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Resumo

A desnutricdo ainda € um problema de saude puflieaafeta principalmente paises
em desenvolvimento e sua prevaléncia chega aesernte em algumas areas. Varios estudos
obtiveram éxito em correlacionar a ma nutricdo estAgios iniciais de vida com o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares etdgbpo 2 na vida adulta. No modelo de
desnutricdo p0s desmame verifica-se menor secr@gdosulina estimulada por glicose e
outros agentes insulinotropicos bem como menoresgdio de varias proteinas envolvidas
com a funcionalidade da célufa Estudos realizados por nosso grupo e outros dédmors
mostram que a suplementacdo de camundongos comat@wmenta a secrecao de insulina
além de regular o influxo de fons Caara as célulag, etapa crucial para o processo
secretorio. Para avaliar os efeitos da taurinaesabimais desnutridos, utilizamos ratos wistar,
machos com 21 dias de vida. Os animais receberata diontendo 17% de proteina
(normoprotéica) (C) ou 6% de proteina (hipoprodéi(@). Animais C e D receberam
suplementacdo com taurina a 2,5% na agua de beb&0pdias (CT30 e DT30) ou 90 dias
(CT90 e DT90). Em seguida avaliamos parametros dtigcos e bioquimicos, tolerancia a
glicose, secrecdo de insulina estimulada por glicespelo agonista colinérgico carbacol,
expressdo de proteinas envolvidas no controle deecg® de insulina e, finalmente,
registramos os movimentos citoplasmaticos de fosS @p6s estimulo com glicose e
carbacol. Verificamos que a restricdo protéicardeta o crescimento dos animais além de
reduzir a concentracdo plasméatica de proteinass t(fa= 6,81+0,04; CT30 = 7,15+0,54;
CT90 = 6,87+0,19; D = 5,35+0,24; DT30 = 5,37+0,28/90 = 5,70+0,09 g/dl; n = 3-5) e
albumina (C = 3,20+0,11; CT30 = 3,41+0,02; CT90,%830,05; D = 2,74+0,07; DT30 =
2,49+0,09; DT90 = 2,67+0,04 g/dl; n = 5-9) sem tefala suplementacdo com taurina. Os
animais D se mostraram mais tolerantes a glicassuglementacdo com taurina por 90 dias
restaurou parcialmente a tolerancia desses anii@ass 30249+2682; CT30 = 37255+6691;
CT90 = 29365+2257; D = 16916+1609; DT30 = 18791285190 = 23425+3856 AAC; n =
5-9). Nesse trabalho mostramos que a suplementagédaurina corrige a hipoinsulinemia
verificada em animais desnutridos alimentados (@,97+0,34; CT90 = 3,56+0,52; D =
1,39+0,10; DT90 = 3,31+0,70 ng/ml; n = 5-8) bem oomresponsividade de ilhotas isoladas

a concentracdes crescentes de glicose. Verificéanasém que a taurina normaliza a secregéo
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de insulina potencializada pelo carbacol (C = 0,8+CT90 = 12,48,7; D = 6,40,5; DT90 =
940,7 ng/ml; n = 12). As respostas secretorias favaservadas em conjunto com a regulagéo
da expressao das proteinas SERCA3 (C = 200€T90 = 174%17; D =9690; DT90 =
149+11 % do C; n = 6), receptor muscarinico M3 (C =80 CT90 = 15580; D = 514.0;
DT90 = 10844 % do C; n =5) e sintaxina 1 (C = 180+ CT90 = 9240; D = 504.2; DT90

= 77+11 % do C; n = 5) que participam do controle derdifites etapas do processo de
secrecdo de insulina. Por fim, verificamos que plesnentacdo com taurina melhorou o
padrdo de oscilacdo de fons?Cap6s estimulo com glicose. Concluimos entdo que a
suplementacdo com taurina por 90 dias restauransibfielade das ilhotas a glicose e ao
carbacol possivelmente pela regulacdo do fluxoaeia para as célulg® bem como pela

modulacéo da expresséo de proteinas que contropaotesso de secrecdo de insulina.
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Abstract

Malnutrition still is a public health issue, espdly in developing countries.
Many studies correlate malnourishment during edifiy and the development of
cardiovascular disease and type 2 Diabetes Meltitusatter stages. Animal models of
malnutrition reveal impaired insulin secretion stlated by glucose and other
insulinotropic agents as well as lower expressibkey proteins fo3 cell function. The
literature shows that taurine supplementation em@e insulin secretion and regulates
calcium dynamics of cells. Male, 21 days old, wistar rats received dantaining 17%
(C) or 6% (D) of protein. Both groups received taersupplementation on the drinking
water for 30 (CT 30 and DT 30) and 90 (CT90 and ¥ days. Next we assessed
biometric and biochemical parameters, glucose dals, glucose and carbachol-
stimulated insulin secretion, protein expression ofuscarinic M3 receptor,
Phospholipase 2, SERCA3, Syntaxin 1 and, finally, we registergtbplasmic C&"
after stimulus with glucose and carbachol. Proteistricted rats showed lower body
weight, plasma proteins (C = 6,81+0,04; CT30 = ¥Q154; CT90 = 6,87+0,19; D =
5,3510,24; DT30 = 5,37+0,28; DT90 = 5,70+0,09 gfdk 3-5), albumin (C = 3,20+0,11;
CT30 = 3,41+0,02; CT90 = 3,18%0,05; D = 2,74+0,030 = 2,49+0,09; DT90 =
2,671£0,04 g/dl; n = 5-9) and increased glucoserdolee (C = 30249+2682; CT30 =
3725526691; CT90 = 29365+2257; D = 16916+1609; DR3Q@8791+2859; DT90 =
2342513856 AUC; n = 5-9). Taurine supplementati@ua mo effect upon nutritional
status parameters and partially restored glucdseatoce and insulinemia to C levels.
Taurine increased secretory response to glucosecamrwhchol (C = 9,4%8; CT90 =
12,440,7; D = 6,40,5; DT90 = 96,7 ng/ml; n = 12). It also increased protein ezpi@n
of M3 receptor (C = 10@@4; CT90 = 15580; D = 5140; DT90 = 10814 % of C; n =
5), SERCA 3 (C = 100*1; CT90 = 17417; D =9690; DT90 = 14911 % of C; n = 6)
and syntaxin 1 (C = 1038; CT90 = 9240; D = 5042; DT90 = 7741 % of C; n = 5).
Finally, taurine supplementation for 90 days img@\C&" dynamics when the islets
were stimulated with glucose. In conclusion, thedata show that taurine
supplementation restores secretory responsivereggutose and carbachol possibly
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through C&" dynamics modulation and increased expression ypfpketeins for insulin

secretion.
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1. Introducéo
1.1 Secrecéo de insulina

O péancreas enddcrino é uma glandula Unica, compostquatro principais tipos
de células distribuidas por toda a porcédo exoOcissas células estdo agregadas em
“‘ilhas” denominadas ilhotas de Langerhans. S&olmgerde ovais e a distribuicdo das
células enddcrinas dentro de uma ilhota é simigamaioria dos mamiferq&ulkarni,
2004) Cada ilhota consiste de um aglomerado central éofialle célulagd com um
manto de células e/oud ou um manto de células e PP. Estima-se que humanos
adultos tenham aproximadamente 2 milhdes de iIn@#sdo peso do pancreas). Em
roedores cada ilhota é composta por 2.000 a 480@as, das quais 70 a 80% sao células
B, produtoras de insulina, 5% sédo céldaprodutoras de somatostatina, e 15 a 20% séo
célulasa produtoras de glucagon ou células PP, produt@amlipeptideo pancreatico, a
depender da localizacdo no pancrgai, 1985)

A secrecédo de insulina estimulada por glicosears& com o reconhecimento e
subsequente metabolismo do nutriente pelas cfulgsrando um ou diversos sinais que
levam a reducdo da condutancia ao potassid (K diminuicdo da condutancia ao K
provoca um acumulo relativo do referido cation maulas B, com consequente
despolarizacdo da membrana e abertura dos cane#goite (Cd") sensiveis a voltagem.

O influxo de C4&" e o consequente aumento da concentracdo dé ifsacelular
([C&®"i) ativa a maquinaria exocitética, resultando merecéo de insulingAshcroft et
al., 1994)

Apbs sua sintese no reticulo endoplasmatico, agaulals de insulina sofrem
modificacbes adicionais, como remoc¢do do peptidee €40 estocadas em vesiculas
para posterior liberagdo por exocitose. A liberad®és granulos de insulina € um
processo bastante regulado e envolve a acdo orageeste varias classes de proteinas.
Dentre elas, estdo as proteinas de fusdo senaiheistimaleimida (NFS), as proteinas
soluveis ligantes a NFS (SNAP), os receptores dAFSIENARE) e as proteinas com
atividade GTPase da familia R@orsman & Renstrom, 2003)



A familia SNARE pode ser subdividida em t-SNARE-8NARE. As proteinas
t-SNARE, representadas principalmente pela SintagiisNAP-25, se situam na porcao
da membrana plasmatica onde o granulo de insudirafasionado. A VAMP, também
conhecida como sinaptobrevina, € uma v-SNARE queneentra inserida na membrana
do granulo de insulina. Durante o processo de wseias t-SNARE e v-SNARE se
encontram formando um complexo heterotetramérictecido como trans-SNARE. A
formacdo desse complexo aproxima o granulo deiiressdl membrana plasmatica-alvo
por meio de movimentos que se assemelham ao feak@he um ziper, gerando a forca
necessaria para que o granulo entre em contato aconembrana plasmética até o
momento da fusdo entre as duas membrgdudhof & Rothman, 2009)

A liberacdo dos granulos de insulina deve ser feram regulada para que nao
haja secrecdo desse hormonio em momentos em quejadoecessidade. Sabe-se que o
influxo de C&" por canais dependentes de voltagem constitui ithgapara que os
granulos sejam secretados. Dessa forma, proteémasafinidade de ligacéo pelo €a
acoplam o influxo desse ion com a liberacdo dasudpé de insulina. A sinaptotagmina
€ uma proteina com 15 isoformas ja descritas gssupaois dominios de ligacdo ao
Ca* (C2A e C2B), sendo a principal candidata a sededZ&" para o processo de fuséo
vesicular. Quando o Gaentra na célula, ele se liga & sinaptotagmina quespa vez
reverte a acao inibidora de outras proteinas rdgtda que se encontravam associadas
ao complexo trans-SNARE, permitido que o processfudao se comple{&udhof &
Rothman, 2009) Em célulag3, as sinaptotagminas VIl e IX ja foram associadas a
exocitose dos granulos de insulina enquanto a®risaks | e |l parecem nao ter
relevancia para a liberagéo desse tipo de grg@édoer & Sudhof, 2002; Sugitaet al.,
2002; Gauthier & Wollheim, 2008) Além da secrec¢do de insulina, a sinaptotagmina
VII também possui um papel central no controleat@exdo de glucagon pelas céludas
pancreéticagGustavssonet al., 2009)

A integridade da maquinaria exocitotica € fundaepara o funcionamento
adequado da célul@. Um estudo conduzido em ratos diabéticos Gotoz&dkki
verificou que a reducdo na secrec¢do de insulinaepanpanhada da menor expressao
das proteinas da familia SNARE: SNAP-25 e sintaxind tratamento das ilhotas

desses animais com adenovirus carregando as sexgudacSNAP-25 e sintaxina 1 foi



capaz de melhorar significativamente a resposteetsg@ desse tecido frente estimulo
com 22.2 mM de glicosNagamatsuet al., 1999) A menor expressao de VAMP-2 e
sinaptotagmina lll também ja foi documentada nomwemodelo animalZhang et al.,
2002)

