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RESUMO

A restricdo proteica nos estagios iniciais da vida provoca diversas alteracbes no
pancreas endocrino, dentre essas alteracfes estdo a reducdo da secrecdo de insulina e a
alteracdo de varias enzimas-chave. Os mecanismos envolvidos nessas alteracfes ainda ndo
estdo completamente elucidados, mas podem estar relacionados a alteracBes nas vias de
sinalizacdo que potencializam a secrecdo de insulina na presenca de glicose. Sabe-se que a
regulacdo da secrecdo de insulina estimulada por glicose pode ser modulada pela ativacédo
parassimpatica que, por sua vez, ativa receptores muscarinicos e, consequentemente, as
enzimas fosfolipase C beta 1 (PLC B1) e proteina quinase C (PKC). Assim, o presente
trabalho teve como objetivo estudar a influéncia da desnutri¢cdo proteica sobre a secrecdo de
insulina estimulada pelo carbacol (CCh) que é um analogo da acetilcolina. Mais ainda, foi
avaliada a expressdo génica da PLCP1 em ilhotas de ratos desnutridos. Os animais foram
divididos em dois grupos experimentais, um grupo controle tratado com dieta normoproteica
(NP 17% de proteina) e outro grupo desnutrido tratado com dieta hipoproteica (LP 6% de
proteina). Apos dois meses de desnutricdo, os animais foram sacrificados para o inicio dos
experimentos. Ilhotas pancreéaticas isoladas destes animais foram utilizadas para protocolos de
analise de secrecdo estatica de insulina e da expressdo génica para a proteina PLCB1. Os
resultados demonstraram que a dieta LP reduziu, significativamente, a massa corporea dos
animais, a albuminemia e a quantidade de proteinas séricas em torno de 20%, 15% e 20%
respectivamente. Quando comparada as ilhotas NP, a resposta secretoria de insulina pelas
ilhotas LP foi 40% menor em ilhotas estimuladas com 8.3 mM de glicose e 25% menor no
estimulo com 8.3 mM de glicose + Carbacol (100uM). A técnica de Western Blotting revelou
niveis reduzidos da enzima PLCB1 em aproximadamente 25% no grupo LP (p<0.05). Nossos
resultados sugerem que a restricdo proteica diminuiu os niveis da PLCB1 o que permitiu
explicar, pelo menos em parte, a diminuicdo na resposta secretdria encontrada na estimulacéo
com glicose e CCh em ilhotas provenientes de animais LP.
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ABSTRACT

The protein restriction in early stages of life causes several changes in endocrine
pancreas, among these alterations are reduction in insulin secretion and changes several
enzymes. The mechanisms involved in these changes are not yet completely elucidated, but
may be related to changes in signaling pathways that potentiate insulin secretion in presence
of glucose. The effects of carbamylcholine (CCh) on insulin secretion were studied in
pancreatic islets from rats maintained on a normal (17%; NP) or low (6%; LP) protein diet.
Isolated islets were incubated for 1 h in solution containing glucose, with or without
charbamylcholine (CCh). The CCh-induced insulin secretion was higher in NP compared to
LP islets. Western blotting revealed that the PLCB1 contents of LP islets were 25% lower than
in NP islets (P < 0.05). In conclusion, a reduced expression of PLCB1 may be involved in the
decreased insulin secretion by islets from LP rats following CCh stimulation. Our results
indicated a possible relationship between a low protein diet and a reduction of PLCP1
expression. These alterations in PLCB1 may be partly responsible for the decreased insulin
secretion by islets from rats fed a low protein diet.

Key words: low protein diet, islets, carbamylcholine, insulin and PLC 1.



1. INTRODUCAO

A desnutricdo, apesar de estar diminuindo ao longo das Gltimas décadas, ainda é um
problema grave em algumas nagdes ao redor do globo terrestre. Deficiéncias proteicas e
energéticas normalmente ocorrem juntas, embora possa haver a predominancia de uma sobre
a outra. Quando se manifestam de forma severa, podem desencadear sindromes clinicas

denominadas “Kwashiorkor” e “Marasmo”.

