldrica. in: Desnutrigdo: intra-uterina e pos-
natal. NOBREGA, F. J. de. (Ed.). Panamed Editorial, S0 Paulo, 1986.

VALDEOMILLOS, M., NADAL, A, CONTRERAS, D, SORIA, B. The relationship
between glucose induced K+ atp channel closed and the rise in [CA2+] in single
mouse pancreatic B cell. J. Physiol., 455:176-186, 1992



50

VITERI F.E. & TORUN, B, Influence of exercise on linear exercise. Eur. J. Clin. Nutr.,
48:5186-5190,(SUPPL 1) 1984,

WELCH, M. J. Mammalian stress response: cell physiclogy, siructure/function of stress
proteins, and implications for medicine and disease. Physiol. Rev,, 72:1063-1081,
1992.

WELSH, M., EIRIZIK, D. L., STRANDELL, E Heat shock freatment of mouse
pancreatic islets results in partial loss of islets cells but no remaining functional
impairment among surviving 8-celis. J. Mol. Endocrinol., 1:27-31, 1888.

WHITEHEAD, R. G. & HARLAND, P. S. E. G. Blood glucose, lactate and pyruvate in
kwashiorkor. Br. J. Nutr., 20:825-831, 1966.

YOUNG, J. D., DIXIT, P. K. Lack of diabetogeric effect of alloxan in protein-calorie
malnourished rats. Journal of Nutrition, Philadelphia, 110:703-709, 1980.

YOUNOSZAS, R. & DIXIT, P.X. Decreased insulin secretion by isolated pancreatic islets
from rats fed 4% protein diet. Proced. Soc. Exp. Biol. Med., 164:317-321, 1980.



51

APENDICE 1

Tabelas referentes aos resulfados utilizados na confeccio das figuras de 1 a2 9
apresentadas no corpo do trabalho.



APENDICE 1

Tabeia 1 - Ganho de Peso dos animais (g/idia), antes e depois da administragdo da
aloxana. Resultados expressos como média : erro padrao de 25 animais por grupo. ()
diferenca significativa (P < 0,05, teste-t) em relacao ao controle.

GRUPOS Peso dos Animals gldia
Controle 3052025
Controle aioxana 05720672
Desnutrido 1,84+ 0,38%
Desnutrido aloxana 14820427

Tabela 2 - Ingestdo Alimentar (g/dia. 100g peso corporal) dos animais antes e depois da
administracdo da aloxana. Resultados expressos como media + erro padrac de 28
animais por grupo. {7} Diferenca significativa (P < 0,05, teste-f) em relacac aos
controles.

Grupos Ingestao Alimentar
Controle 8,76+ 149
Controle aloxana 158+ 0 14
Desnutrido 1874+ 1,13~

Desnutrido aloxana 597x1,88"*
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Tabela 3 - Ingesto Hidrica {mi/dia.100g de peso corporal) dos animais antes e depois
da administracao de aioxana. Resultados expressos como média = erro padrio de 25
animais por grupo. (*) Diferenca significativa (P < 0,05, ANOVA) em relacBo aos
controies.

Grupos ingestdo Hidrica
Controle 2938+ 2,07
Controle aloxana 89,66 £ 6,98
Desnutrido 3181255
Desnuirido aloxana 20581+£636"

Tabela 4 - Teor de Glicose no soro (mmol/l) dos animais controle & desnutrido antes e

apds a administracéoe de aloxana. Resultados expressos como média + erro padrio de
25 animais por grupo.

Grupos Glicose
Controle 6.64 £ 0.27
Controie aloxana 19.33+2.73
Desnutrido 544 + 0.22

Desnutrido aloxana 586+ 0.32
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Tabela 5 - incidéncia (%) de Disbetes {(Glicemia = 13,75 mmol/l) nos animais controle e
desnutrido apds administracao de aloxana. (%) Diferenga significativa (P < 0,05, teste de
comparacido de duas proporcdes) em relaco ao controle. (N} Ndmero total de ratos
injetados com aloxana.

Grupos {N} incidéncia
Controle 28 84.5
Desnutrido 25 2507

Tabela 6 - Area sob as curvas de glicose (mMol/L.120 min) e insulina (nMol/L..120 min)
durante teste de lolerancia & glicose dos animais controles e desnuiridos apés
administragd0 de aloxana. Resuliados expressos come média & erro padrao de 17
animais por grupo. (*) Diferenca significativa (P < 0,05, teste-t) em relacdo ao controle.

Grupos Area sob a curva de Area sob a curva de
glicose insulina
Controle 23039+ 5085 158+ 1.44

Desnutrido 89822+ 1636 " 13.6+33
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Tabela 7 — Taxa de remogao da glicose sérica (KITT, em %/min) durante o teste de
toleréncia 2 insuling, calculade ulilizando-se amostra de sangue coletadas 0 - 60
minutos apés a administracéo da insulina exdgena dos animais controles & desnutridos,
apds administracdo de aloxana. Resultados expressos como media  erro padrao de 3 -
8- animais por grupo. (%) Diferenca significativa (P < 0,05, test-i) em relacio aocs
controles.

Grupos Glicose
Controle 0,086 20022
Desnutrido 0841+ 0,108~

Tabela 8 — Efeitos da aloxana sobre 2 oxidacac de giicose (pmolfithola em 120 min de

incubacao) por lholas isoladas dos ratos mantidos com as dietas normo (NP) & hipo
(HP) protéicas.

armel T Giicese T Aloxana  Oxidaciode  Redusdona
condigio {mMol/L) {mMol/L} glicose Oxidacao
B
1 18,7 - 686 + 97
2 18,7 0,5 304 + 15 *° 58,7 (vs. 1)
HP
16,7 - 159 £ 12 *°

4 18,7 0,5 123 £ 4 **° 16,4 {vs. 3)

lihotas isoladas foram pré-incubadas por 80 min em tampac krebs-Ringer
bicarbonato contendo glicose (5,6 mMol/L), em auséncia ou presenca de aloxana (0,5
miol/L) & depois incubadas por 120 min em tampao Krebs-ringer bicarbonato contendo
D (U'C)-glicose e glicose ndo radioativa numa concentracdo final de 16,7 mMol/L.
Resultados expressos como média + erro padrao de 20 experimentos. * diferenca
significativa (P < 0,08, testl) em relacho a: a) condigcdo NP correspondente; b) condicao
1 e ¢) condicao 3.
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Tabela @ — Efeilos da aloxana sobre a secrecio de insulina (ngfiihota em 80 min de
incubacio) por ilhotas isoladas dos ratos mantidos com as dietas norme (NP) e hipo
{HP) protéicos.

~Grame " Bliass Arginine " Aioana Secredio de Raducic s
Condigdc  {(mMolL) {mMolL} (mMolL) insulina Secrecdo
T
1 2.8 - . 0,36 + 0,07
2 220 - - 7,25+ 0,84 **
3 22,0 - 0,5 1,58 = 0,18 **° 78,5 (vs.2)
4 2,8 20,0 - 2,20+ 0,22
5 2.8 20,0 0,5 1,47 £ 0,15 *%° 46,8 (vs. 4)
HP
€ 2,8 - - 0,35 + 0,06
7 22,0 - - 5,01+ 0,04 *9
8 220 - 0,5 2,64 % 0,19 *de8 473 (vs. 7)
9 2,8 20,0 - 0,81+ 0,14 *%
10 2,8 20,0 0,5 0,67 + 0,05 =90 17,2 (vs. 9)

lihotas isoladas foram pre-incubadas por 60 min em tamp&o krebs-Ringer
Bicarbonato contendo glicose (5.6 mMol/l) em auséncia ou presenca de aloxana (0,5
miMol/L) e depois incubadas por 80 min em tampao Krebs-Ringer Bicarbonato contendo
glicose (2,8 ou 20,0 mMol/ll) ou arginina (20,0 mMoll) + glicose (2,8 mMol/L).
Resultados expressos como meédia + erro padrdo de 12 experimentos. * diferenca
significativa (P < 0,05, ANOVA) em relacio a: a) condicdo 1; b) condigdo 2; ¢) condicao
4; dj condigao 8; e) condigao 7; f) condicdo 9 e g) condicdo NP correspondente.
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ABSTRACT. Protein-calorie malnutrition & known to produce reduced sglucose-induced insulin release and
perturbations of glucese homeostasis. On the other hand, rats adapted ic low-protein diets show an mcreased
registance 10 the dizbetogenic effects of 2 single dose of alloxan To exammne the sffects of protein distary restriction
on pancreatic function, we measured serum ghicose and mnsulin levels dunng oral glucose tolerance test {GTT), serum
glucose levels during subcutancous msulin tolerance test (ITT) after a smgle dose of alloxan {40 mg/e body weight}
admministered to rats fed a low (LP=6%) or a normal {(NP=17%) protem dist from weaning (21 days) to adult ags
{90days). In 2 separated set of experiments, we examined insulin release in response 1o glucose {2.8 or 22.0 mmeol/L)
and arginine (20.0 mmolL) and glicose oxidation rates by pancreatic islets treated m vitro with alloxan {G.05
mmol/L) or not, isolated from NP and LP rats. The area under serum glucose (AG) curve during the GTT was lower
in LP (57%) rats than in NP alloxan injected rats, while there were no differences between the two groups m the area
under the insubin {AI) curve The sevum ghicose disappearance rate (Kitt) during the ITT was higher m LP {30%)) than
in NP rats. Alloxan reduced glicose-induced imsulin release in 78%, arginine-induced wsulin releass in 56% and
glucose oxidation i 56% in NP islets. In LP istets, the observed reductions were, respectively, of 47, 17 and 23%. In
summary, alloxan was less effective in producing hyperglycemia in rats fed low protein than normal protein diet. This
effect was associated to an increased peripheral sensitivity fo insulin in addition to a better preservation of glucose
oxidation and glucose-induced and arginine-tnduced insulin release by pancreatic islets exposed to alloxan in L¥ than

i NP rats.