Além do C&* proveniente do meio extracelular, o’Cdepositado no reticulo
endoplasmatico (RE) participa na regulacédo d&'JC&Gilon et al., 1999) O RE possui
receptores de inositol- 1,4,5-trifosfato fPum segundo mensageiro gerado a partir da
hidrolise de lipidios de membrana pela enzima fgsiee C (PLC), e quando esses
receptores sdo ativados, ocorre a liberacdo d& @rlimen do RE para o citossol
(Gilon & Henquin, 2001). A reposicdo do CGA no interior no RE é feito por uma
familia de ATPases do reticulo sarcoendoplasmétis(GERCAgChen et al., 2003)
llhotas pancreéticas expressam tanto a SERCA 2btajtees isoformas de SERCA 3
(a,b e c)Varadi et al., 1996)e a menor atividade da SERCA 3 ja foi documentada e
ratos tornados diabéticos por injecdo de streptortd durante a fase neondlagvy et
al., 1998) em ratos diabéticos Goto-Kakizakfaradi et al., 1996) e em ratos 90%
pancreatectomizad@donaset al., 1999)

A secre¢cdo de insulina pode ser modulada por owarnutrientes,
neurotransmissores e horménios peptidicos. Nuégsectmo acidos graxos, aminoacidos
e cetoacidos podem influenciar a secre¢édo de msstdio bem quanto a glicoggao et
al., 2003; Liet al., 2004; Umet al., 2004).Com relacao as a¢bes dos aminoacidos sobre
a secrecdo de insulina, foi verificado que esteemporeduzir a permeabilidade ad &
estimular a secrecdo de insulifiloyd et al., 1963; Henquin & Meissner, 1981,
Blachier et al., 1989) Foi demonstrado que leucina e arginina aumentastiecao de
insulina tantoin vivo comoin vitro por alteracdo dos fluxos ibnicos e modificagdo do
potencial de membrana das célufsinfluenciando assim a permeabilidade ad*Ca
(Henquin, 1980; Herchuelzet al., 1984; Blachieret al., 1989; Seneret al., 1990;
Dura et al., 2002)

Além dos nutrientes, 0 sistema nervoso possui upelpde destaque sobre a
regulacdo da secrecdo de insulina. As ilhotas degdrhans sdo inervadas por
terminacbes derivadas do nervo vago que possuenceticalina (Ach) como

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



levando a ativagcdo da PLC que por sua vez hidrbpgdios de membrana, produzindo
IP; e o diacilglicerol (DAG). O IR como ja descrito, estimula a liberagéo d& @a RE
gue, juntamente com o DAG, ativa a proteina quir@sg’KC), uma serina/treonina
guinase envolvida na fosforilacdo de elementos dqumaria exocitotica, aumentando,
assim, sua sensibilidade ao’CGilon & Henquin, 2001). A estimulagéo colinérgica
mediada pela Ach é dependente de glicose e seiigsefgparecem em concentracdes
entre 5 e 7 mM de glicose e se mantém até a coacéontmaxima efetiva de 30 mM
(Hermanset al., 1987)

Dentro da familia de receptores muscarinicos (MM5), os subtipos M1 e M3
sdo expressos em ilhotas de Langeri{Bascheroet al., 1995; Duttaroy et al., 2004)
mas somente o M3 tem relevancia sobre a secregiisulma(Gautam et al., 2007) O
papel do receptor M3 sobre a secrecdo de insudiraviliado em estudos realizados em
camundongognockoutpara esse receptor em todo o organighdtaroy et al., 2004)
ou somente nas células bé&autam et al., 2006) Esses estudos mostram a auséncia de
resposta secretoria frente estimulacdo com agsnistiinérgicos, além da auséncia de
producdo de fosfatidilinositol. A ocorréncia da wedp fase da secrecdo de insulina
encontrada em humanos e ratos, mas ndo em camwsggddoi atribuida a elementos
da via colinérgica. Foi verificado que ilhotas @entindongos quando estimuladas com
agonistas colinérgicos, ésteres de forbol (ativeslda PKC) ou substancias que elevam
os niveis de DAG, apresentaram a segunda fasectacde de insulina que ndo era
evidente quando somente a glicose era utilizadaocagente insulinotropico. Essas
diferencas entre espécies foram atribuidas, ere,garhenor expressao das isofordths
e 31 da PLC das ilhotas de camundongos em relacae maZawalich et al., 1995)
Além do efeito sobre a secrecdo de insulina, gptecéM3 também tem papel regulador
sobre a homeostase glicémica. Camundongos deésielat receptor em todos os tecidos
apresentam reduzido peso corpéreo, menor glicemigegs circulantes de insulina além

de maior tolerancia a glicogbuttaroy et al., 2004)



1.2 Desnutricdo e secrecao de insulina

A desnutricdo € um termo genérico ao qual se asaguia série de doencas
decorrentes da escassez dietética de nutrientgendendo da intensidade, podem ser
observadas desde pequenas alteracfes metabdlicateitte adaptativo até faléncia
organica generalizada e irreversivel. Os primaietstos clinicos de doencas associadas
a desnutricdo datam da década de 30 e se refer&mwashiokor, atribuido a deficiéncia
de proteinas, e ao Marasmo, associado a deficiértailade alimentogFagundeset al.,
2007)

A desnutricdo protéica ainda atinge grandes comti®$ populacionais e,
principalmente nos paises em desenvolvimento, s&festa durante a fase gestacional e
seu principal sinal clinico € o baixo peso ao nas@éillar et al., 1982; Postet al.,
1996) A associacao entre desnutricdo e prevalénciadegds durante a infancia, como
infecgbes, estd bem documentédelletier, 1994).

Ao longo das décadas, varios estudos vem mostrango correlacdo positiva
entre baixo peso ao nascer e 0 desenvolvimenteesisténcia a insulina e diabetes
mellitus tipo 2 na vida adult§Rao, 1988; Hales & Barker, 1992)Em 1992, Hales &
Barker criaram a hipétese do fenotipo econdémico gostula a ativagdo de uma
reprogramacgaon uterg mediante restricdo nutricional durante a gestalgd@ndo ao
retardo no desenvolvimento de 6rgdos e tecidos aamsp tecido muscular e pancreas
enddcrino em favorecimento de 6rgaos vitais cornérebro. Essas adaptacdes poderiam
repercutir, na vida adulta, no desenvolvimento dendas renais, hipertensao arterial,
reducdo na massa de céluBas resisténcia a insulina.

Teorias mais recentes correlacionam alteracdesistens de sinalizagcdo dos
fatores de crescimento semelhantes a insulina JI@&Hanfarani et al., 1999) Estudos
conduzidos em criangas que sofreram retardo decigresto intrauterino mostram
reducd@o na concentracdo circulante de IGF-1 eiimesel aumento de IGFBPs, proteinas
gue se ligam aos IGFs e reduzem sua biodisporadgidao nascer. Verificou-se, em
seguida, normalizacdo de todos esses fatores dusaptimeiro trimestre de vida pos-

natal. A partir disso, postulou-se que a resisté@cinsulina seria um mecanismo de



protecdo desenvolvido pelos tecidos para prevema thipoglicemia secundaria ao
restabelecimento desses horménios. A restaurac&ol@Bs circulantes poderia ser
responsavel pelo crescimento compensatéraich up growth apresentado por criancas
gue sofreram retardo de crescimento intrautefiieger et al., 1996; Cianfaraniet al.,
1998; Cianfaraniet al., 1999)

Tanto a fase de crescimento intrauterina quantest&gios iniciais de vida sao
fundamentais para o desenvolvimento e maturacdpadoreas endécrin@Remacle et
al., 2007) Estudos conduzidos em fetos que passaram poic@esprotéica durante a
fase de gestacéo, verificaram menor tamanho e haaigagdo das ilhotasSnoecket al.,
1990) menor taxa de replicacdo devido a alteracdes reteipas envolvidas no ciclo
celular(Petrik et al., 1999)e maior taxa de apoptof@oujendar et al., 2002) e quando
as ilhotas desses animais foram removidas do meiabolicamente desfavoravel e
cultivadas por 7 dias em meio com disponibilidadiegauada de nutrientes, essas
caracteristicas ainda estavam presefibshri et al., 1995) Todas essas evidéncias
sugerem que disturbios no meio intrauterino, comeaso da restricdo protéica, podem
comprometer permanentemente os desenvolvimentocédidas ilhotas pancreaticas.

Em nosso ambito, temos estudado o papel da degsiwtfetal e infantil na
determinacdo desta sindrome usando o modelo exgrgahanimal de restricdo protéica
na vida intra-uterina, lactacdo e apds desmaméanta os seus efeitos sobre a secrecao
e acao da insulina na vida adultatorraca et al., 1998; Ferreiraet al., 2003; Araujo
et al., 2004; Ferreiraet al., 2004).

Nosso grupo de estudos tem demonstrado que ac@estorotéica modifica o
mecanismo de secrecdo de insulina alterando a stwspgecretéria para glicose,
aminoacidos, potassio e agentes potencializad@esedrecadFerreira et al., 2003;
Araujo et al., 2004; Filiputti et al., 2008) Dentre 0s mecanismos propostos para a
menor responsividade dessas células estdo: mepogssfo de glicoquinagPesai et
al., 1995) PDX-1 (Arantes et al., 2002; Martin et al., 2004) glicerolfosfato
desidrogenas@Rasschaertet al., 1995) PKAa (Milanski et al., 2005) PKCa (Ferreira
et al., 2003) e S6K-1 (Filiputti et al., 2008) menor mobilizagdo de ions calcio
(Latorraca et al., 1999)e alteracbes no processo de extrusdo dos gradelossulina
(Cherif et al., 2001)



1.3 Taurina e secrecéao de insulina

A taurina é um pequeno aminoacido que esta presntaltas concentracdes
tanto no interior das células como no plasma de ifeams. Esse aminoacido é obtido
pela ingesta de carne, peixe e leite, mas també&ie per biossintetizado a partir de
metionina e cisteina. Tem importancia em proces&islogicos tais como
desenvolvimento do sistema nervoso e retina, modalalo C&, estabilizacdo de
membranas, reproducdo, imunidade e pode tambénpfiamccomo um osmolito para
regular o volume celulgAerts & Van Assche, 2002)

Evidéncias indicam que o mecanismo de agdo dantaydssa ocorrer pela
combinacdo do aminoacido com varios tipos de car@igos, transportadores e
enzimas. Estudos demonstraram que a taurina eafyuenas de suas acdes inibindo
canais krp (potassio dependentes de ATP) no musculo escqueel@ticarico et al.,
2000)e em fibras cardiacgSatoh, 1996)Além disso, nas células miocardicas, a taurina
apresenta-se como um agonista para a entrada’tle Ga corrente retificadora dé Km
baixas concentracdes intracelulares de calciopneaam antagonista inibindo o influxo
de C&" e a corrente retificadora dé Km elevadas [G§i (Satoh, 1998)

No pancreas a concentracdo de taurina esta compatélizada em células da
ilhota contendo glucagon e somatostatina, sugemueoa liberacdo de taurina possa ser
necessaria para que ocorra uma eficiente modutdggwocesso de secrecdo de insulina
em célulag3 (Bustamanteet al., 2001) Em hiperglicemia a taurina aumenta a secrecao
de insulina(Kaplan et al., 2004) e a sensibilidade a insulindlakaya et al., 2000;
Tsuboyama-Kasaokaet al., 2006).Porém o mecanismo de sua ac¢do sobre a homeostase
glicémica, bem como sobre o pancreas enddcrinoesid@aotalmente compreendido.

O efeito da suplementagdo com aminoacidos sobreci@csio de insulina em
animais desnutridos também ja foi evidenciada pdros grupos de estudo. Segundo
Cherif et al, (1998) ilhotas de fetos de ratos fémeas que foram subasetidrestricdo
protéica durante a gestacdo, apresentaram redacgecrtecdo de insulina estimulada por
diferentes nutrientes. A suplementacdo com o arnidoataurina durante a prenhez

retoma a secrecdo de insulina a valores semelhaaedo controle, normaliza a



proliferacdo celular das ilhotas de Langerhansedefttos(Kalbe et al., 2005) e a
insulinemia destes animais na vida ad(ieerezak et al., 2004).Em fetos e neonatos
desnutridos, a suplementacdo com taurina restasirstese de DNA e reduz a apoptose,
normalizando a massa de célulBsnos filhotes possivelmente pelo aumento da
imunorreatividade ao IGF-Il (fator de crescimenemmslhante a insulina), evidenciada
nestes animai@oujendar et al., 2002)

Estudos de expresséo génica pela técnicaid®array em ilhotas de Langerhans
mostraram que 10% dos 10.346 genes avaliados a@wofrerodulacdo pela restricao
protéica. Entre os processos celulares em que eEs®s se agrupavam, estavam:
proliferacdo celular, producdo de energia, defeswioxadante e metabolismo
mitocondrial. A expressdo de todos os genes modsilgela restricdo protéica foi
normalizada mediante suplementacdo com tayReasenst al., 2008)

Estudos desenvolvidos pelo nosso laboratério tmme evidéncias que
corroboram com a idéia de que este aminoacido reéionado com a regulagédo da
secrecdo das célulfise homeostase glicémica. O tratamednteivo ein vitro de ilhotas
de Langerhans com a taurina aumenta a sensibildizsleélulag a glicose, e promove
uma maior expressao do fator de transcricdo ddashde Langerhans (PDX-1) em
ndcleos destas célulagCarneiro et al., 2008) O PDX-1 tem importancia no
desenvolvimento pancreéatico em animais experime®ta@m humanos. Ele pode regular
a transcricdo de genes como GLUT-2 e glicoquiraseia mutacao esta relacionada com
anormalidades na funcdo das célytas aparecimento de diabetes em humanos e em
camundongogMacfarlane et al., 1999; Hansenet al., 2000) Outro estudo conduzido
com camundongos suplementados com taurina mostuaento da secre¢ao de insulina
estimulada por glicose e pelo aminoacido leucires thotas desses animais também foi
verificado aumento da captacdo de fon$ Gam como expressao protéica da subunidade
B2 do canal de calcio voltagem-dependente. Essesaaniapresentaram, ainda, maior
concentracao circulante de glucagon bem como nsaicrecdo desse hormonio quando
as ilhotas foram estimuladas com 0,5 mM de glicasgerindo que além da céliflaa

taurina também possa modular a funcéo das céypascreaticagRibeiro et al., 2009)
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2. Objetivos

Sabe-se que a restricdo protéica, em modelos aim@move menor secrecao de
insulina e acredita-se que essa reducdo seja detmrdo comprometimento do
mecanismo secretorio.

Estudos de nosso laboratério e outros grupos apopéeia uma funcdo moduladora
da taurina sobre a funcdo do pancreas endocrineesEschados sugerem que esse
aminoacido possa regular o fluxo de fons**Cpara a célulad bem como alterar
expressao de proteinas fundamentais para a fufidiade dessas células, resultando no
aumento da secrec¢éo de insulina.

Baseado nessas evidéncias sugerimos que a supde@®iebm taurina possa ser uma
estratégia eficaz para amenizar as alteracdes pdadupela restricdo protéica. Para isso,

temos como objetivos:

* Realizar a caracterizagdo biométrica e bioguimeaatbs submetidos a restricdo

protéica pos-desmame e suplementados com taurina.

» Verificar a secrecdo de insulina estimulada parogké e em presenca do agente

colinérgico carbacol em ilhotas isoladas.

» |dentificar os eventos moleculares e funcionaisobn#os com a secrecdo de

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

3.1 Animais, dieta e suplementacao

Ratos Wistar machos com 21 dias de vida provessedb Biotério Central -

UNICAMP foram separados em 6 grupos experimentais:

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

b) Controle suplementados com taurina por 30 dias (CT®: os animais
receberam dieta contendo 17% de proteina por togerimdo experimental e
foram suplementados com taurina a 2,5% na agualder 60 dias apos o inicio
da dieta.

c) Controle suplementados com taurina por 90 dias (CT®: os animais
receberam dieta contendo 17% de proteina por togerimdo experimental e
foram suplementados com taurina a 2,5% na agueeler ldesde o inicio da
dieta.

d) Desnutridos (D} os animais receberam dieta contendo 6% de peopgintodo o
periodo experimental

e) Desnutridos suplementados com taurina por 30 diasDT30): os animais
receberam dieta contendo 6% de proteina por togerindo experimental e
foram suplementados com taurina a 2,5% na agualder 60 dias apos o inicio
da dieta.

f) Desnutridos suplementados com taurina por 90 diasDT90). os animais
receberam dieta contendo 6% de proteina por togerimdo experimental e
foram suplementados com taurina a 2,5% na aguaeler ldesde o inicio da
dieta.

Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas r{Bnais por gaiola) sob
condicdo padronizada de iluminagéo (ciclo clarafesae 12 horas) e temperatura de
22+2°C.
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As dietas, mistura de vitaminas e de sais min¢fab. 1, 2 e 3) foram preparadas
no Departamento de Fisiologia e Biofisica da Ungamis dietas seguem as
recomendacdes do Instituto Americano de NutricaBdN{®3) para roedores em fase de
crescimento, gravidez e lactagiteevest al., 1993)

Tab. 1- Composicdo das dietas

Normoprotéica Hipoprotéica
Ingredientes (17% de proteina) (6% proteina)
a/kg a/kg

Caseina (84% de proteina)* 202 71,5
Amido 397 480
Dextrina 130,5 159
Sacarose 100 121
L-cistina 3 1
Fibra (microcelulose) 50 50
Oleo de soja 70 70
Mistura de minerais AIN93G 35 35
Mistura de vitaminas AIN93G 10 10
Cloridrato de colina 2,5 2,5

*Valores corrigidos em funcao do conteudo de praaia caseina.
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Tab. 2— Composi¢éao da mistura de vitaminas (AIN-93G-VX)

Vitaminas a/Kg
1 Acido nicotinico 3.0
2 Pantotenato de calcio 1.6
3 Piridoxina-HCI 0.7
4 Tiamina-HCI 0.6
5 Riboflavina 0.6
6 Acido félico 0.2
7 d-biotina 0.02
8 Vitamina B> (cianocobalamina) 0.1% em manitol 2.5
9 Vitamina E (acetato de-tocoferol) (500 Ul/g) 15.0
10 Vitamina A (retinil palmitato) (500.000 Ul/g) 0.8
11 Vitamina D3 (colecalciferol) (400.000 UI/g) 0.25
12 Vitamina K (filoquinona) 0.075
13 Sacarose 974.65
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Tab. 3— Composi¢ao da mistura de minerais (AIN-93G-MX)

Sais a/Kg
1 Carbonato de calcio anidro 357
2 Fosfato de potassio monobasico 196
3 Citrato de potassio tribasico monohidratado 70.78
4 Cloreto de sodio 74
5 Sulfato de potassio 46.6
6 Oxido de magnésio 24
7 Citrato ferrico 6.06
8 Carbonato de zinco 1.65
9 Carbonato manganoso 0.63
10 Carbonato cuprico 0.30
11 lodato de potéssio 0.01
12 Selenato de sodio anidro 0.01025
13 Paramobilidato de aménio.4€ 0.00795
14 Meta-silicato de sodio 12/ 1.45
15 Sulfato de crémio e potassio 12 0.275
16 Cloreto de litio 0.0174
17 Acido bérico 0.0815
18 Fluoreto de sodio 0.0635
19 Carbonato de niquel 0.0318
20 Vanato de amonio 0.0066
21 Sacarose 221.026
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3.2 Procedimentos experimentais

3.2.1 Avaliacéo de parametros biométricos e bioquiicos

Peso corporeo

O peso corporeo de ratos controle (C), controlgdesientados com taurina por
30 dias (CT30) e 90 dias (CT90), desnutridos (Djesnutridos suplementados com
taurina por 30 dias (DT30) e 90 dias (DT90) foilmgo semanalmente por um periodo
de 12 semanas.

Proteinas totais e albumina plasmatica

Aproximadamente 5Q0 de amostras de sangue foram obtidas por via tauda
centrifugadas a 1800 rpm por 10 minutos em 4°Cla®nma foi separado e |# foram
utilizados para a dosagem de proteinas totaisuemafia com o kit PROtal (Laborlab),

adaptado para microensaio.

Insulina plasmatica

Aproximadamente 5Q0 de amostras de sangue foram obtidas por via tauda
centrifugadas a 1800 rpm por 10 minutos a 4°C.a89ma foi separado e 50-100foram

utilizados para a dosagem de insulina por radioovnsaiqScottet al., 1981)

Acidos graxos livres

A concentracdo plasmatica de &cidos graxos liveeSL§) foi determinada
através de um kit de ensaio enzimatico colorimétde acordo com as instru¢des do
fabricante (Wako; Richmond, USA). Os AGLs em presenca de ATP, dogmA (CoA)

e acil-CoA-sintetase formam ésteres tiois CoA (AmlA), que sdo oxidados pela Acil-

CoA oxidase e formam peroxido de hidrogénio. Epta, sua vez, em presenca de
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peroxidase permite a condensacdo oxidativa do Bxketil anilina com 4-
aminoanfipirina em um composto de cor purpura. édgentes foram adicionados al4
de plasma seguido por leitura espectrofotométric®&®0 nm. A concentracdo plasméatica

de AGLs foi determinada com base em uma curva padra

Colesterol

A concentracdo plasmatica de colesterol (COL) &edninada através de um kit
de ensaio enzimético colorimétrico de acordo com iregtrucdes do fabricante
(Roche/Hitachi; Indianopolis, USA). O método baseia-se na hidedkilos ésteres de
colesterol pela colesterol estearase formando teotdésque por sua vez é oxidado
formando colest-4-en-3-one e peroxido de hidrogéRim presenca de peroxidase, 0
perdxido de hidrogénio reage com 4-aminofenazof&lerofenol formando um produto
de cor avermelhada (reacéo de Trinder). Os reagéoriam adicionados a|2 de plasma
seguido por leitura espectrofotométrica em 492 Arooncentracdo plasmatica de COL

foi determinada com base em uma curva padrao.

Andlise automética de aminoacidos livres no plasma

O plasma dos animais foi desproteinizado usandosatugdo organica composta
por metanol, TCA e acetonitrila de agua na propodcd (v/v). O plasma foi incubado a
temperatura ambiente (20°C) por 15 minutos. Em idaguas amostras foram
centrifugadas a 3800 x g por 3 minutos e aliqud&a20Ql foram misturadas ao tampéao
de litio (pH 2.2) na proporcao 1:1 (v/v) (Pharmgcia

A andlise dos aminoacidos foi realizada em sistdenderivatizacdo pos-coluna
usando reagente de ninhidrina e a mistura dos acinhus livres foi realizada em uma
coluna de troca ibnica da Pharmacia. A eluicdoathomodcidos foi realizada usando um
gradiente “step wise” de tampdo de litio em difegenvalores de pH e molaridade,

indicados pelo sistema Biochrom 20 Plus (Pharmacia)
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3.2.2 Teste intraperitoneal de tolerancia a glicog@GTT)

Os animais foram mantidos em jejum por 12 h e apéevificacdo da glicemia de
jejum (tempo 0) com o aparelho Accu-Check Advanthgema solucdo de glicose a
50% (2,0 g/Kg de peso corporeo) foi administrada ipgecdo intraperitoneal. Em

seguida, a glicemia foi verificada nos tempos 15,68, 90, 120 e 180 minutos.

3.2.3 Isolamento de ilhotas pancreaticas de ratos

Os animais foram sacrificados por decapitacdo. Apgisdo abdominal e ocluséo
da extremidade do ducto biliar comum, foi insetid@a canula através de uma pequena
incisdo na parte proximal (hepatica) deste ductoav&s de uma canula de polietileno,
foi injetada solucdo de Hanks adicionada de 0,8ingéncolagenase para os animais
controle e de 0,7mg/ml para o desnutridos o qumpveu a divulsdo do tecido acinoso.
O péancreas foi excisado e dissecado de gordurasiaitaria do tecido vascular e dos
ganglios linfaticos. A seguir, foi reduzido a fragmos pequenos que foram transferidos
para um tubo de ensaio contendo Hanks e colageBaseeguida, os fragmentos foram
incubados em banho-maria a 37°C durante 23 mindjeds o periodo de incubagéo, o
tubo foi agitado manualmente por aproximadamentiduto ou até a obtencéo de
mistura de viscosidade homogénea. O conteddo &misfierido para um becker e o
material lavado com solucdo de Hanks 4 vezes pammacdo da colagenase, das
enzimas digestivas liberadas durante a incubat@oleem dos fragmentos celulares.