KEY-WORDS: Low protein diet ® alloxan diabetes ® glucose tolerance test # insulin tolerance test® glucose

oxidation @ glucose-induced insulin release ® rat islets
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Early proten malnutrition can lead 1o the development of diabetes mellitus m adults {James and Coore,
1970}, Epiderniological studies reperting high prevalence of diabetes in undemnourished populations support this
statement (Rao 1984, Poulsen et a1 1997). Malnutrition in man and experimental animals s associated with impaired
insulin secretion and alkerations in glucose homeostasis {Smith et al. 1975, Carneiro st al. 1595, Latorraca et al 1598).
In rats submitted to protein malnutrition during the growing period a severg reduction in insulin refease in response 10
glucose and other secretagogues has been observed {Okiiolonda et al 1987, Carneiro etal 1995; Latorraca et al.
1998). Glucose intolerance was found only in the first weeks of protem deprivation {Okitolonds et al 1987, Swerne
et 2l 1987). In prolonged protein malputrition, increased sensitivity to insulin has been reported {(Latorraca et al
1098, Reis et al. 1997). On the other hand, rats adapted either to high (Eizrik et al, 1988) or low (Young and Dt
1980, Dixit and Kaung 1985, Mello and Luciano 1993) protein diets present increase resistance to the diabetogenic
effects of a single dose of sireptozotoc or allowan.

in the present study, we examined the effect of the dietary protem diet on pancreatic function determined by
measurement of serum glucose and msuln levels in the fed state and during glucose and msulin tolerance tesis,
performed after the admimistration of a single dose of alioxan to rats fed chronically & normal (17%} or 2 low (6%%)
protein diet. In a separated set of experiments, we examined msulin release in response 1o glucose and arginine and
glucose oxidation rates by pancreatic islets treated 772 vitro with aloxan, isolated from rats fed normal and low protein

diets.

MATHERIAL AND METHODS

Materials: P Collagenase was from Boehringer Mannhein { Indianapolis, IN, USA). Antiserum against insulin was
kindly provided by Dr Leclerg-Meyer (Faculty of Medicme, Brussels Free University, Brussels, Belgium). Standard
insulin was from Novo-Nordisk {Copenhagen, Denrnark), Bovine serum albumin (fraction V), alloxan and other
chemicals were from Sigma Chemicai Co. {St. Louis, MO, USA). D [U14C]-Glucose {306 mCi/mmol} was obtaned
from Amersham International (Amersham United Kingdomy).

Animals and diets: All animal experiments were approved by Universidade Estadual de Campinas- UNICAMP Ethics
Commitiee. Young male (21 days) wistar rats were obiained from de Universidade Estadual Paulista- UNESP
{Botucatu, SP, Brasil) animal facilities, separated at random and maintained on an isocaloric 6% protein {low protein )
or 17% protein (normal protein) diet until the aduit age (90 days). Diet composition was previously described (Reis et
al., 1997). During the experiment, the animals had free access to their respective diets and water. They were kept on
standard lighting conditions (12 h light/dark) at a room temperature of 24° C. The food intake was monitored and
body weight was registered once a week. At the SGTh day of life, blood sampies were collected, in the fed state, from
a cut at the tip of the tail for serum glucose, total protein, albumin, free fatty acids (NOGUEIRA et al, 1990)

determinations.
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Alloxan administration: At the 9(3@1 day of life, the animals were food deprived for 15 hand weighed. A freshly

prepared solution of alloxan (40 mg/kg body weight} in 10 mmoVL sodium citrate buffer, pH 4.5, was ijected trough
the dorsal vemn of the perus. The animals were kept in ther dists for one additional wesk and then submigted to
glicose and insulin tolerance test. The amimals were considerad “hvperglycemic” or “diabetic” if basal serum glucose

in the fed state was > 13.75 mumoVL (Melio and Lucianc 1993)

Glucose tolerance test (GTT): An oral glucose tolerance test was performed in the rats at the end of experimental
period. After an overnight food deprivation, glucose (200g/1) was administered into stomach of the rats trough a
gastric catheter, at the final dose of Zg/kg body weight. Bicod samples were obtained from cut tip tail at 0, 30, 60 and
120 min for serum glucoese and msubin {Soott et a1 1981) determinations. The msulin and ghicose responses during the
glucose tolerance test were evaluated by estimation of the total ares under glucose curve (A() and the total area

under insulin curve (Al), using the trapezowdal method (Mathews et al 1990),

Insulin tolerance fest (ITT) Subcutaneous insulin tolerance test was performed 1n the rats at the end of the
experimental period The ITT consisted of a bolus ingection of regular nsulin at the dorsal region {30 mU/100g body
weight}). Blood samples were obtamed from cut tip tail at 0, 30, 60 and 180 min for serum glucose deternmnation. The
constant for serum ghucose disappearance {Kitt) was calculated from the formula 0.693/1/2. The serum ghicose t1/2
was calculated from the slope of the least square analysis of serum glucose concentration from 0-50 min after insulin

mjection, when the serum glucose concentrations decreased linearly.

Tissue extiraction; All animals were weighed, anesthetized with ether and killed by decapitation. Blood samples were
collected for serum glucose and insulin determunations. Samples of the pancreas were taken for insulin determination
{Malaisse et al. 1967). Amimals fed both diets which were not injected with alloxan had their pancreatic islets isolated

and treated in virro with alioxan {or not) for insulin release and glucose oxidation rates evaluations.

Isclated pancreatic islet treatment in virro with alloxan: Pancreatic islets collagenase isolated were incubated for 30
min at 37° C in Krebs Bicarbonate medium with the following composition {in mmoV/L): NaCl 115; KC1 5; CaClz

2.36; Mg Clz 1, NaHCO3 24; glucose 5.6, supplemented with BSA (3g/L) and equilibrated with a mixture of 95 %
G2 5%C0n, pH 7.4, 1 the absence or presence of alloxan (0.03 mmoVL}. The islets were then collected for insulin

release and glucose oxidation rates evaluations.

Insulin release by isolated pancreatic islets: Groups of 5 islets were incubated in fresh Krebs Bicarbonate medium for

60 min contaming giucose (2.3 or 22.0 mmoVl/L} or glucose {2.8 mmoV/L) plus arginine {20.0 mmol/L). The insulin

content of the medium at the end of the incubation period was measured by radioimmunoassay.
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CYneose oxidation by isclated pancreatic islets: Groups of 19 islets were transferred 1o sppendorfs with Krebs
Bicarbonate medium containing D{U—MC) glucose and nonradicactive glucose 10 a final concentration of 16.7
mmolL 2nd 2 specific radiation of 0.3 mCi¥mmol The eppendorfs were placed into 2 20 mi glass scintiliation vials,
gassed with CO2:Op (5:95%), tightly sealed with a rubber membrane and incubated a1 37° € in slow shaking water
bath for 60 min. Then, 10011 of HCI0.1 B¢/l was injected in the mmer eppendortf by a needle perforating the rubber
membrane, 10 stop islet metabolism. . In the outer scintillation vial, 0,23 mi of hyamine hydroxide was injected to trap
the CO2 released by the islets and the system was incubated for 120 more minutes. Finally the inner eppendorfs and

the rubber membranes were removed and 6ml of scintillation fluid were added to the scintillation vials and the samples

were counted in a liguid scmuilator,

Siatistical apalvzis: The results were presented as means + SEM for the number of rats (n) indicated. When working
with islets, n refers to the number of experiments performed. Each experiment was performed with islets from two
rats per group. Data were analyzed by non paired 1 test, by one way analysis of variance (ANOV A) followed by
Bonferroni test or by a test for comparison between two proportions, where appropriated. P vaiues < 0.05 were

considered to indicate significant difference.