As ilhotas, completamente separadas do tecidamsajrforam coletadas uma a
uma, sob lupa, por aspiracdo com o auxilio de piget Pasteur, previamente estirada e

siliconizada.

3.2.4 Secrecéo Estética de Insulina
As ilhotas coletadas foram transferidas para pladas cultura com 24

reservatorios contendo 0,5 ml de solugdo de Krebsendo 0,3% de albumina bovina

(m/v) e 5,6 mM de glicose. Em todos os experimefaran colocadas 5 ilhotas em cada
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reservatdrio. A seguir, as placas foram mantidasaembiente gaseado com mistura
carbogénica a 37°C por 60 minutos. A solucdo deinoéacdo foi removida e
substituida por solugéo de Krebs contendo 2.8,18.3, e 22.2 mM de glicose. Em outra
série de experimentos, os mesmos procedimentom fegalizados sendo que apdés a
remocao das solucdo de pré-incubacdo, foi adiceriaebs contendo 11.1mM de
glicose ou 11.1mM + 1QM de carbacol. Ap6és 60 min de incubacgéo as plaoasf
resfriadas em banho de gelo e o sobrenadante fioovido, transferido para tubos
Eppendorf e armazenado a -20 °C para posterior gdosade insulina por

radioimunoensaig¢Scottet al., 1981)

3.2.5Western Blotting

A expressdo das proteinas foi avaliada pela téatec&Vestern blotting”. As
ilhotas foram rompidas e homogeneizadas por sadicegm 6 pulsos de 5 s com 5 s de
intervalo entre os pulsos (VirSoni 60). Os extrdtoam centrifugados a 15.000 ¢, @
por 15 min para remocao do material insolavel. Agstras foram tratadas com tampéo
Laemmli contendo DDT 10 mM, e fervidas em banhoosepor 5 min. Aliquotas
contendo 3(Qg de proteina foram aplicadas no SDS-PAGE (10% decrdamida) em
aparelho minigel (Miniprotean) em paralelo com madares de pesos moleculares
conhecidos. Ap6s a corrida, as proteinas foramsfeadas para membrana de
nitrocelulose de 0,45um (BioRad). Esta foi incubada 2 h em solugéo bloqueadora
(TBS/Tween-20 0,05% + leite em pd desnatado 5% gaminuir a ligagéo inespecifica
das proteinas. A seguir, as membranas foram inasbadm os seguintes anticorpos
primarios policlonais: anti-M3 (Sigma, M0194 — 102), anti-SERCA3 (Santa Cruz
Biotechnology, sc-26507 — 1:500), anti-HRZ (Santa Cruz Biotechnology, sc-9018 —
1:1000), e com os anticorpos monoclonais anti-sinéal (Santa Cruz Biotechnology,
sc-12736 — 1:1000) e ant#ubulina (Sigma, T6199 — 1:1000). Todos os angiosr
foram diluidos em TBS/T acrescido de 3% de BSA. Apotempo de incubacdo, os
anticorpos primarios foram removidos e se fez agdam das membranas. Em seguida as

membranas foram incubadas com anticorpo secunci@mjagado com HRP (Invitrogen),
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diluido 1:10000 em TBS/T acrescido de leite desttatbo, por 2 h. Apds lavagem, as
membranas foram incubadas em solucdo reveladorer Signal (Pierce) e colocadas
junto a filmes radiograficos (Kodak) para auto-cggafia. A intensidade das bandas foi
avaliada por densitometria pelo programa Scion éngrion Corporation). Todas as

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

3.2.6 Registro de movimentos citoplasmaticos de ®E&&" em ilhotas de

Langerhans

Grupos de aproximadamente 50 ilhotas foram lavatassolugdo de Krebs e
incubadas em 2 ml de Krebs 5.6 mM de glicose ensepiga de [IM fura-2/AM
dissolvido em DMSO (0,1%). As ilhotas foram mangiden estufa gaseada com mistura
carbogénica (95% £ 5% CQ) a 37°C por 60 min. Apos a incubacédo com o fusa, a
ilhotas foram aderidas em laminas de vidro com lpat e transferidas para uma
camara de perfusdo em presenca de diferentesagpuges. As ilhotas foram perfundidas
com Krebs 3mM de glicose até a estabilizacdo dersis ApoOs esse periodo, as mesmas
foram estimuladas durante aproximadamente 25 nsnatmm glicose 16.7mM. Nos
experimentos com carbacol, as ilhotas foram perfiasdpor Krebs sem calcio contendo
11.1mM de glicose, 10mM de EGTA e 280 de diazoxida. Em seguida, as ilhotas
foram perfundidas pela mesma solucdo acrescid@@eMide carbacol. As imagens das
oscilacdes de célcio foram captadas usando apgesthadequada. As ondas excitatorias
de 340 e 38@ym foram selecionadas por uma fonte de luz de xer®@ emisséo foi de
510 nm. A mudanca no calcio citoplasmatico foi detectadano uma mudanca na
proporcéo F340/F38@uesadaet al., 2002)
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3.3 Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média e erra@ads resultados referentes
as leituras densitométricas do Western Blottin@rforexpressos como porcentagem em
relacdo ao controle. O teste estatistico utiliZzmil@dnova de duas vias (Anova two-way),
onde foram avaliados os efeitos da dieta e da sgpiacdo com taurina, assim como a
interagdo entre esses fatores.O post hoc adotade fde Newman-Keuls. Quando
indicado, foi realizado o teste t @&udentpara evidenciar diferenca estatistica somente

entre dois grupos. O nivel de significancia adotzaia todas as analises foi p<0.05.
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Peso corpéreo (g)

4. Resultados

4.1 Caracterizacdo do modelo experimental

4.1.1 Parametros biométricos

Dentre os parametros gerais para a caracterizagcawdelo experimental, foram
avaliados: evolucao do peso corporeo e peso déssirg

A fig.lamostra a curva de crescimento dos grupos experaiseastudados. A
analise das curvas e da area abaixo delas (fig.pébjite observar o crescimento
significativamente reduzido dos animais que re@hatieta contendo 6% de proteina. A
suplementacdo com taurina ndo influenciou a evolugipeso em nenhum dos grupos

suplementados.

500= 30000 __
" C
% § o CT30
g : ; x CT90 20000
8 E e D )
250+ . E E i o DT30 }
. i 8B + DT90 10000-
f st
h
C ] ] ] ] ] ] ] C L]
0 2 4 6 8 10 12 14 C CT30 CT90 D DT30 DT90
Semanas

Fig. 1 (a) Peso corpdreo de ratos controle (C), controleesnphtados com taurina por 30
(CT30) e 90 dias (CT90), desnutridos (D) e desdosrisuplementados com taurina por 30
(DT30) e 90 dias (DT90) acompanhados por sEtnanas. n = 5 para todos os gr
experimentais(b) Médiax EPM da area abaixo das curvas (AAC) de ganho sle. péndica
diferenca estatistica em relagdo a C. P < 0.001Q¥AN Two-Way e pos teste de Newman-
Keuls)
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Ao final do periodo experimental, os animais foraactrificados e os 6rgéos
foram removidos e pesados (tab. 4).

Tab. 4 Comprimento nas-anal (CNA, peso do figado, baco, coracéo, rins, gol
retroperitoneal e da gordura periepididimal degatontrole (C), controle suplementa
com taurina por 30 dias (CT30) e 90 dias (CT90sndaidos (D) e desnutrid
suplementados com taurina por 30 dia33D) e 90 dias (DT90) acompanhados pc
semanas’

C CT30 CT90 D DT30 DT90
CNA (cm) 22,53+0,82 23,28+0,24 23,25+0,25 21,10+0,90 21,33+0,41  20,85+0,65
Figado () 13,24+1,22  13,79+0,95 1551+2,42  8,13+0,86* 10130, 9,19+151*
Baco (g) 0,95+0,042  1,02+0,08  1,05+0,08  0,63+0,06*  0,77+0,040,66+0,05*
Coracéo (g) 1,22+0,04  1,33+0,06  1,30+0,01  0,90+0,07*  1,00+0,040,88+0,08*
Rins (g) 2,76+0,11  2,68+0,19  2,93+0,38  157+0,16*  1,84+0,124,73+0,16*
Gordura
Retroperitoneal 20,8+0,30 1564279 1564550  4,56+1,23* 529+0,425,83+1,32*
(9)
Gordura

o 14,63+3,60  12,64+1,7  14,27+308  3,42+1,02*  4,69%0,2 4,27+0,79*
Periepididimal (g)

1 Valores representam média + EPM, n = 5.

2 *indica diferenca estatisticamlacao a C. P < 0.05 (ANOVA Two-Way e p0s tegtdlewman-Keuls).

Podemos observar na tabela 4 que nenhum dos gexpEsimentais diferiu
guanto ao comprimento naso-anal enquanto que todoérgdos e compartimentos
avaliados se mostraram reduzidos nos animais detosjtestando de acordo com 0s
dados de peso corpéreo obtidos. Também nao fdicasta influéncia da suplementacéo

com taurina sobre os parametros avaliados.
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4.1.2Parametros bioquimicos plasmaticos

Para a caracterizacdo bioquimica do modelo expetah foram avaliadas:
proteinas totais, albumina, glicose, insulina, @sigraxos livres e colesterol plasméatico

(tab. 5). Também foram verificados 0s niveis pldgra de taurina (fig. 2).

Tab. 5 Proteinas totais, albumina, glicemia, insulina mplasica, 4cidos graxos livres e colest
de ratos controle (C), controle suplementados @rrirta por 30 dias (CT30) e 90 dias (CT
desntridos (D) e desnutridos suplementados com taysora30 dias (DT30) e 90 dias (DT!
mantidos em jejum por 12 horss.

C CT30 CT90 D DT30 DT90

Proteina total (g/dl) 6,81+ 0,04 7,15+ 0,54 6,87+ 0,19 5,35+ 0,24* 5,37+ 0,28* 5,70+ 0,09*
Albumina (g/dI) 3,20+0,11 3,41+ 0,02 3,18+ 0,05 2,74+ 0,07 2,49+ 0,09 2,67+ 0,04
Glicose (mg/dl) 79,11+ 3,42 76,50+ 8,08 76,3& 4,03 63,75+ 3,38 72,20+ 8,73 69,14+ 5,90
Insulina (ng/ml) 1,30+ 0,17 1,18 0,23 1,48+ 0,23 0,8%0,14 0,97+ 0,32 1,09+ 0,21
Insulina # (ng/ml) 4,97+ 0,34 - 3,56+ 0,52 1,3% 0,10* - 3,31+ 0,70
Acidos Graxos Livres 0,82+ 0,08 - 0,69+ 0,11 1,2% 0,14 * - 1,20+ 0,16 *
(mmol/l)

Colesterol (mg/dl) 56,60+ 2,731 - 51,80+ 3,69 55,0& 1,81 - 46,80+ 1,49

# Valores obtidos com os animais no estado alirenta
1 Valores representam média + EPM. Para proteinbrtet&-5, albumina n = 5-9, glicose n = 7-9, imsaljejum n = 5-9,
insulina alimentado n = 5-8, acidos graxos livres5) colesterol n = 5.

2 Letras distintas represendi#i@renca estatistica, P < 0.05 (ANOVA two-way pgste de Newman-Keuls).

Tanto as proteinas totais quanto a albumina plasmaé mostraram reduzidas
nos animais desnutridos sem haver influéncia deesigmtacdo com taurina. A glicemia,
a insulina plasmatica e o colesterol total de jepdo diferiram em nenhum dos grupos
experimentais. Os &cidos graxos livres plasmatfooam maiores nos animais que
receberam a dieta hipoprotéica sem a influéncissugdementacdo com taurina. No
estado alimentado, verificamos reducdo da insyliasmatica nos animais D em relacdo
a C. A suplementacdo com taurina aumentou a iresulan somente nos animais DT90,

havendo interacdo desse fator com a restricaoipaote
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A andlise dos niveis plasmaticos de taurina #fjgndo revelou diferenca entre os
grupos C e D. Tanto os animais suplementados puéd (CT30 e DT30), quanto os

suplementados por 3 meses (CT90 e DT90) mostraranaumento significativo nos
niveis circulantes desse aminoécido.

10+

Taurina plasmatica (  mol/ml)

(IZ CT30 CT90 D DT30 DT90

Fig. 2 Taurina circulante no plasma de ratos controle ¢Gjtrole suplementados com tau
por 30 dias (CT30) e 90 dias (CT90¢sdutridos (D) e desnutridos suplementados conng
por 30 dias (DT30) e 90 dias (DT90). Médi&PM. n = 4 para todos 0s grupos experimel
# indica diferenca estatistica em relacdo a Cdicandiferenca estatistica em relacéo #DB.
0.05 (Teste t de Student).

Esse resultado mostra que a suplementacdo comaauf,5% na agua de beber
tanto por 30, quanto por 90 dias, foi suficienteapelevar a quantidade circulante desse
aminoacido, sugerindo que as diferencas encontexttass os grupos suplementados por
30 e 90 dias ndo se devem a eficiéncia da supleg@mt mas sim, ao tempo de
tratamento e a0 momento em que o aminoacido fdemmgntado.
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4.1.3 Teste intraperitoneal de tolerancia a glicoggpGTT)

Para investigar diferencas de tolerancia a gliclmsdeito um ipGTT no qual 2g
de glicose/Kg de peso foi administrada na cavidatlaperitoneal dos animais. A fig. 3a
mostra as curvas glicémicas de animais controletrale suplementados por 30 dias,
desnutridos e desnutridos suplementados por 30. dias ambos o0s grupos de
desnutridos, € possivel observar uma queda maaré@a glicemia do que nos grupos
controle. A maior tolerancia dos desnutridos pagleevidenciada pela area abaixo das
curvas (fig. 3b) que foi significativamente menosmgrupos D e DT30. A suplementacao
com taurina por 30 dias nédo influenciou a respdetaanimais frente a carga de glicose
administrada.
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Glicemia (mg/dl)
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Fig. 3 (a) Glicemia médiat EPM de ratos controle (C), controle suplementamos taurina por 30 dias (CT30), desnutridos (
desnutridos suplementados com taurina por 30 Bid8() apos a administracéo intraperitoneal de 2gjidese/Kg de peso, n = 5-®)
Média+ EPM da &rea abaixo da curva (AAC) da glicemiagtopos experimentais. * indica diferenga estatistim relagdo a @ <
0.05. (ANOVA Two-Way e pds teste de Newman-Keuls).
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As curvas glicémicas dos animais suplementado9faidias sdo mostradas na
fig. 4a. Nesse caso a curva do grupo DT90 se apeoglbs controles enquanto o grupo D
permanece abaixo. Esse perfil € evidenciado pekaaraixo da curva (fig. 4b) do grupo

DT90 que se mostra em um nivel intermediario emtyeupo D e os controles.
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Insulina (ng/ilh.h)

4.2 Secrecao de insulina

4.2.1 Secregéo estética de insulina estimulada pglicose

Apés a caracterizacdo do modelo experimental, wntbs uma seérie de
experimentos com o objetivo de verificar a secretgiosulina estimulada por diferentes
concentracdes de glicose. A fig. 5 mostra a secréednsulina de ilhotas pancreaticas de
ratos controle, controle suplementados com tayame80 dias, desnutridos e desnutridos
suplementados com taurina por 30 dias quando datiiasicom 2.8, 8.3, 16.7 € 22.2 mM
de glicose. Em 2.8 mM nao houve diferenca entrgr@gos experimentais enquanto que,
a partir de 8.3 mM, os animais desnutridos e desiogt suplementados apresentaram
secrecao de insulina reduzida em relagdo aos ancoatirole e controle suplementados
com taurina. Nesses grupos, houve somente o etktodieta, uma vez que a
suplementacdo com taurina por 30 dias n&o foiisatie para modificar a secrecdo de
insulina em nenhuma das concentracgdes de glicediadas.

a b
10.0- 10.0-
=cC I D
Ezm CT30 mm DT30
7.54 —~ 1.5+
T E
5.04 £ 50
g
2.59 é 2.5
0.0 T T 0.04
2.8 8.3 16.7 2.8 8.3 16.7
Glicose (mM) Glicose (mM)
C
Glicose (mM) C CT30 D DT30
2.8 0,51+0,10 0,650,04 0,36:0,05 0,43:0,01
8.3 281024 2,620,200 1530,09* 1,87+£0,25*

16.7 6,52+ 0,76  6,42- 0,38
22.2 7,93+0,52 8,83:0,58

4,13:0,18* 4,24+0,13*
4,90t 0,28* 5,13£0,47*

Fig. 5 Secrecédo estatica de insulina de r(a) controle (C), controle suplementados com taurir
30 dias (CT30)(b) desnutridos (D) e desnutridos suplementados carimgpor 30 dias (DT30). /
ilhotas foram pré-ioubadas em solucédo de Krebs contendo 5.6mM desglidarante 1 h. Apés
retirada do liquido de pri@&cubacéo, as ilhotas foram expostas a solucaoreleskcontendo 2.8, 8
16.7 e 22.2 mM de glicose por 1 h, n = (d).valores representam a médi&PM. * indica difereng

estatistica em relacdo a C para cada concentragglicdse. P < 0.05 (ANOVA TwiVay e pos tes
de Newman-Keuls).
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Insulina (ng/ilh.h)

A secrecdo de insulina de ilhotas pancreaticas ales rcontrole, controle
suplementados com taurina por 90 dias, desnuteddsesnutridos suplementados com
taurina por 90 dias, quando estimuladas por 238,1..1, 16.7 e 22.2 mM de glicose,
esta ilustrada na figura 6. Novamente as ilhotasatomais ndo apresentaram diferenca
de secrecdo quando expostas a baixa glicose (2)8 AMedida que a concentragéo de
glicose foi aumentando, os animais desnutridos septaram secrecdo de insulina

reduzida em relacdo aos controles.

12.5+ 12.5+
I D
10.0- 10.0- DT90
7.5 %
5.04 g
2,51 =
0.0
2.8 8.3 111 16.7
Glicose (mM) Glicose (mM)
C
Glicose (mM) C CT90 D DT90
2.8 1,15+£0,18 1,25%0,16 0,67%x0,05 0,74%0,06
8.3 2,26%£0,28 3,65t0,45* 1,22+0,14* 2,48+0,21
111 3,51+0,37 6,18t0,34* 2,52+0,09* 4,41+0,41
16.7 7,07#0,90 9,140,70* 2,50£0,39* 5,48+0,35
22.2 7,90+0,51 10,03t1,C 2,88+0,34* 5,79+0,4¢

Fig. 6 Secrecdo estatica de insulina de re¢a) controle (C), controle suplentados cor
taurina por 90 dias (CT90(h) desnutridos (D) e desnutridos suplementados cormgapor 9i
dias (DT90). As ilhotas foram pigeubadas em solucdo de Krebs contendo 5.6mM dest
durante 1 h. Apés a retirada do liquido de préfacao, agdhotas foram expostas a solucac
Krebs contendo 2.8, 8.3, 11.1, 16.7 e 22.2 mM deogg por 1 h, n = 6-1Qc) valore:
representam a média EPM. * indica diferenca estatistica em relacdo a C pead:
concentracao de glicose P < 0.05 (ANOVA Two-Wap@s teste de Newman-Keuls).
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Nesse caso, foi observado o efeito da suplementagédaurina. No grupo CT90
houve um aumento da secrecdo de insulina, em celg&:, nas concentracdes de 8.3,
11.1 e 16.7 mM. Os animais desnutridos suplemestamon taurina por 3 meses
apresentaram um aumento significativo na secregedodiilina, em relacdo ao grupo D,
nas concentrac¢des 8.3, 11.1 e 16.7 mM, retornandovel do C. Na concentracdo mais
alta de glicose (22.2 mM), verifica-se somente @itefdo fator dieta, sendo que os
animais CT90 néo tiveram maior secrecdo que CreimogddT90 se encontrou em nivel
intermediario entre C e D.

Como o efeito da suplementacdo com taurina sobeeracdo de insulina foi mais
marcante em animais suplementados por 90 dias (ET¥0D90), resolvemos seguir com

as demais investigacdes da influéncia da taurimeeste nesses animais.

4.2.2 Secrecgdo estatica de insulina potencializagar carbacol

Em seguida, resolvemos investigar o papel da Viaé&gica em potencializar a
secrecao induzida pela glicose e sua modulagaaeslicio protéica e a suplementagdo
com taurina. Verificamos, entdo, a secrecdo delimsswa presenca de 11.1mM de
glicose e 100M de carbacol (Cch), um agonista colinérgico quéigsea receptores de
acetilcolina mimetizando seu efeito. A fig. 7 masfjue os animais do grupo D tiveram
menor secrecdo de insulina em relagcdo ao C. Tamtanonais CT90 quanto DT90,
responderam ao carbacol de maneira significativalseue a secrecédo de insulina do

grupo DT90 foi a mesma apresentada pelos animais C.
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Fig.7 Secrecgédo estatica de insulina de 1 controle (C), controle suplementados com tal
por 90 dias (CT90), desnutridos (D) e desnutridgsiesnentados com taurina por 90 -
(DT90). As ilhotas foram prércubadas em solucdo de Krebs contendo 5.6mM dest
durante 1 h. Apés a retirada do liquido deipciibacéo, as ilhotas foram expostas a solug
Krebs contendo 11.1 mM de glicose e AB0de carbacol por 1 h, n = 12. Os val

representam a médiaEPM. * indica diferenca estatistica em relacdo £ € 0.05 (ANOV/
Two-Way e pos teste de Newman-Keuls).

4.3 Vias de sinalizagc&o: expressao protéica em itias de ratos

Com o objetivo de identificar os eventos respoesapelas alteracdes na secrecao
de insulina produzidas pela dieta hipoprotéica epassos envolvidos na modulagédo
exercida pela suplementacdo com taurina, conduzemperimentos para verificar a
expressao de proteinas importantes para a funmadalda célula beta.