RESULTS

Characteristics of the rats; There was a significant reduction in body weight gain {Table 2) and in serum total protein
and albumir and an increase in serum free fatty acids (Tablel) in low protein (LP) rats in relation to normal protein
{NP) rats.

Alloxan administration:  After alioxan adminisiration, NP rats presented body weight lost and hugh food and water
intake and serum ghicose levels in the fed state (Table 2. LP rats presented body weight gain and lower food and
water intake and serum glucose levels {Table 2} when compared to NP rats. The incidence of mild hyperglycemia
(diabetes) was higher among NP rats than in LP rats (Table 4). There were no differences between LP and NP rats in
serum insulin levels in the fed state but LP rats had higher pancreatic insulin content than NP rats (Table 3).

GTT and ITT: After an oral glucose load the ares under serum glucose {AG) curve was lower in LP rats than in NP
alloxan injected rats, while there were no differences between the two groups m the area under the insulm (A} curve

(Table 4). In addition, after a subcutaneous msulin load, the serum glucose disappearance rates (Kitt} was higher in LP
than in NP rats (Table 4).

Insulin release and wlucose oxidation rates by isclated pancreatic islets: Alloxan induced significant decrease in

ghicose and arginine-stimulated insulin release by the islets solated form NP and LP rats (Table 5). Alioxan ako
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significantly decreased glucose oxidation rates by the islets from NP and LP rats (Table 6). The decrease in both

insulin release and glucose oxidation was greater in NP than in LP slets.
DISCUSSION

In the present study, we verified that feeding the low protein dist from weaning (21 days} to adult age (3¢
days) produced significant decrease in the rat body weight. This finding s in accordance with previous observations
showing that low protem diets do not support normal growth in rats {Okifiolonda et al. 1987, Mello et al 1587, Desai
2t 3l 1996, Latorraca et al. 1998). Besides reduced body weight gain our rats fed the low protein diet presented other
characteristics commonly found in infantile protein malnutrition, as hypoprotemnera, hypoalburminemia, and high
serum free fatty acids levels {Torum and Chew 1994},

Alloxan has been known for decades to induce dizbetes mellitus m ammals by causing a rather selective
damage to the pancreatic insulin-producing B celis (Lanzen and Panten 1988), through a direct effect (Malaisse 1582}
The “aliocxan diabetes” in animals presented like diabetes mellitus in man, with the typical symptoms such as body
weight loss, polydipsia, polyuria, glycosuria and hyperglycemia (Lanzen and Panten 1988). The normal proten rats of
the present study mjected with alloxan showed body weight loss, polyfagia, plydipsia and hyperglycerma, mdicating
the effectiveness of the compound in inducmyg diabetes m our conditions.

The effectiveness of alloxan in producing diabetes, evaluated by serum glucose n the fed state, was greater m
normal protein than in low protein rats. This observation is in agreement with previous reports in the hiterature (Dixit
and Kaung 1985, Young and Dixit 1980, Mello and Lucianc 1995). According to Dixit and Kaung (1985), witha
progressive increase in dietary protein, the animals show a proportional increase in susceptibility to allxan.

In the present experiment, in addition to serum glucose levels i the fed state, food intake, water intake and
body weight gain, we used serum insulin levels in the fed state, serum ghucose and insulin levels during the GTT and
serum giucose during the ITT to evaluate the effectiveness of alloxan.

According to Eizirik et al. {1986) and Mello and Luciano {1995}, body weight increase, serum ghicose levels,
water intake and epididymal fat weight are reliable indices of severity of drug-mduced diabetes, independently of the
diet administered. Thus, the body weight gain, food intake and water intake of our low protein rats injected with
alioxan when compared to their normal protein counterparts, further support the idea of resistance to the diabetogerc
effects of 2 single dose of alloxan induced by the dietary protein restriction

During the GTT, the area under the serum glucose curve was lower in the low protem rats injected with
alloxan than in their equivalent normal protein rats, in the presence of a similar area under the msulin curve.
Furthermore, during the first 60 minutes of the ITT the serum glucose disappearance rate was greater in the low
protein group than in the normal protein group, indicating higher sensivity to insulin in the first group.

In protein deficient rats increased insulin sensivity of liver and skeletal muscle has been demonstrated i vitro
{Crace et 31 1990} and in vivo {Escriva et al 1991, Reis et al 1997, Latorraca et al. 1998). Reis et al (1997) and

Latorraca et al. {1998) reported increase i severa! steps of the msulin signaling system in skeletal muscle, as moreased
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phosphorylation of the insulin receptor, increased phosphorylation of the insubin substrate-1 (IRS-1} and increased 2
association of IRS-1 with the enzyme phosphatidil mosito! 3-kinase (Pl 3-Kinase).

Insulin increases glucose upiake into cells partally through 1o the transiocation of GLUT 4 from miracelinlar
compartments to plasma membrane m muscle and adipose tissue (Stephens and Pilot 1995). Experimental evidences
have lad to the conclusion that PI 3-Kinase is necessary for insulin-stimulated GLUT 4 translocation {(Sanchez-
Margalet 1994). Hence, increased nsulin sensivity in peripheral tissue may play an mmportant role in protection against
the diabetogenic effects of alloxan showed by the low protein animais

To further mvestigate the actions of distary protein restriction against alloxan tosicity, we tested whether low
protein diet could attenuate the suppressive effects of alioxan on glucose oxidation and msulm release by isolated
islets. Low protein diet attenuated significantly the effects of short term alloxan exposure as demonstrated by the fact
that alloxan reduced ghicose-induced insulin release in 78%, arginine-induced msubm relesse in 36% and glucose
oxidation in 56% o normal proiein rat islets, while low protein rat islets had » reduction of only 47% i glucose-
induced insulin release, of 17 % in arginine-induced insulin release and of 23% m glucose omdation. However, this
“attenuating effect” of protein restriction against alioxan must be examined with caution, since glucose-induced wsulin
release and glucose oxidation rates were significantly depressed by protein restriction itself.

Scheynius and Taljedal {1971) suggested that glucose and alloxan act on the same site of plasma membrane
of B cell or at closely located sites to bring about their secretory and necrotic effects, respectively. Although some
evidence that B cell have glvcoceptors on the plasma membrane the expenmental support for their existence is
circunstacial {Malaisse, 1982). On the other hand, several studies indicate that glucokinase, that functions as a signal
recognition enzymne in the B cell, coupling changes in biood glucose concentration to changes in insulin secretion, s
apparently the most sensitive enzyme to inhibition by alloxan and may be the primary target for drug in the B cell
responsibie by mmpairment of glucose-induced msulin secretion {Lanzen and Panten 1988).

it has been reported that the activity of glucokinase and the content of this enzvine in pancreatic islets of rats
were decreased by food restriction {(3asa et al. 1995}, These findings suggest that the altered metabohic and secretory
response io giucose found in both malnourished and alloxan-exposed islets may share one common pathway: an
apparent repression of glucokinase. If this hypothesis is correct, the attenuation of the toxic effects of alloxan on B
cell by dietary protein restriction may be, at least in part, a consequence of the failure of the drug to further depress
glucokinase, already depressed by malnutrition itself. The preservation of arginine-induced msulm release by the low
protein islets exposed to alloxan, however, indicates that the attenuation probably involve other steps of the stimulus-
secretion coupling, or other different mechanisms, since arginine exerts an msulinotropic action by its entry via
cationic amino acid transporter 2A {Smith et al 1997) and its accumulation inside B celk, causing membrane
depolarization (Blachier et al. 1989), independently of giycolisis and oxidative cycle. Afloxan is apparently also
selectively taken up by the GLUT2 glucose transporter in the pancreatic B-cell membrane (Munday et al, 1993). It is
known that B-celis with low GLUT2 expression as hurman B-cells, have slow uptake of alloxan and are resistant s
diabetogenic action {de Vos et al. 1995). Malnutrition is a condition associated to general depression of protein

synthesis. It is not probably GLUT2 expression is also depressed in this condition. The depression of GLUTZ
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expression may be an alternative explanation by the attenuation of the deletericus effects of alloxan on malnourished
islets.

Besides depressing ghicokinase, alloxan i a compound known to damage pancreatic islets by oxygen free
radicals gensration (Malaisse 1982). Pancreatic B cells are able to repair themselves afler some sublethal injuries i
vitro. Tt is known the pancreatic islets can respond 1o stress by increasing the expression of some genes stress-
responsive (Bizirik et al. 1993), heat shock protens {Eizik et al 1990} and the free radical scavenger enzyme
superoxyde disomatase (Borg et al. 1992). On the other hand, there are evidences that some islet cell changes observed
in protein malutrition may be related to free radical damages (Brooks et al. 1993). Therefore, 1t 1 possible that in
response to chronic protem deprivation pancreatic 1slets may develop some compensatory mechanism to mereased
oxidative stress, making afloxan less effective. Further studies are reguired 1o sort out the mechamsms mnvolved m
protein deprivation atienuating action against the toxic effects of alloxan on pancreatic islets.

In conclusion, alloxan was less effective in producing hvperglycenia in rats fed low protein than normal
protein diet This effect was associated to an increased peripheral sensitivity to msulin in addition 1o a better
preservation of glucose oxidation and glucose-induced and arginine-induced insulin release by pancreatic slets

exposed to alloxan in low protemn than m normal protem rats.
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Table 1. Berum total protein, albumin and free farty acids (FFA) of the rats fed the low (LP) and the normal {NP) dists
at the 80 day of life”

Groups Total protem {g/L.) Albumin {g/L.} FFA (UEq/L)
WP {23} 6212 2741 580+15
LP (25} 43+2% 21+31% 50+17

? Results are mean + SEM, with the number of rats in parenthesis. * Significantly different (p<?0.05, t test) from NP

rats
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Table 2. Bodv weight gain, food miake, water imalce and serum ghicoss of the rais fed the Jow (LP) and the normal

(NP diets before and after alloxan (A) administration

Groups Body weight gain Fca{% mtake Water 1&123%;@ Serum glucose
(e/day ) (eday 100z )  (xbday 100g ) (mmolL)
NP (25) 3.95+0.25 8.76+1.49 29.38+2.07 6.54+0.27
NP-4 (25)° -0.57+0.72 15.80+0.14 89.56:16.98 19334273
LP (25 1.84+0.38% 19,78+1.13% 31.61+5.50 5.44+0.22
LP-A (257 1.49+0,42% 5.97+1.98* 20.51+8.36% 5.86+0.32%

* Resuits are mean + SEM, with the number of rats in parenthesis. * Significantly different {p<0.03, ¢ test)

> Refertoa 69-days penod.

6 Refer to g 7-days period.
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Table 3. Serum and pancreas msubin concentrations of the rats fed the low (LP) and the normal (NP} diets after

afioxan adminisiration’

Groups Serum (ol Pancreas {ng/g}
NP {5} 3.13x0.02 1205465
LP {3} (.18+0.02 3650417 88

Results are mean + SEM, with the number of rats in parenthesis. * Significantly different (p<0.03, 1 test) from NP rats

7 Results are mean 4 SEM, with the number of rats in parenthesis * Significantly different {p<0.03, { test} from NP

rats
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Table 4, Arez under ghicose {AG) curve and insulin {ATL) curve) during the glucose tolerance test, serum glucose

disappearance (Kitt) rates and diabetes (serum glucose in the fed state >13.75 mmol/L} incidence in the rats fed the

low (LP) and the normal (NP} diets after alioxan admamstration.

Groups AG AT Kirt' Diabstes incidence”
{mmol/20min) {rmol/1 20mm (Yomin} (9%)

NP (T 2304+509 15.9+1.4 0.36+0,027 §4.6

LB OBZH194% 13.6+33 0.841+0.095 23.0%

! Results are mean + SEM, with the number of rats in parenthesis. * Significantly different (p<0.05, t test) from NP

rats.

z Fxpressed as percent of the total number of rats (25) injected with alloxan. * Significantly different {p<0.05, test for

comnparison between tWo Droportions)
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i Table 3. Effects of alloxan on insulin release by pancreatic islets isolated from the rats fod the low {LP} and the normal

2 (NP diess.

GROUP/ GLUCGOSE ARGININE ALLOXAN INSULIN REDUCTION IN
Condition {mmo¥/L) {mmol/L) {mmol/L) RELESASE RELEASE
(gl 60min) (%)
NP/
1(12) A e — 0.36+0.07
2{12) 228 e 2540 84%a
I 20 e 0.03 1.56+0.18%ab 788 {vs. 0}
£{12} 2. 20.0 e 2.20+0.322%,
5(12) 2.8 20.0 0.05 1.1740.15%ac 46.8 (v5.9)
P/
6{12) 28 e 0.35+0.06
7(12) 220 s e 5.0150.47%df
8(12) 22.0 - 0.05 2.64+0.19*def 473 (vs. 7)
9(12} 2.8 200 e 0.81+0.14%df
10(12) 28 200 0.05 0.67+0.05%df 172 (vs. 9}
4
3

! Isolated islets were first mcubated for 30 min in Krebs Bicarbonate medium containing glucose {5.6 mmol/L), m
absence or presence of alloxan (0.05mmol/L) and then further incubated for 60 min in Krebs Bicarbonate medium
containing glucose (2.8 or 22.0 mmoVL) or arginine (20.0 mmol/L) plus glucose {Z.83mmoVL). Results are mean +
SEM with the number of experiments in parenthesis. * Significantly different {5<0.05, ANOVA) from: a) condition 1;

by condrtion 2; ¢) condition 4; d) condition &; e} condition 7 and ) corresponding NP condition.
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Table 6 Effects of alloxan on glucose oxidation by pancreatic islets isolated from the rats fed the low (LP) and the

ol
normal {NP) diets.

GROUP/ GLUCOSE ALLOXAN GLUCOSE BEDUCTION IN
Condition fmmoii) {mnol/1) OXIDATION OXIDATION
(pmoListet™ 60 min” 1) (%)

NP/

1(12) 7 e 686+97

2(12) 16.7 0.05 304+15%b 55,7 (vs. I

1P/

3{12y 67 e 159+12%a

4(12) 16.7 0.0 123+4%ac 16.4 (v5.3)

! Isolated islets were first incubated for 30 min in Krebs Bicarbonate medium containing glucose (5.6 mmol/L), in
absence or presence of alloxan {0.03mmoVL) and then further incubated for 60 min in Krebs Bicarbonate medium
containing glucose (2.8 or 22.0 mmol/L) or arginine {20.0 mmol/L) plus glucose (2.8mmoV/L). Results are mean +
SEM with the number of experirents in parenthesis. * Significently different (p<0.03, ANOVA) from: a) condition 1:

b} condition 2; ¢} condition 4; d) condition §; e} condition 7 and f) corresponding NP condition.
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APENDICE 3

Resumos publicados em Anais de Congresso contendo dados inseridos na
presente Tese.
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1aetodos: Ralos Wister (21 dizs) simentados por &0
23 COM Gigta norma (NP = 1790} ou hipo (HP = 653}
protgica tverem suas thotas isoladas pela CoiBRenase,
e eslimu!adas com glicose (2.8, 5.6 ou 28.0 mMj ou
zrgining {ghcose 2.8 < arginina 20.0 mM), nz ausén-
cia ou presenga de aloxana (005 mhd). Foram avale-
cas lineratéa e insuling e oxidagas de ghcose.
Resu%*adas. A zioxana reduziv: (1) 2 liberagso deinsu-
ting pelas Bhotes NP (75%:) e HP {47 %], esuruiadss
oor ghicese 200 mbA; (8 2 oxidacan de gi‘"f‘s-1 nalas
Hhoizs NP (5293 & HP (33%) na presenca de glicose
o6 mi e (3) 2 liberacdo de insuling pelas thotas NP
{35%) @ WP (33%) estimulaga ining 20.0 mh
Conclusdo: A deficiéncia ;rc’;enca aenuou os efsiios
slaxana sobre 3 liberagdo ds insuling induzida por
gicose e sroining. Este elaito pode dever-s2, em par
in, 20 meEnor compromstimento da ouagdagao ce giitose
apresemiado pelas ithotas HE
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FECTO DA POLRPA DE LARAMNIA/GOMA GUAR (PLG)
o TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE (GTD)
RATOS WISTAR ADULTOS NORMAIS £ DIABETL
CQS. *hizgr, L.D.P; *Gomes Marcondes, M.CC7"
Reyes, F.G.R. *Areas, MA.. * Depto. Fisiclogie e
Biofisica , 18; ** FEA, Unicamp, Campinas - &.P.
Ohjetivo: O obietive deste estudo fof avaliar o elsite
das fibras alimentares presentes na polps de faranja
associadas & goma guar (PLG) sobre 2 tolerdnia &
alicose em ratos machos adultos normals e disbéticos.
Material 2 Métodos: O disbetes foi induzido com
injzcao de aloxana (40meKg de peso Corpores) na
veia dorsal do plnis. Posteriormente, 1atos normais
(N) e diabséticos (D), apds isjum de 12 horas, foram
submetidas 3 adminisiracso de glicese (8,150/100g
de peso corporeo) comzero (N e DY e 1,59/mLda PLG
(grupos NF 2 DF} em volume de 4 ml por sonds
orogastrica. Foram coletadas amostras ge sangue ve-
nose 305 0, 30, 60, 90 e 120 minulos 2pos & sobre-
¢arga oral de glicose e determinada a glicemia {my/
dL) peio método glicose-oxidase.
Resultados:

GUCEMLA {mgidl) 7 TEMPO (minutos)

GRUPDS 0 30 B0 i 120
N £9.4 1887 156.3 1221 723
[¢5] 2173 2143 22238 =141 =177
NF 74.0 128.3 11767 11420 B74
&) =151 =127 =125 =104 =157
D 2967 4378 4487 4331 T3l
&) =352 =871 =83t =886 =303
DF 3018 3246+ 3363- 35877 3516
5 =543 3473 =378 =253 =351

media = desvio padrdo; p < G005 = (YN NF{*) D x
DE:n=B

Condusdes: Os resultados indicam que 2 misturs PLG
proporcionou reducdo da elevagao da glicemia pds-
prandial podende contribulr para 2 relhoria do esta-
do fsiopatoldgicn do diabetes.