Frente aos resultados obtidos de secre¢cédo denmgrdtencializada por carbacol,
resolvemos também verificar se havia diferenca xpressdo de alguma proteina
envolvida na regulagdo colinérgica da secrecamsidina. Dessa forma, investigamos a
expressao do receptor muscarinico M3, alvo dalektia e primeiro elemento da via de
estimulacdo colinérgica. Como ilustrado na fig.o8, animais do grupo D tiveram
expressao reduzida desse receptor em relagcdo &b dtupo CT90 teve um aumento
significativo em sua expresséo, assim como DT90rgtenou aos niveis de expressao
do C. Verificamos entdo que tanto a dieta hipojrat@uanto a suplementagdo com
taurina podem modular a expressdo do receptor M&rfelacédo entre a expresséo do
M3 com o perfil obtido nos estudos de secrecamsdelina sugere a importancia dessa
etapa inicial sobre a modulagéo colinérgica deegécr de insulina.
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Fig. 8 Expressao protéica do receptor muscarinico M3lleoticis de ratos controle (C), conti
suplementados com taurina por 90 dias (CT90), dedos (D) e desnutridos suplemadbs cor
taurina por 90 dias (DT90). Os dados de M3 foranmiatizados pela—tubulina e expressos «
porcentagem do controle. Valores representam meRM da andlise densitométrica das ba
(n =5). *indica diferenca estatistica em relagd®. P < 0.05 (ANOVA TwdNay e pos teste
Newmar-Keuls)

Ainda considerando a via colinérgica, investigaraosxpressao da PR (fig.
9), enzima que hidrolisa lipidios de membrana, ddeaao acumulo citossolico deslP
DAG. Nesse ponto ndo encontramos diferenca de €s§we entre 0S Qrupos
experimentais, ressaltando a importancia da regalda expressao do receptor M3 sobre
a sensibilidade das ilhotas a agonistas colinésgico
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Fig. 9 Expressao protéica da PRZ em ilhotas de ratos controle (C), controle supletado
com taurina por 90 dias (CT90), desnutridos (Deendtridos suplementados com taurine
90 dias (DT90). Os dados de FRZ foram normalizados pela—-tubulina e expressos
porcentagendo controle. Valores representam média + EPM ddisendensitométrica d
bandas (n = 4P > 0.05 (ANOVA Tw-Wav),

Além do influxo de calcio extracelular para a &g mediado pelos canais de
calcio voltagem-dependentes, fase crucial paraogitwse dos granulos de insulina, o
reticulo endoplasméatico também possui um papeégalacdo dos niveis citossoélicos de
calcio (Gilon et al., 1999) Sabe-se que as CaTPases do reticulo sarcoendoplasmatico
(SERCASs) possuem um papel regulador sobre o movimetracelular de ions &a
(Arredouani et al., 2002) Decidimos, portanto, verificar a expressdo da G&ER nos
grupos experimentais para ver se sua expressaonedalada pelos fatores dieta e
suplementacdo com taurina e se havia alguma cgéiceleom os resultados de secrecao
de insulina obtidos. A fig. 10 mostra que houve sota um efeito da suplementagdo com
taurina sobre a abundancia de SERCA 3. Os animasDCndo mostraram diferenca
entre si quanto a expressao dessa proteina, enqgaat CT90 e DT90 tiveram um

aumento significativo.
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Fig. 1C Expressao protéica da Serca 3 em ilhotas de catdsole (C), controle suplementa
com taurina por 90 dias (CT90), desnutrigb$ e desnutridos suplementados com taurin.
90 dias (DT90). Os dados de Serca 3 foram norntllizgelac-tubulina e expressos
porcentagem do controle. Valores representam medi®M da analise densitométrica
bandas (n = 6). * indica diferenca estatistica elacéio a C. P < 0.05 (ANOVA Twdray e po
teste de NewméKeuls)

Finalmente, investigamos a influéncia da restrigéméica e suplementagcdo com
taurina sobre a Sintaxina 1, proteina envolvidaxteusdo dos granulos de insulina, fase
final do processo secretorio. A fig. 11 mostra guexpressao de Sintaxina 1 foi reduzida

nos animais D e normalizada nos animais DT90.
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Fig. 11 Expresséao proica da Sintaxina 1 em ilhotas de ratos controle ¢@trole suplementac
com taurina por 90 dias (CT90), desnutridos (Deendtridos suplementados com taurina pi
dias (DT90). Os dados de Sintaxina 1 foram norradbs pelao-tubulina e expressosne
porcentagem do controle. Valores representam miéRM da andlise densitométrica das ba
(n =5). *indica diferenca estatistica em relagd®. P < 0.05 (ANOVA TwodAay e pos teste
Newmar-Keuls)

4.4 Registro de movimentos citoplasmaticos de iofi®** em ilhotas de Langerhans

Tendo em vista a importancia dos movimentos deiacglara a secre¢do de
insulina, decidimos registrar as oscilacbes citpkicas de calcio em ilhotas dos
grupos C, CT90, D e DT90 frente & estimulacdo c6ririiM de glicose .

Assim como ilustrado na fig. 12a, tanto a dietaopiptéica, quanto a
suplementacdo com taurina produziram alterac6epadodo oscilatorio exibido pelas
ilhotas. Verificam-se em animais do grupo D os@&szmais rapidas em relacdo ao C e
no grupo DT90 houve uma reducdo da velocidade slessdlacoes, se aproximando ao
padrdo apresentado pelos animais C. A alteracdgadivdo oscilatorio ficou mais
evidente entre os grupos C e CT90. Nesse casa filemo que a suplementagdo com
taurina promoveu ondas lentas com oscilacdes pmda seu topo, condizente com o
padrdo de ondas mistas. Uma analise subjetiva tamims permite observar uma

reducdo no tempo entre as oscilagbes nos gruposegeberam suplementacdo com
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taurina. A fig. 12b mostra a analise da amplitude dscilacdes obtidas em cada grupo
experimental. Nesse caso, verificamos somente ito eda dieta com os animais D e

DT90 mostrando oscilagdes com menor amplitude gumnonais C e CT90.
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Fig. 1z (a) Mudancas na razéo de fluorescénara célcio intracelular em ilhotas de ratos cos
(C), controle suplementados com taurina por 90 d&@§90), desnutridos (D) e desnutri
suplementados com taurina por 90 dias (DT90). Astdls foram préacubadas em me
RPMI1640, suplementado com 10% de soro fetal bo{F©S) por 4 h. Em seguida fore
incubadas por 2h em presenca de solucédo de Krebhdd de fura2 AM. Apéds esse periodo,
ilhotas foram colocadas na camara de perfusdo eseagpa 3 mM de glicose (G3) e 16.7

(G16.7) quando indicado pelas barras superigb@sAnalise da amplitude das oscila¢des. Val
representam média £+ EPM dé& (n = 4-8). * indica diferenca estatistica em¢étaa CP < 0.0!
(ANOVA Two-Way e pés teste de Newman-Keuls).
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Além do célcio extracelular, os depdsitos de oatl reticulo endoplasmatico
também possuem um papel importante na secrecawsdina estimulada por glicose e
outros secretagogos que podem sinalizar para mdi@de desses estoqu@awalich et
al.,, 1995) Resolvemos, entdo, investigar a capacidade deatjio de célcio do reticulo
endoplasmatico nas ilhotas dos grupos experimerRaisa tanto, as ilhotas receberam
estimulo de 11.1mM de glicose e 100 de carbacol em solucdo de Krebs sem calcio
contendo EGTA (10mM) e diazoxida (38@). A fig. 13a mostra curvas representativas
do pico de calcio emitido com a estimulacdo conbaewl. Nas figs. 13 b e ¢ podemos
observar a andlise da amplitude dos picos e dasatea curva, respectivamente. Nesse
experimento houve somente o efeito da dieta higéjma@ com os animais D e DT90

apresentando menor amplitude e area sob a curvalapdo aos grupos C e CT90.
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Fig. 13 (a)Mudancas na razéce fluorescéncia para calcio intracelular em ilhatasatos contro
(C), controle suplementados com taurina por 90 d&@§90), desnutridos (D) e desnutri
suplementados com taurina por 90 dias (DT90). Astdls foram préacubadas em me
RPMI1640, suplementado com 10% de soro fetal bo{F©S) por 4 h. Em seguida fore
incubadas por 2h em presenca de solucédo de Krebhdd de fura2 AM. Apds esse periodo,
ilhotas foram colocadas na camara de perfusdo@staga solucdo de Krebs contendo 11.1 r
glicose, 10 mM de EGTA, 250M de diazoxida e livre de calcio. Quando indicamilhotas foral
expostas a mesma solugdo acrescida deulD@e carbacol(b) Anélise da amplitude dos pico
(c) &rea abaixo da curva (AAC). Valores representamiang EPM (n = 6-7)* indica diferenc
estatistica em relacdo a C. P < 0.05 (ANOVA Two-Waos teste de Newman-Keuls).
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5. Discussao

5.1 Caracterizacao do modelo experimental

Iniciamos nosso estudo avaliando a influéncia dstrigfo protéica sobre
parametros biométricos e bioquimicos, e se a suplEao com taurina modificaria
algum desses parametros. Também avaliamos o alegses dois fatores sobre a
tolerancia a glicose.

Verificamos que somente a restricdo protéica infiiu a evolucdo do peso
corporeo dos animais (fig. 1), produzindo uma rédusignificativa que se intensificou
ao longo do periodo experimental juntamente corag&@al no peso de todos os érgéos e
compartimentos corpéreos avaliados (tab. 4). Agéduo crescimento corporeo € uma
das caracteristicas visuais mais marcantes em @nidesnutridos e ja foi bem
documentada em trabalhos que utilizaram restrigaigipa pos-desman{®kitolonda et
al., 1987; Ferreira et al., 2003; Ferreira et al., 2004; Filiputti et al., 2008). Outros
modelos de desnutricdo (intrauterina e durantetaddo) podem produzir efeitos ainda
mais marcantes sobre o peso corpéreo de animaimesidbs a restricdo protéica
(Latorraca et al., 1998; Fagundegt al., 2007)

As analises bioquimicas plasmaticas (tab. 5) realamenor quantidade de
albumina e proteinas totais circulantes nos animaé receberam dieta hipoprotéica.
Clinicamente a albumina circulante constitui unmiteindamental na avaliacdo do estado
nutricional(Pencharz, 2008k a reducéo de seus valores ja foi verificada exhetos de
desnutricdo(Ferreira et al., 2003; Ferreira et al., 2004; de Arruda Oliveira et al.,
2008; Filiputti et al., 2008).Em jejum, verificamos que todos os animais apreserg
mesma glicemia e insulinemia. A literatura trazatade insulinemia que variam desde
reducdo significativa em animais desnutridos atéorga semelhantes de insulina
plasmatica entre os desnutridos e seus contfOldlonda et al., 1987; Ferreiraet al.,
2003; Ferreiraet al., 2004; de Arruda Oliveiraet al., 2008) Essas variagdes podem ser

influenciadas por diferengas entre os protocol@eementais adotados.
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No estado alimentado, verificamos que os animaigpBesentam redugdo na
insulina plasmatica e a suplementacdo com tauinagtl essa reducdo nos animais
DT90. Esse resultado mostra que quando ha uma denmaaior, embora fisioldgica, 0s
animais desnutridos ndo conseguem secretar a ngesanédade de insulina que o grupo
C. A hipoinsulinemia durante o estado alimentadooetrada nos animais D ja foi
documentada por Reist al, (2008) e essa situacdo também foi reproduzida em
experimentos conduzidos com ilhotas isoladas eapoatcrescentes concentracdes de
glicose.

Sabe-se que a insulina age no tecido adiposo, @0 ©ha ligacdo em seu
receptor, promovendo maior translocacdo de GLUT, 4cansequentemente, maior
captacdo de glicose. A sinalizacdo da insulina éaminibe as vias relacionadas com
lipdlise e estimula a lipogénese pela modulacd@rd@mas chaves para esse processo
como: acido graxo sintase e glicerolfosfato degienasgSpiegelman & Flier, 1996)
Considerando esses efeitos anti-lipoliticos dalimsua hipoinsulinemia encontrada no
grupo D pode, em parte, explicar a maior conceatrage &cidos graxos livres
encontrados no plasma desses animais. AlteracOeesposta periférica a insulina
também podem contribuir pra esse achado. Holeesd, (1998) mostram que ratos
fémea gravidas desnutridas apresentam menor séprdss concentracfes plasmaticas
de acidos graxos livres apos infusdo de insulina. &utra série de experimentos
conduzidos em adipdcitos isolados dos mesmos amitoafirma-se o menor efeito anti-
lipolitico da insulina, além de maior lipdlise estilada por noradrenalina. Outro estudo
realizado com adipoécitos da prole de ratos fémedmnetidas a restricdo protéica
também mostra menor efeito da insulina sobre aessfio da lipolise. Apds estimulacéo
com insulina verificou-se também menor atividadedala fosfatidil inositol 3-quinase
(PI3K), quanto da PKB/AKT, duas enzimas-chavesaprapdem a via de sinalizagdo da
insulina(Ozanneet al., 2000) Maior atividade do sistema nervoso simpatico lsemo
maior nivel circulante de catecolaminas também géani descritos em animais
submetidos a restricdo proté{taon-Quinto et al., 1997; Leon-Quintoet al., 1998)

Verificamos, portanto, que a desnutricdo produz omgmte alteracdo em

parametros de estado nutricional e a suplementagédaurina, independente do periodo
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de duracéo, ndo influencia o curso dessas modisagom excec¢do da preservacéo da
concentracdo plasmatica de insulina no estado rtade.