Apoie financeiro: Fapesp {n® processo $7/08105-3)

10,023
MOMEOSTASE GLICEMIC A 04 RATOS DF 6 RAESES £
Y ARG DESNUTRIDOS NGO MDD DA LACTACA
Caldera Filhie, 187 'Pinto, A M. S PCosta, CLL
‘Moura, A5, DCFAB/JERI. TDNANUER]
Objetive: Avalar 3 homeostase ghrdmica em animals
10308 (6 meses ¢ 1 anot desnuindos no initio lactagso.
wMetodos e Resultados: Ralos Wistar com 6 meses
1 ano foram dhadidos em 2iois grupos: grupo contrie
(GO com dista tom 253% de proleing e grupe desnu-
ghdn (GO Cujas maes, durant: o5 10 primeires dias
de laciacac, receberam digla com 0% U proteina,
O protocclos experimentals foram dvididos eme
clampeamenio euglicémico {giicese 10 mesRgmun);
lampeamenio sughi@mice seguido de hiperin-
Brouce insuing 1 67 rmlifKem
atade L—"T!CS!‘E:‘$ ﬁe sangue eminervales regul
a for obude s;ravm de
A28 6 meses & g ghicemiz de mum 1o de
,n,,;re (GO 2 8281 2837 mu/dL (D)
Ants 30 'mums de infusso conunua de choose
{1Dmg/Koiming 5 glicemia plasmatics elevow-te para
2118 2742 mpfdl (G0 218878 2 5.3 (GDY, man-
1zndo-seemtorno de 227 .26 £ 2.65 mo/dL e 151.47
+ 2.5 mg/dl {GC} e (GD) respecivementa. Com 2 in-
fusdo ge insubing {1.67mU/Koimin) 50 minuios apos’
o clampeamento eunicémice # ghicemia plasmatica,
208 30 minuios, encontrava-se reduzids para 18086
3 1115 moLIGDL Com

FaRE 4

3MHDs Lo e

ang 2 glicemiz de jejumn 1o 8
(GC) £ 53,5 = 7.0 mo/dL (B3]

infusac de glicose pare 202,18 13
20026 = 25 mgEl (GD) &m 3" nlar
sgem SS:ESm IL{GT e L8% mo/dt

infusés de insuiing em SC— minuiot 2
glicernia ;:lasmcma a0s 20 minutos, reduriy pare
1987 %112 medl (GC) & (G0} 170.01 £ 5.2 mo/dL.
Conclusio: A desnutrigdo no inido da lsctagan de-
termina aliersgao da homeosiase gicémica awaves da
aumento da sensitifidade 2 insuiing na prole quando
sdulta.
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SENSIBILIDADE A INSULINA EM RATAS LACTANTES
DESNUTRIDAS. Fernandes, P Fimo, AMS Gui-
maraes, £5.; Moura, A.S. (DCFABUERD.

Objetive: Considerando gue o leite de ratas desnu-
tridas no inicio da lactacso induz fithotes com
homeostase glicémica alterada 2 5 agdo da imulina
ests associsda 3 sintese de Jeite. Neste estudo, avalia-
mos as aiteraghes da sensiiikdade & insuling emratas
dasnutridas no inicio da lactagso.

Métodos e Resultados: Estudamos ratas Wistar
lartantes ghadkdas em 4 grupos: 103, alimentadss com
diets 25% de proteina, L8 com 0% de protsing de-
rante o5 oito primeiros dias de factagio. 1C21 e LDZ2Y
respeciivamente com dietas 25% e D% de proteing
durante dez dias de lactagao. Apds a restricio os oru-
pos foram mutrides com dieta 25% de proteina sié o
271= dia de laztagde. No estudo da glicemia de jejum,
do teste de wierdnciz & glicose intravenoso (TTGIVY,
do dampeamento eughiceémico {CE) e o dampeamento
euglicgémico hperinsulinémico (CEH), utilizou-se mé-
todo enzimdlice de dosagesn de glicose, Como resul-
tados, ohservou-se diferenca sigrificative ng glicernia
de jejum no B2 dia (LCR: 1022 mg/dl 21152 108
78.3mgidl 5.3 (n=5 e no 21542 (LC21:85.1 mg/
dl £ 13.7 e D211 102.7 mg/dl & 6.4) {n=5). Apds
infusdc continua de sohugso de giicose na razio de

10 mg/kg/min a glicemia manteve-se dlevada (LCS:

2171 mydl 2390 1D8: 1938 medl & 3. 1Xn=5) e
AC21172 7 moidL = 2.4 ¢ 1D21; 1621 mg/dL £ 3)
{n=3). Com a adigao de insuling (1,67 mUkg/min.),
208 50 minuios 8pos o inicio da infuso, howvs redu-
£a0 da glicemia nos grupos controle, indicando maior
sensibilidade 3 msuling: (LC&: P39 my/dl =213 e
LD8: 126.1 me/dl £ 29) {n=S) e (LCZ1: 56,4 mgidl =
5.4 81021 112.5 me/dt & 9.8} {n=fk). .
Conglusdes: Os resuliados indicam que 2 dessuir-
£80 N2 initio da latiagao induz diminuicio da sensibi-
hdate periténca & msubing naslarianies
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whEtodes o resultados: Foram utlizedos rats Wit
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Mco 2' B mibd é:' ;nc::se ’*u'ar‘e

e m.nu«cs & apos esie p°r10d~ POVAETISNS D
52 5 soiucse inicial com 2.8 mid gluzese (GUT. An-
wyting secreiade foi coietada no perfusats (imdming
e posteriorments dosada pelo métods de radicmu-
noensaio por duplo anticorpo. Com;ar@ s g 2fzito
‘*9 7 com iihotas ,,er‘m idas : i a‘:‘-bn:e om
£ eeme,

i ’azor.as
(Gi5.8) Q8 fesuéta
nED O
crecdo ge insull
muim.} comparavel & eslimulefio no g
(11.982 3.4 ng/m¥30main.)
Conclusio: Os resubiades supsrem §
eisitn esumulalinio sobre 2 se:ra:::: cia i= ;
Appio financeiror FAPERI & TNPG.
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BALANCO ENZRGETICG DE RATAS

NMES. Yamada, R**, Griggio, MAL Lz LD
manio de Fsigiogia, Universidade Feders da Sac Peuio.
Objetivos: A pestagEo alizra gversos pEramsircs do
bslanco energético. O disberee maliitus sflets o meta-
bolisme dos principais nuirigntes do organisme ani-
tnial. O ohjetivo daste estutio foi o de verificar o eleito
do diabetes meliitus no balango energético de raias
gestantes e Ndo gesiantes.

Métodos e Resuladas: Foram utifizados 4 grupos
de ratas Wisiar EPM-1: nao gestantes comrple (INGC),
gestantes comirole {(C), nao gestanies dizbéticas
(NGD) e gestantes diabéticas (GD}. O dishetes foi in-
duzido por injecao intraperitonial de Jtreplozoicting
(65 mg/kg) em dose dnica. Nas primeiras 48 horas
a5 3 injecso, os animals receberam soluggo glicosada
cizrecics nas doses de 2,5% e 5.0%. Apos esse peri-
odo. 05 animais receberam insuling de forma a man-
1er yma glicemia de no minime 250 mg/dl. No dad-
o quinto dia 5p0s 4 injecio as retas foram separadas
2 gestantes e ndo gestanies. No 21° dia (omespon-
dante ao periodo de yestagso, o5 animais foram sa
crficados & suas Careacss, fezes e urina foram prepa-
rados para andlise energetica em calorimelrn
adiahatico. Os valores de gasto energstico {GT), gan-
ho de energia (GN) e energia metabolizavel (EM) das
ratas estso na tabela abaixo como meédiasdSEMi e o
vaior de N entre parénteses. Para cada parametro, va-
fores com letras diferentes sho significativamente di-
ferentes (peD,05) ANQVA, seguida g teste de Tukey.-

DIARETIZAS BRE.

nare.