Apoés realizagdo de um ipGTT (figs. 3 e 4), verifiwes maior tolerancia a glicose
nos animais D, efeito j& documentado em outrosdesticom animais submetidos a
restricdo protéicéEscriva et al., 1991) Para que os desnutridos, que possuem secrecao
de insulina reduzida, apresentem a mesma glicemigjdm que 0s animais controle,
sugere-se uma maior sensibilidade a insulina nesse®is, assim como proposto em
outros estudos que demonstraram maior fosforil@gadirosina do receptor de insulina
(IR), do substrato do receptor de insulina — 1 {IR$Filiputti et al., 2006) e maior
associacao desta ultima com a subunidade de 83833 (la PI3K em musculo e figado
de ratos submetidos ao mesmo protocolo de desiw{Reiset al., 1997) No grupo de
desnutridos suplementados com taurina por 90 diasgervamos uma tendéncia desses
animais a se comportarem da mesma maneira quent®les, mostrando que a taurina
possivelmente ndo atue somente nos mecanismosiEde de insulina mas tenha um
papel regulador sobre a homeostase glicémica nesselo animal.

A restricdo protéica produz, portanto, alteracégsessivas no estado nutricional
dos animais, refletidas pela reducdo do crescimeormoreo e de 6rgaos, pela redugéo de
proteinas totais e albumina plasmaticas e pelo atanaos acidos graxos circulantes,
sem efeito da suplementacdo com taurina. Os anidessutridos apresentaram ainda
hipoinsulinemia no estado alimentado e aumento eosgidrio da tolerancia a glicose,

efeitos corrigidos pela suplementacdo com taurina.

5.2 Secrecao de insulina

Nos experimentos de secrecdo de insulina utilizalhdtas isoladas verificamos
menor resposta das ilhotas dos animais D em tasl@srecentracdes estimulatorias de
glicose testadas (figs. 5 e 6). Estudos realizado$10sso grupo e por outros laboratorios
vem mostrando o impacto da restricdo protéica sabfencionalidade das ilhotas de
Langerhans. Hoje sabemos que etapas fundamenteas gpasecrecdo de insulina,
envolvendo o metabolismo e a funcdo da céulse encontram modificadas em animais

que sofreram restricdo protéica em algum momentosida. Entre os mecanismos
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propostos para a menor responsividade dessas éhsido: menor expressao de
glicoquinase(Desai et al., 1995) PDX-1 (Arantes et al., 2002; Martin et al., 2004)
glicerolfosfato desidrogenagRasschaertet al., 1995) PKAa (Milanski et al., 2005)
PKCa (Ferreira et al., 2003)e S6K-1(Filiputti et al., 2008) menor mobilizacao de ions
calcio (Latorraca et al., 1999) e alteracdes no processo de extrusdo dos gradalos
insulina(Cherif et al., 2001)

A suplementacdo com taurina foi capaz de aumensaciecdo de insulina tanto
nos animais controle quanto nos desnutridos (hgE6se efeito foi verificado somente
nos animais que receberam suplementacdo juntarmnenteo inicio da dieta (CT90 e
DT90). Com base nesses resultados e nos achadGhedd et al(1998) em que é
verificada a recuperacdo da secrecdo de insulindlleas de fetos de ratos fémeas
prenhes suplementadas com taurina a 2,5% durgedado de gestacdo, sugerimos que
a taurina exerca uma acdo protetora sobre os passi@anos no mecanismo de secre¢ao
de insulina estabelecidos no quadro de desnutpgdigica em ratos. Tanto a fase de
crescimento intrauterina quanto os estagios imict® vida sdo fundamentais para o
desenvolvimento e maturagdo do pancreas endé(Remacleet al., 2007) Estudos
conduzidos em fetos que passaram por restrica@igaotiurante a fase de gestacgéo,
verificaram menor tamanho e vascularizagdo dagagh@noecket al., 1990) menor
taxa de replicagdo devido a alteracdes em proteimasvidas no ciclo celulgPetrik et
al., 1999)e maior taxa de apoptof®oujendar et al., 2002) E quando as ilhotas desses
animais foram removidas do meio metabolicamentéadesivel e cultivadas por 7 dias
em meio com disponibilidade adequada de nutrieesgs caracteristicas ainda estavam
presentegDahri et al., 1995) Todas essas evidéncias sugerem que distUrbioserm
intrauterino, como no caso da restricdo protéiodem comprometer permanentemente o
desenvolvimento e funcéo das ilhotas pancreaticas.

Nesse trabalho podemos observar que com o inicsnplamentacdo com taurina
no animal ainda na fase de desmame, obteve-se pragervacdo da funcionalidade das
ilhotas de Langerhans de ratos desnutridos. Rewtesi§2008) utilizando técnicas de
microarray, verificaram que ilhotas de fetos deogatémeas submetidas a restricdo
protéica durante a gestacdo apresentaram alterag@xpressdo de 10% dos 10.346

genes estudados. Entre os genes modulados, setrantamarcadores de processos
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fundamentais para as células beta como: proliferaglular, producdo de energia, defesa
antioxidante e metabolismo mitocondrial. A redudaexpressao de genes envolvidos na
proliferacdo celular e defesa antioxidante podemplie observagbes anteriores de
maior suscetibilidade a citocinas e menor taxardifgracao celulaPetrik et al., 1999;
Merezak et al., 2004) No mesmo estudo foi verificado, ainda, que aeuphtacdo com
taurina normalizou todos os genes estudados egacekos animais que receberam dieta
normoprotéica. Dessa forma, podemos concluir g&i® aa série de funcdes fisiologicas
ja atribuidas a tauringHuxtable, 1992) a regulacdo da expressao génica parece ser um
importante mecanismo pelo qual esse aminoacidcegoesmodular a funcédo das células
beta.

Além da secrecado de insulina estimulada por glicolsservamos menor resposta
das ilhotas de animais desnutridos quando estirasiladm carbacol e a suplementacao
com taurina aumentou a resposta a estimulacdoécgioa tanto das ilhotas controle
guando das provenientes de animais desnutridos7figesstudos conduzidos em ratos
submetidos a restricdo protéica mostram uma afferap funcionamento do sistema
nervoso autondmico. Foi registrada menor atividéelébras nervosas parassimpaticas e
maior atividade de fibras simpaticas, juntamenten anaiores niveis circulantes de
catecolaminas em animais desnutridoson-Quinto et al., 1997; Leon-Quintoet al.,
1998) Testes clinicos conduzidos em criancas desnattatabém revelaram distarbios
do sistema nervoso autondmi{Bedi et al., 1999) Além da menor responsividade a
glicose, nosso estudo mostra menor resposta dosaisnidesnutridos a estimulagéo
colinérgica, sugerindo o comprometimento de eleogerdessa via nesses animais.
Verificamos, ainda, que a suplementacdo com tadmingapaz de normalizar a secrecao
nos animais que receberam dieta hipoprotéica (DTRAnenor resposta secretodria de
ilhotas isoladas de ratos desnutridos frente abacaf, encontrada nesse trabalho,
também foi descrita em ratos desnutridos pos-desrflaenreira et al., 2003)e durante
a fase de lactacgGravenaet al., 2007)

Verificamos entdo menor resposta secretdria entathde animais que sofreram
restricdo protéica e a suplementacdo com taurirgirowese uma estratégia eficaz para
restabelecer a funcionalidade desse tecido.
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5.3 Vias de sinalizacéo

Iniciamos nossos estudos moleculares investigaredpr@essao protéica de elementos
que compdem a via colinérgica de potencializacacsetaecdo de insulina. Nossos
resultados mostram modulacdo tanto da restricd@ipsoquanto da suplementagdo com
taurina sobre a expressao do receptor muscaringdfiyl 8) e a expressao da PRZ
(fig. 9), passo seguinte da via, ndo foi modulaotang@nhum dos 2 fatores.

Entre os tipos de receptores muscarinicos, o rec®p® certamente é o mais
relevante para o controle da secre¢do de insulistudos de delecdo desse receptor
mostram reducdo expressiva da secrecdo de ins@stiemulada por agonistas
colinérgicos acompanhada da menor producdo detiftiBfeositol, um subproduto da
sinalizacdo do M3Boscheroet al., 1995; Duttaroy et al., 2004; Gautamet al., 2006;
Gautamet al., 2007)

Além de controlar a secrecao de insulina, o recég8tem um papel importante
na regulacdo da homeostase glicémica. Camundongfisiedtes desse receptor
apresentam reduzido peso corpéreo, maior toleréaaiticose, maior sensibilidade a
insulina e niveis circulantes reduzidos desse hoion@amada et al., 2001; Duttaroy
et al.,, 2004) Esses efeitos se assemelham as caracteristimse@adas por animais
submetidos a restricdo protéi(Ricarel-Blanchot et al., 1995; Filiputti et al., 2008)
sendo possivel que nesse modelo experimental, adizeigho do M3 também esteja
prejudicada de maneira sistémica. Dados de nosgm gambém mostram a reducao de
expressao do receptor M3 em camundongos submeadidestricdo protéica e que a
suplementacdo com leucina normalizou a express&sadproteina, assim como a
resposta secretoria frente ao carb&ataral, 2008).

Até o momento ja foram documentados trés grupd3Ldz (3, y e d) que ainda se
dividem em subgrupos. Todas os tipo de PLC catalisahidrélise de lipidios de
membrana. Porém cada grupo possui uma maneiratdis ativacdo. Acredita-se que,
em células beta, a producdo de B> DAG induzida por agonistas colinérgicos seja
mediada pela PLE No entanto, ndo se sabe qual subtipb, 32 ou[33) se encontra
ancorada ao receptor muscarinigilon & Henquin, 2001). Em nosso estudo, nao

encontramos diferenca na expressao dafLem nenhum dos grupos experimentais.
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Ferreira et al(2003) mostram menor expressdo da RPKE PL(1 juntamente com
reduzida secrecdo de insulina estimulada por carleaPMA, um ativador da PKC, em
ratos submetidos a restricdo protéica pos-desm&sges resultados sugerem que a
PLCB1 possivelmente tenha maior importancia sobre anelstcdo colinérgica da
secrecao de insulina.

A literatura carece de dados sobre a interacé@muténa com elementos da via
colinérgica em células beta. Sabe-se que em cételaonais, a ativacdo de receptores
colinérgicos potencializa o efluxo celular de taaifFoster et al., 2009) Esses achados
tém relevancia para o controle do volume celulacendicdes de estresse osmaotico, uma
das funcdes fisiologicas ja atribuidas a taurfHaxtable, 1992) Takii et al (2006)
mostram que as células beta quando expostas ahipei®nico, aumentam seu volume
celular. Esse aumento ativa correntes de céatiores lguam a despolarizacdo da
membrana e a abertura de canais de célcio voltagpendentes com conseqliente
secrecdo de insulina. O papel fisiolégico dessacéel do efluxo de taurina com
receptores muscarinicos e se existe algum efeltee sosecrecdo de insulina ainda deve
ser melhor esclarecida. Outra forma de a taurinduhao a sinalizagdo colinérgica € pela
modificagdo da composicdo da membrana plasmatiGamaguchi et al.(1991),
trabalhando com coracgéo de ratos, descobriram tpugriaa € capaz de inibir a atividade
de metiltransferases que catalisam a metilacdosfelipidios de membrana. Esse efeito
resulta no aumento da razdo entre fosfatidiletamola (PE) e fosfatidilcolina (PC),
alterando a fluidez da membrana e a atividade diipas ancoradas nessa estrutura. A
taurina pode, portanto, alterar a proporcao deytosdfinais das fosfolipases associadas
a estimulac&o colinérgica bem como de outros irgdianios que compdem a via.