NGCBr GO NGD{F GO =)
GT (k3 35372176 4194:138% 5$2362330° 527722700
GM k) ZBLxESC 105821277 -22T7E
EM (I} 37755158 53B1a177r afE2=63:F

Conclui-se que o diabetes lavoy 3 um2 redutdo
sgnificanie no ganho de energia em relagsn 205 anis
mats nao diabsticos. Fusa aherageo decorre de uma ten-
dEncia 3 UM maior gasto energlito (oM © MAFT0 ni-
el gl ingestao almentar apresentads Dor #5523 Brimais.
Apoic Financeiror Universidade de Mogi das Cruzes
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1 Simpésic Miguel Covian

RESTRICAC PROTEICA TRATADQOS COM ALOXANA. Prade,

A% Luciano. F.™2 Camszire, B 3.2 Boschers™, A C.. Mello, ML A R
“Dep. de Fisiologia e Biofisica, [B. UNICAMP. Campinas: ~Dep. de Ed.
Fisica. 1B, UNESP, Rio Claro, SP, Brasil.

Objetive: A desnutrigio infantil pode induzir o dizbetes em 2dultos, pois
afeta a secregZo de insulina consequentemente o metabolismo de
carboidrates. Por outro lado estudos com ratos mostraram que 2 desnuiricao
protéica pode atenuar a manifestagio do diabetes experimental. No presenie
trabzlho estudamos os efeitos da ingestdo de dieta hipoprotéica e da
administragio de aloxana sobre o metabolismo glicidico de ratos.
Métodos: Foram utilizados ratos Wistar (21 dias), separados em 2 grupes,
de acordo com z dieta; gontroles {C)- normoprotéica (17%) e desnutnido
{I)- hipoprotéica (6%). Ao final de 60 dias de ingestdo da dista, o8 animais
receberam injecdo de zloxana (40mg/kg.i.v.) para indugdo de diabetes.
Foram avaliados glicemia e insulinemia basais, incidéncia de diabetes
{glicernia > 250 mg/dl), insulina do pancreas e drea de Glicose (4G) e drea
de Insulina (ATL) sob as curvas de glicose e insulina durante tesie de tolerdncia
a glicose oral.

Resultados: A glicemia foi menor no grupo D (106,6 £5.86) que no grupo
C(351.6+49,7 mg/dl) e a insulinemia ndo diferiu entre os grupos (C= 0,80
£0,10; D=1.05 £ 0,12 ng/ml). A incidéncia de diabetes foi maior no grupo
C (84.6%) do gue no grupe D (25%). A insulina do pancreas foi maior no
grupo D (36,52 =+ 11,88) do que no grupo C (12,05 £4,65 ng/mL). A AG
ap6s administracio de aloxana foi maior no grupo C(41889,9+9264) do
que no grupo ID(17858,2:2974,5 mmoV/1./120 min.), nZo havendo diferenca
significativa entre os Al de ambos os grupos (C=83,3113,6 e D=78,4%19.1
mrmol/L/120 min.).

Conclus3o: Estes resuliados sugerem que a desnutricgo protéica atenuou
os efeitos da aloxana sobre o metabolismo glicidico dos anirnais.

METABOLISMO GLICIDICO EM RATOS SUBMETIDOS A
Fl

Apoio Financeiro: FAPESP/CNPq
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wmétodos e Resultados: Batos Wistar machos
neonalos tratados ©ON NaCi0.8%(C) ou aloxanal(40mg/
Kgp.c)mno2® (20) e 5° (5D} dias de vida mediante inje-
cao unica i.p. de Nall ou aloxana apés 8 horas de pri-
vagho shmenar, foram submeiidos, na 10° sem. pes
inegio , 8o teste 18 soleranciz a glicese {TTG, 50mg /
1G0gD.c) sob anestiesia com pentobarbital sadico {50mg/
Kg p.c.) bg. apss § horas de jejum. As amasiras
coletadas de sangus Yenoso sugular para glicernia {G) &
insulinemia {1} 208 0.5,15,30 g 60 min revelaram um
cglicit na resposia pancredtica & scbrecarge de glisose
svaliado pelo indice AlAL tvariagio de isobre & vana-
chode Eino imervalo de o-5min{D.1=0.01 n=8 para AN
0.07 £02 n=13 para 5D e 0.18x 0.04 n=11, pard (O
p<0.05). A relacio /G das Arems sob a curva do gnupo
50 (0.14= 0.03 n=13) foi inferior 3s dos grupes ©
(0.37=0.08 n=11, p<0.01) e grupe 20 {0.332 0.03 n=8,
p<0.08}). nNo sacrificio {12° sem), coletaram-se amos- '
sras de sangue venosoc par’ i, G e triglicérides 7 A
relaggo VG dos gruipes 20 {0.10820.012 n=13 ,p<0.05}
e 50{0.092=0.008 m=t3,0<0.01 e oteor pancredtico de
Horam inferores 2011 420.153mide Ymgde protiotais
n=14, p<D.05; & =0, 0.882 017 n=5, p<inil} 208 oo
arupo C (UG, 6.1 52.0.022 n=10, | pancr., 1.75=0.2 =7}
e T foi supsrior (20 150 .2+5.0mgidl n=6 p<0.L5 & 50
,113.6:6.5mg/’d1_ n=13, p<0.01) em relacBo 2 ©
(74.7 =mg/dL n=7} conciisbes: A homeosiase glicidica
soi prejudicada pelo traiamento neonztal com aloxana,
com déficit permanente da secregio e do contelide pan-
creatico de insulina. )
Apoio fAnanceiro: CNPg e FAFESP
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AGAO DIABETOGENICA DA ALOXANA EM BATOS
SUBMETIDOS A DESNUTRICAC PROTEICA.

Prada F.J. A7, Lugiano, E.%, Cameiro, E. M., Meflo,
M A RE TDep. de Fisiclogia, 1B, UNICAMF, Campi-
nas; 2Dep. de Ed. Fisice, 1B, UNESP, Rio Claro, SF,

Brasil.

A desnutriggo infantit pode induzir o disbetes em
adultos, pois afeta a secregic de insulina ¢ metabo-
femo de carboidratos. Por outro lado estudos com rates
mostraram gue a desnutrigho protéica pode atenuar a
manifestagio do diabetes experimental. O presente ira-
palhc visa amphar o conhecimento sobre 08 efeitos da
ingestio de dieta hipoprotéica scbre & acio
diabetogénica da aloxana, em ratos, Foram utilizados
ratos Wistar (21 dias), separados em 2 grupos, de acor-
do com a dieta: controjes (G- notmoprotéica (17%) e
desnutridos (D)~ hipoprotéica (§%). Ao final de B0 dias
de ingestao da dieta, 08 snimais receberam injegao de
aloxana (40mg/kg.iv.) par indugo do digbetes. Foram
avalindos ganho de pesc corporal, glicermnia e insulinemia
basais, ingesido hidrica e alimentar, incidéncia de dia-

hetes (glicemia > 280 mg/dl}, & insulina do pancreas. -

rouve ganho de peso no Grupo D (7,21 £ 2,68 mas
nacnogrupo O, A ghicemia tol menor no grupo {1068

f—} 5,§5) que no grupo C (351 6+ 497 mo/dl) & 2
insulinemia nao diferiu entre os grupos (C= 0,80+ 0,10

D= 108+ 0,12 ng/mi} A ingesi@o hidrica ipi maior o
grupe C {1168 % 447 do gue no grupoe D810 %147
mivkg}, assim como a simentar (C= 95,42 44,1, D= 47,2
+ 18,9 g/kg). A insuiina do pancreas foi maior no grupe
D (35,52 = 11,88) doque o grupo C {12,056 % 485 ng/
mi). A incidéncia de gizhetes ol mator no grupoe c
{B4 5%} do gue no gnpod 0 (25%). Estes resuliados
sugerem que a desnuiniclo atenuou @ sevendade do
dizbetles induzido pela aloxana nos animais.
Apsio Financelro: EAPESP/ONPG
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?RANS_FEREMC!A oE ACIDOS GRAXOS ENTRE
MACROFAGOS E ILHOTAS DE LANGERHANS EM
CULTURA. -

Garciz Jr, J. R, Cur, A Carpinell, A. £, Lab. de
Secrepdo de Insuling @ Lab. de Fisiologia Celular, Deap.
de Figiologia = Biofisica, instityto de Cigncias Biomédi-
ces, USFE

O processo de secrecho de insuling, estimuiado D
sipatmente pela glicose, pode &7 ~odulado por 2cidos
graxes priginados da circylacie € também por oUlros
iipides sintetizados apés & incorporagao dos acidos
graxos pelas ihotas, Outra possibiidade & de gue céiu-
‘2 circulantes comoe macrofagos e finfocitos transiiram
os lipides para &s iihotas, j& que tais células apresen-
tam capacidade de incorporacao, sintese e exponacao
ge lipides quando srantidas em cultura. A transferéncia
de lipides incorporados &m macrafages para infécitos
co-cuitivados tem sido observada. Desse modo, © obje-
five deste estudo fai verificar & possibiidade de uma
sonte alternativa de lipides para as jinotas, envolvendo

a fransferdncia de acidos graxos previamenie ncormpo-

&«

rados por macrolagos, pard iihotas de Langerhans co-
culfivadas.

Métodos: Foram utilizadas ihotas de Langerhans
macréfagos periioneais de ratos albinos adultos. As
iihotes foram obtidas pelo método da colagenase &
cultivadas em meio RPM! suplementagdo com antipidt-
cns e soro bovino de recém nascido. Os macréfages
toram lavados em saling, ressUSpEnses e cultivados em
meio essencial minimo de Eagle supiementado €om
antibidticos e sore bovino fetal. Os écidos [U-+Cl-
palmitico, {1-24Cl-olgico, {1-»*Cl-inoiéico & [1-Cl-
araquiddnico foram adicionados separadamente 20 meio
de cultive no qual os macréfagos permaneceram du-
rante Bh. Entao, {0 retirado o meio radioativo, adiciona-
do o meio RPMI e asiihotas para periodos de co-culitve
de 3 e B horas, Apés separagho, macroiagos, ilhotas &
meio foram submetidos 2 extragio fipfdica. Os lipides
foram fracionados usando cromatografia de camada
deigada e a radicetividade de cada banda foi contada.

Resultados: Ente os 4cidos graxos utilizados, o que
propercionou maior ransferéncia de radipatividade para
as iihotas foi o dcido araquiddnico, tanto no periodo de
3k (71,27pmoli10® macréfagos/500 Hhotas) como ne
periodo de B (36,07 prmol/10° macrétagos/500 iinotas).
A ragioatividade transferida a partir dos &cidos graxos
cancentrou-se principalmente nos ostolipides, vanan-
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el EFEITO DA ATIVIDADE FISICA SOBRE A CONCENTRACAQ DE

COLESTEROL DA GLANDULA ADRENAL DE RATOS
e TREINADOS E SEDENTARIOS. Azevedo, J.R.M; 'Cozzani, M.V,
wld *Prada, F.J.A; Santos, J.W,;'Sibuya, C.Y.; 'Depto de Educacio Fisica,

ﬂ 1.B.. UNESP, Rio Claro, SP; *Depto. de Fisiclogia e Biofisica, 1.B.,
UNICAMP, Campinas, SP.
ﬂ Este trabalho fol realizado com obijetive de avaliar o efeito da atividade
fisica com sobrecarga sobre o contelido de colesterol da adrenal de ratos
ﬂ Wistar, machos, 60 dias no inicio-do experimento. Em fun¢o do treinamento
‘. (45 dias de natagdo com adgua a 32+1°C, 60 min/dia com carga de 8% do
p.c), os ratos foram divididos em dois grupos: Treinados ~Te Sedentdrios
- 8. Em funcdo do exercicio agudo, foram redivididos em quatro grupos:
treinados-agudo - TA; Treinados-repouso - TR: Sedentdrios-agudo - 5A;
Sedentarios-repouso - SR. Imediatamente apéds ¢ sacrificio, foram extraidas
‘ as adrenais & o colesterol foi analisado pelo método enzimaético
‘ fespectrofotometria, A= 505 nm). Os resultados expressos como média e
‘desvio padric foram os seguintes: TA [2,81 £ 0,41 (n=8)]; TR [3,81 £ 0,59
(n=9)]: SA [3.97% 1,08 (n=10)]; SR [3,35 £ 0,54mg/100mg]. As diferengas
significativas observadas entre 0s grupos (P<0,05, “test t-student”™), levou-
: nos a seguinte conclusio: Deplegao de colesterol no grupo TA em relagao
@ :0 grupo TR, sugerindo, neste estudo, modificagSes no metabolismo do
o) colesterol em resposta 20 exercicio agudo, que estariam sendo requeridas,
‘ provavelmente, pelo aumento da sintese de hormbnios corticais, emresposta

ao treinamento.

3

‘ Apoic financeiro: FUNDUNESP.

21221322311



Pe0OCGEQREOLOTIQTQQOCQC




et O WIMOT 8T FSIEC80 AUS Lliniaws.

Conclusio: Fsies resuitados iniciais demonstram
um aumeno do grau de fosforilago da pp185 e do iR,
sugerindo gue hajam substancias secretadas pelo W-
mor gue modulam as elapas incials da agao insulimica
em tecides alvo.

Apoio financeiro: FAEP
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CARACTERIZACAD DAS ETAPAS INICIAIS DA ACAO
INSULINICA BEM TUMOR DE WALKER 2586 INOTCULA-
Do EW RATOS.

TEortoleto Jr A FPelivioni Fo H°, "Carnpanholi 4A”,
2mieri O, 'Carvalho CROT, *Saad MJA, *Brenell SL.
‘Depto Clinica Medica & *Deplo Tocoginecoiogia, FMC,
UNICAMP, Campinzs.

Orbjetive: Otumor de Walker 256 s2 desenvolve bem
em ratos Wistar machos levando-0s 2 CaguUEeXia e mor-
t1e. & varas evidéncias demonstrande gue a insuling
induz 2 involugie destes indoulcs. Diarte disto, o obje-
sive dieste vrabaino é avaliar & presenca das prolelnas
responséveis peias elapas inicials da aglo insulinica
no tecido tumorai inoculado nos ratos.

Mistodos o resultedos: Amostras do tumor foram
retirmdos antes & 2pos 2 minutos da infusio de Sug de
insulina na vela porta. Apds a homogensizagao ¢
cenirifugagdo oS sobrenadantes foram
imunoprecipitados com anlicorpos anti-receptor dz in-
suling e anti-IRS-1, e submetidos a "immiinobloting” com
anticorpo antifosfotiresina. Foram ocbervados aumento
do grau de fosforitagio do receptor de insulinz e do IRS-
1 apds estimule insulinico. '

Conclusdo: Estes resuftados niciais demonstram
a presenga do receptor de insuling & <e sgu maior
substrato, IRS-1, no tecide tumoral, sugerinde gue te-
nham umm papel no mecanismo molecular do desenvol
vimenic deste tumor

Apoic financeiro: FAEP
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EFEITO DA UREMIA SOBRE AS ETAPAS INICIAIS DA
SINALIZACAO DA INSULINA EM FicADD E mUsCU-
LO DE RATOS.

S.L. Breneli, L Maeda, C.R.O. Carvaific, MJA Saad
- Departarnento de Clinica Médica, FOM, UNICAMP,
Campinzs, SP.

A insulina estimula a atividade tirosina quinase do
seu receplor, resultande na fosforitagio do seu substrato
(iRS-1} ¢ da proteina She. O IRSA fosiorilado associa-
se e afiva a Pl 3-quinase resuliando na captagio de
glicose.. Alteragbes nesses passos esilo relacionadas
comn resisténeia 2 insulina. Demonstra-se que a wemia
também esi2 associada 3 resisténcia & insulina, entre-

LEAT I5TF v 4§ S AAY A0S 1 SR 70 3 e am s o ar ww r ro
B T

s3o conhecidos. O objetive dests estudo ol investg
os eleilos da uremia sobre & fosfodiagio de recapierb
ingulina e de sew subsirsio, da fosforilagio da proted
She e da associacio IRS-1/P! 3quinase em ligade
mosculo de ratos, através da imunoprecipiagie
immunobletting com anti corpe anti receptor de ins
na, anti- IRS-1, anti-She, anti fosfotirosina e anti-P
guinase.

Nossos resuliades mostraram um aumento ne af
de receptor de insulina em misculo & Higado dos ra
urémicos. Apds a estimulagdc com insuling , esses
ios demonstreram aumento na fosforilagBo do recep
de insuling, do IRS-1 e da proteina She nos 4ois i
dos. Por sua vez, & associagio IRS-V/PI 3-quinz
demostrou-se aumeniada em tecide muscular |
rém diminuida em tecido hepatico. Em conclusic
resisidncia insuiinica neste modele animal & asst
ada com um aumentio da fostorilagio do receptor
insulina, IRS-1 & She em ambos os tecidos. No 1
do, a diminuigio da associaclo IRS-1/P1 3-guin
pode ter um papel na resisténcia insulinica de
animals, mas em misculos 8 reduco da ag
insulinica ¢ provavelmente distal & fosforilag@c
IRS-1 e do Bhe.