Além do aumento da expressdo do receptor M3, ®utemlos de nosso grupo
também mostram o aumento da expressdo dafPé&f@ ilhotas de camundongos
suplementados com taurina a 2% na agua de H&bleeiro, 2009) O aumento da
expressdo de proteinas que compdem a via coliaépacece ser, portanto, um dos
mecanismos pelos quais a suplementacdo com taamime&nta a secrecdo de insulina
potencializada pelo carbacol.

O IP; derivado da hidrdlise de lipidios de membranaig®e ém seus receptores

(IPsRs) na membrana do reticulo endoplasmatico queysrez promovem o efluxo do
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célcio reticulaGilon & Henquin, 2001). Ap6s liberacdo de &5 esse ion é captado de
volta as cisternas reticulares por transporte atiediado pelas GaATPases do reticulo
sarcoendoplasmatico (SERCASs). Em ilhotas de Lamagsrke identificam a SERCA 2b e
trés isoformas de SERCA 3 (a, b g\¢aradi et al., 1996; Chenet al., 2003) Em nosso
estudo observamos que a suplementacdo com taurnmangou a expressédo da SERCA 3
nas ilhotas dos animais CT90 e DT9O0 (fig. 10).

Sabe-se que em modelos animais de diabetes t@oedposta das oscilacdes de
calcio induzidas por glicose se encontram reduz{iéesrie et al., 2001) A menor
atividade da SERCA 3 ja foi documentada em ratosatios diabéticos por injecdo de
streptozotocina durante a fase neonféltalvy et al., 1998) em ratos diabéticos Goto-
Kakizaki (Varadi et al., 1996) em ratos 90% pancreatectomizaflmaset al., 1999)e
em camundongodb/dh a atividade tanto da SERCA 2 quanto SERCA 3 sstranmam
reduzidagRoeet al., 1994)

Além da funcdo de captacdo de calcio para o retiag SERCAs também ja
foram relacionadas com a regulagdo dos movimentes célcio induzidos por
despolarizagéo. Ilhotas de camundongos, quandmwdatias com 6-8mM de glicose,
apresentam um padrdo misto de oscilagcbes de calaracterizadas por oscilacbes
rapidas no topo de oscila¢des lentas. Beauvois(8086)verificaram que em ilhotas de
camundongosknockout para a SERCA3 (SERCA3 -/-) esse padrdo € perdido.
variagbes do potencial de membrana também foraistn@das nos dois tipos de ilhotas
(selvagem e SERCAS3 -/-) e observou-se sincronissatevariagbes com o padréo
oscilatério apresentado. Evidencia-se, entéo, elpip SERCA3 na modulacéo tanto da
atividade elétrica quanto no padréo oscilatéridos C&*em ilhotas de Langerhans.

O papel direto da SERCA 3 sobre a secre¢cédo deinasainda deve ser melhor
estabelecido e, no entanto, é importante ressaltalevancia do reticulo endoplasmatico
sobre a sintese, modificacdes e dobramentos deimaste que todos esses processos sao
afetados pela [G4 dentro dessa organe{uest et al., 1997; Corbett & Michalak,
2000; Eizirik et al., 2008)

Estudos realizados com linhagens de céllasncreéaticas de camundongos nao
responsivas a glicose (MIN6-m14) mostram que apac@ade dessas células de

secretarem insulina se deve a concentragdo cdigtinente alta de calcio no espaco
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citossélico e quando esses niveis foram corrigje tratamento com nifedipina, um
bloqueador de canais de calcio voltagem-dependetesposta secretdria dessas células
foi restauradaMinami et al., 2002) Esses resultados ressaltam a importancia de se
manter uma concentracdo Otima de calcio intracelséga por trocas com 0 meio
extracelular, seja pelo armazenamento no reticwdogasmatico.

Finalmente, testamos a hipotese de a taurina ex&zos efeitos sobre a secrecéo
de insulina pela modulacdo de elementos que compdemtapa final do processo
secretorio, a extrusdo dos granulos contendo mesuli

A extrusdo dos granulos de insulina bem como aessAop de proteinas que
compdem a maquinaria exocitotica se encontram r@asizm ilhotas de humanos com
diabetes tipo ZOstensonet al., 2006)e em modelos animais de diabgfdagamatsuet
al., 1999) Entre essas proteinas esta a sintaxina 1, unt@imaqertencente a familia de
receptores de proteinas solluveis ligantes a pestela fusdo sensiveis a N-etilmaleimida
(SNARE). Essa proteina se encontra ancorada a raemlplasmatica e se associa a
SNAP-25, outra proteina da familia SNARE, que qoamsé associam a VAMP,
localizada no granulo contendo insulina, permitenancoramento desses granulos e
posterior exocitose de seu conte((@zanne et al., 2000) Um estudo realizado com
células beta isoladas e permeabilizadas mostrowduatamento com anticorpos anti-
SNAP-25 e anti-sintaxina 1, reduziram a exocitoss dranulos contendo insulina
(Vikman et al., 2006) Em nosso estudo, verificamos menor expressaontiaina 1A
nas ilhotas dos animais D e recuperagdo no gru@®fig. 11). Cheriff et al(2001) ja
sugeriram que um dos possiveis mecanismos pelds gueestricdo protéica reduz a
secrecao de insulina seria 0 comprometimento ceegitos da maquinaria de extrusao.

Em nosso trabalho mostramos que tanto a sinalizagfinérgica quanto a
extrusdo de granulos contendo insulina possam estaprometidos nos animais
desnutridos e a suplementacdo com taurina foi caganormalizar esses eventos.
Adicionalmente, a taurina pode influenciar a dirdanile calcio dentro da célykao
aumentar a expressdo de ATPases mediadoras dgamaptiva de C4 para o interior
do reticulo endoplasmatico. Estudos de genbdmiceotedmica em ilhotas de animais
submetidos a restricdo protéica apontam para o rnglimento de uma série de

elementos estruturais e sinalizadores que culminameduc¢éo da funcionalidade das

52



células3 desses animaiéSparre et al., 2003; Reusenst al., 2008) Visto o amplo

espectro de possibilidades abertas por esses sstadalentificacdo dos principais
eventos moleculares modulados pela restricdo peotérna-se uma importante, porém
desafiadora, tarefa para a melhor compreenséo gidagdo nutricional da expressao

génica e protéica.
5.4Movimento citoplasmaético de jons C&

A etapa final de nossa andlise sobre o efeito eddricdo protéica sobre a
funcionalidade das ilhotas de Langerhans e a infi@éda suplementagdo com taurina
consistiu no registro dos movimentos citoplasmatide fons C& apds estimulo com
glicose (fig. 12) e carbacol (fig. 13). De uma memegeral, a glicose (16.7 mM) induziu
oscilagcbes de calcio que foram mais freqlentes iltegas dos animais D. A
suplementacdo com taurina promoveu reducdo na &netp dessas oscilacbes nos
animais DT90 enquanto que as ilhotas dos animaB0Gipresentaram um padrao de
oscilacdes mistas. A amplitude das oscilagbes &ianem ambos os grupos de animais
desnutridos.

Os movimentos de calcio na célula beta, oriundodedaolarizacdo da membrana
plasmatica que ocorre em funcéo do fechamento awsisde K dependentes de ATP,
constituem um ponto de convergéncia para o acopl@mentre os sinais metabdlicos
gerados pela glicolise com a exocitose dos grardeosisulina(Ashcroft & Rorsman,
1989) O influxo de calcio para a célula beta ocorrem@palmente via canais de calcio
voltagem-dependentes e obedece a um padrdo osoilgt@ pode se apresentar de duas
formas: lento e rapido. Um terceiro padrédo mistmatesizado por oscilacbes rapidas
superpostas em ondas lentas também pode ser abséMadeolmillos et al., 1989)
Em humanos ja foi visto que a secre¢do de insdauare de forma pulsatil e quando
esse hormoénio é administrado dessa forma em indigiddiabéticos, seu efeito
hipoglicemiante é mais eficien(Paolissoet al., 1988) A secrec¢do pulsatil de insulina é
acompanhada por oscila¢des sincrénicas de cakcac@iular(Gilon & Henquin, 1995).

O padrédo de oscilagbes lentas de calcio se cowelm melhor com a dinamica de
secrecao de insulina observada em huménasg et al., 1979; Nadalet al., 1994)e a
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perda desse padrdo ja foi associada com o deséneoho de diabetes mellitus
(O'Rahilly et al., 1988) Dessa forma podemos associar as oscilacdes afdas pelos
animais suplementados com taurina com um padré®e fieailégico em comparacdo com

0 apresentado pelos animais que receberam somaeatiegaahipoprotéica. O efeito da
taurina de reduzir a frequéncia das oscilacdesalldochem como de aumentar sua
amplitude ja foi descrito em ilhotas de camundorges receberam suplementacéo desse
aminoaciddCarneiro et al., 2008) Esse ultimo efeito, no entanto, ndo ficou evidem
NOSSOS registros.

Apés a avaliacdo do perfil oscilatério promovidolapglicose, avaliamos a
capacidade das ilhotas de liberarem calcio douletiendoplasméatico apds estimulacéo
com carbacol. Podemos observar o efeito da restpgdtéica produzindo um pico de
liberacdo com menor area e amplitude sem efeiteugementacdo com taurina. Esses
resultados sugerem que 0s estoques de calcio emaianique receberam dieta
hipoprotéica podem estar reduzidos. Esse achade, deventanto, ser analisado com
cautela, visto que em nosso estudo e em outrdsseda literaturédFerreira et al., 2003)
fica evidenciado o comprometimento de elementosvidacolinérgica em animais
desnutridos. Dessa forma, a menor liberacdo ersmmtnos desnutridos poderia ser
devida a menor expressao do receptor M3, porémsse fsse 0 caso, 0S animais
tratados com taurina deveriam apresentar maioralfé® de calcio visto que houve
melhoria na expressao desse receptor nesses afiemisomo na secrecao de insulina
potencializada por carbacol.

Uma possibilidade seria a suplementacdo com taunflugnciar também eventos
posteriores a liberacdo de calcio, como a expredsd®KC, PKA ou em proteinas
envolvidas diretamente no processo de extrusadgmdmsilos de insulina. Nesse trabalho
mostramos que animais desnutridos tém menor edmeds sintaxina 1, sugerindo
comprometimento do mecanismo de extrusdo de graruksse efeito foi corrigido pela
suplementacdo com taurina. Dados de nosso labiorah@stram, ainda, 0 aumento da
expressdo da PKA em ilhotas de camundongos supladtencom taurina a 2% na agua
de bebe(Ribeiro, 2009)

Nossos resultados mostram que a suplementacdo a@ormat foi capaz de

normalizar os movimentos de célcio observados emaas desnutridos além de produzir
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uma mudanca adicional no padréo oscilatério nasaghdos animais CT90, ressaltando a
capacidade desse amino&cido de interagir com aniinédo fluxo celular de fons &a
que talvez seja funcionalmente mais relevante de qutamanho dos estoques

intracelulares de G&
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6. Conclusodes

Com os resultados obtidos, podemos concluir quesstrigdo protéica pos-
desmame influencia no desenvolvimento da massad@apbem como de érgaos e
tecidos e a hipoinsulinemia encontrada no estadmeatado foi corrigida pela
suplementacdo com taurina. A taurina também caripgircialmente a maior tolerancia
compensatoria a glicose exibida pelos animais dedos.

A suplementacdo com taurina por 90 dias normalialga, a sensibilidade das
ilhotas dos animais desnutridos a glicose e agguugscializadores da secrecdo e seu
efeito sobre a secrecdo de insulina também se esémif em animais que receberam
dieta normoprotéica.

O efeito da suplementagdo com taurina sobre adnabidade da célul@ pode
ser explicada pelo aumento da expressao das @EStSIBRCA3, receptor muscarinico
M3 e Sintaxina 1 bem como pela mudanca no padrébatisio de fons C& que

sugerem maior influxo e consequentemente maioostgsecretoria.
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