052

EREITC DA SUPLEMENTACAQ DE A$COREATO
TAMINA €} ASSOCIADA AD EXERCICIO DE NA
CAOC SOBRE © NIVEL DE LACTATO E CORTE
PLASMATICOS DE COBAIAS. ’

Prada', EJ.A.; Neiva’, C.M.; Azevedc?, J AN
Gallan®, M.C.B.J.; Santos®, 5. A. 'Depto. Fisiolog
Biofisica, 15, UNICAMF, Campinas, SF; 2Depto. de i
cacdo Fisica, 1B, Rio Claro, SF; IEMBRARA, Corur
1S *Faculdades de Ciéncias Médicas (FOM, UNIC#
Campinas, SF.

Neste trabatho avaliou-se a concentragio de coi
¢ de laciato plasmaticos de cobaias exercitadi
suplementadas craimente com ascorbate.{® Redo
50 mg/Kg/p.c.). Cobalas (Cavia porcellus) iemeas
vens, pesando iniciaimente 300 & 42g foram distr
das em quatro grupos: Hipervitarninicas exercitadas
Hipervitaminicas em repouso! HR; Normais exercile
NE: Normais em repouso: NR. C exercicio fisico {45
de natacio, 30 min/dia) {oi realizado num tangue
4gua aquecida a 32:1°C. O cortisol determinadt
radioimunoenssaio e o lactato pelo mé!
sletroguimico forneceram estes resultados: Cor
HE [(n=8) 8,08 ¢ 3,55]; HR [{n=6} 2,38 1,01}
[{n=6) 10,68 = 2,80} NR [{n=6) 3,72 = 1,72
100mL]. Lactate: HE [(n=7) 7,04 = 2,87} HR i
1,57 + 1,02%; NE [(n=8) 5,02 £ 2,07} NR [{n=5}
+ 0,67mM]. A partir das diferencas significativai
servadas entre os subgrupos (P<0,05) pbde-se
gar 4s seguintes conclusdes: O aumenio da cor
tragio de cortisol parece ter sido inf!uenciad_o
nas pelo exercicio fisico & 0 aumento do niv:
lactaio pelo exercicio e suplementagao vitami




sugerinde & imerferéacia metabdlica do ascorbatlo
wom relagio 2 este produto energelico.
Apoio fingnceiro: FUNDUNESF
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EFEITO DA ADRMINISTRACAD DE ASCORBATO AS-
SOCIADA A ATIVIDADE FISICA SOBRE A CONCEN-
TRACAC DE GLICOGENIO HEPATICO EM RATOS
EXERCITADDS

‘irate, A.; *FPrads, FJ A, “Asdrectti, R 'Sibuya,
C.Y.: Moraes, MLA; Azevedo JAM. "Depic de Educa-
cac Fisior, 1.8., (INESP Rio Clara, SF; 2Deplo. de Fisi-

SEMBRAPA, Campo Grande, MS.

deliberadamente grandes doses de vitamina C com o
intuito de methorar o rendimento {isico. Este trabatho foi
realizado com obietivo de avaliar oo efeitos dessa vita-
mina associzda & stividade fisica sobre o contello de
slicogénio hepatico de ratos Wisar, mzchos, 80 dias
no inicic do expenmaento. Em fungBo dotreinamento {45
gias de natacho com gua aguecide a 32=1°C, 80 min/
dia com sobrecarga oz 8% do p.¢) ¢ da administragao
da suplementacgio intragasirca de zscorbato
(©Redoxon 50 maKop. ¢, 08 zrimels foram divididos
em quatro grupos: treinados-viteminades - TV, seden-
iros-vitaminados - SY; freinadosriormais - TN, seden-
sarios-hormais - SN. imediatamerte apds ¢ sacrificio,
foram extraidos fragmentos de tecido hepélico e o
glicogénio foi analisado no espegrofotdmetro. Os re-
sultados expressos como média e desvio padrao foram
os seguintes: Gligogénio: TV [8,04 = 1,54 (n=10)]; SV
[5,38+ 1,11 (n=10)}; TN {6,428 2,38 (n=10)}; SN [5,25 &
1,33mg/100mg (n=10)]. As diferergas significativas ob-
servadas entre os grupos (P<0,05, "est t-student”) levou-
nos & seguinte concluso: Houve um consideravel au-
" mento do glicogénio hepatico no grupe TV em refagio
aos grupos TN e SVY, sugerindo a influéneia conjugada do
yreinaments ¢ da suplementacdc vitaminica sobre ao
: metabolismo deste substrate energéiice.
" Apolo financeire: FUNDUNESP.
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ALTERACOES NA EXPRESSAO DE RNAS MENSA-
GEIROS DE COMPONENTES DO SISTEMA
PROTEOLITICO DEPENDENTE DE ATP E
UBIQUITINA EM MUSCULOS DE COELHOS APOS
DIFERENTES PERIODOS DE DEFICIENCIA
INSULINICA. .
C B A Fvangelisty', V. D, Galbar?, A. H. Migliorini 2
.ar?d i,_ C. Kettelhu® - 'Departamento de Ciéncias
Bisloggcas - ICER - UFOR, 35400-000 Curo Preto - 3G
and*Departamento de Bicguitmica - FMRP-USF, 14049-
.. 800 Ribgiric Preto - 5P
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ologia e Biofisica, 1.B., UNICAMF, Campinas, s5F;

Atualmente stieias e esporiistas iém usada

Verficamos anjeriormente que a prolediise depen-
dents de ATP = ubiguitina {Ub) em exiratos musculares
soffe afteracBes conforme © tempo decorrido desde 2
inducio do diabetes aloxénico em costhos machos pe-
sando em tomo de 2 kg, sendo mals elevada (ald 11 3%,
rejativamente aos controles, apés 3 e 5 dias desde a
administracio de aloxana e mals baixa {48%} em rela-
¢Ao 205 comroles, apés 15 dias, Nesis trabaiho, procu-
rarnos estudar , em misculo esguelético de coelhing, 8
expressiodos RkAs mensageiros de tres componen-
tes dessa via proteslitica: Ub, a subunidade C2 do
proisassoma e a enzima conjugadora de Ub (E2-14
kDa), 2 im de verfficar se esta sofre alteraghes com 0
diabetes e sua duragho, comnc oooite com & atividade
profeniitica.

Wétodos: Mosculos psoas de coelhos controles, d-
abéticos {por adrministrac3o intravenosa de aloxana :
118 my/kg de pese corporal em 4 mide salina} por S e
15 dias, bem come de coethos diabéticos iratados com
injegoes subcutineas didrizs de insulina suina (5 Ulkg
de peso corporal) foram removidos (apds sacrificic dos
animais com ster etifico), rapidamente congelades em
nitrogénie liquide e homogeneizades com Tri-Reagent
{Molecular Res. Center inc.) para exiragio de RNA -
tal. Em seguidz, foram feitas eletroforeses em géls de
agarose 8 1%, contendo formaldeido 0.2M. Os BMNAs
foram entBo transferidos para membranas de Nylon e
hibridizadas a 85°C com sondas de cDNAs (de Ub, C2-
proteassoma e E2- 14 kDa) marcadas com ¥, prepa-
radas pelo método *random primer” . Apds lavagem, as
membranas foram expostas & fiime X-OMAT para
autorradiografia A guantificagéo foi feita por
densiiometria das bandas obtidas.

Resultados: Obtivernos um aumenio na expressio
dos tres RNAs mensageiros (427% para Ub, 171% para
C2 e 370% para E2, em relagio aos controles) apos 5
dias de disbetes e uma redugdo subseqlente na ex-
pressfo dos ires componentes (-27% para Ub, -18%
para C2 e 40% para E2, relativamente aos controles). ©
tratamente dos coelhos com insulina reverteu a expres-
s30 dos tres RNAs para valores semelhantes aos con-
troles.

Conciusées: Estes resultados se correlacionam
com o periil temporal das atividades proteoliticas, indi-
cando gue & atividade dependente de ATP e ubiguitina
sofre regulagio transericional, participando de umz res-
posta adaptativa & situacio de deficiéncia crbnica de
insulina.

Auxilio financeiro: FAPESP, CAPES (FICDT), CNPg
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ATIVIDADE DAS ENZIMAS GLICOSE-6-FOSFATO-
DESIDROGENASE, ENZIMA MALICA E ATP-CITRATO-
LIASENOTECIDO ADIPOSO DE RATOS ADAPTADOS
A DIETA HIPERPROTEICA {HP).

Brito, 5. M. B C.™, Mourg, M. A™. F,, Kawashita™,
N. H., Gardfalo, M. A R.; Kettethut, 1. C., Migliorini, B.
H., Depanamento de Bioguimica, FMRP-USP.
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