O Kwashiorkor é resultante de ingestdo insuficiente de proteinas e o Marasmo da
deficiéncia energética como um todo®. A desnutri¢io pode desencadear alteragdes na crianca e
repercutir no surgimento de doencas durante a juventude e também na idade adulta®. No que
se refere as repercussdes da desnutrigdo na vida adulta, estudos epidemioldgicos realizados na
Gltima década na Europa, América do Norte e em paises em desenvolvimento mostraram forte
associacdo entre o baixo peso ao nascer em criancas e patologias cronicas como diabete

melito, doencas cardiovasculares, hipertensio arterial sistémica e obesidade na vida adulta®.

Mais ainda, alteracbes no padrdo de secrecdo de insulina encontradas em animais
experimentais submetidos a restricdo proteica parecem desempenhar uma funcdo central na
etiopatogenia do diabete melito*. Avaliando a insulinopenia encontrada no animal desnutrido,
pelo menos quatro possibilidades devem ser consideradas: 1) a reducdo do namero de células
B pancreaticas; 2) o defeito funcional das células p pancreéticas; 3) a combinagdo entre
reducdo do numero de células B e alteracGes funcionais das células B remanescentes; 4)

alteracdo no sistema autdnomo que inerva as ilhotas®.

Ademais, a restricdo proteica durante 70 dias em ratos Wistar determinou a reducdo do
peso absoluto, mas ndo do peso relativo do pancreas®. Quanto a morfologia, a literatura
evidenciou células p com volume reduzido e com nimero menor de granulos de insulina,
varios dos quais imaturos. Observou-se, ainda, células p com degenera¢des mitocondriais e

com indicios de permeabilidade celular diminuida’.

O aumento na secrecdo de insulina estimulada pela via autonémica ou via enddcrina
induzida por mecanismos sensoriais e ndo pela absor¢cdo dos nutrientes séo denominadas
respostas cefélicas da secrecdo de insulina. Estas respostas sdo divididas em trés etapas: 1-
Sensorial (olfato, gustacéo, visao, e estimulos mecanicos); 2- Integracdo dos sinais aferentes
(hipotalamo ventro-medial); 3- Eferente (impulsos nervosos) que vdo culminar com a

liberagdo de neurotransmissores, incluindo a acetilcolina®. A quantidade de insulina secretada



na fase cefalica é de extrema importancia fisiologica, uma vez que individuos que perderam a

fase cefalica da secrecdo de insulina apresentaram alterac@es na sua tolerancia a glicose®.

O carbacol, como um homologo estrutural da acetilcolina, pode ligar-se a receptores
muscarinicos existentes nas células beta e exercer efeitos similares a acetilcolina. Apds a
ligacdo desse farmaco aos receptores muscarinicos (subtipo M3) da célula beta, a respectiva
proteina Gq serd ativada e, esta Ultima, que tem a capacidade de clivar GTP, libera uma de
suas trés subunidades que por sua vez vai estimular a PLCB1. Quando ativada, a PLCP1
hidrolisa fosfolipidios de membrana, liberando diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato
(IP3). O DAG permanece na membrana, e o IPs liberado é responséavel pela mobilizagdo de
ions calcio do reticulo endoplasmatico para o citoplasma, estes ions ligam-se ao DAG, um
complexo essencial para a ativacio da proteina quinase C (PKC) &, entdo, formado®%, A
PKC ativada fosforila elementos fundamentais na exocitose dos granulos de insulina,

aumentando a secre¢do do contetido granular para o meio extracelular®.

Estudos recentes evidenciaram alteracbes na quantidade de diversas enzimas
fundamentais no processo de secrecdo de insulina em ilhotas isoladas de ratos submetidos a
restricdo proteica™*2. Com base nestas informagcdes, é de fundamental importancia continuar
o0 estudo da fase cefalica da secrecdo de insulina e, portanto, da via colinérgica da secre¢édo de

insulina em modelos desnutridos.

Um estudo mais detalhado da quantidade de enzimas envolvidas no processo secretorio
durante a desnutricdo proteica pode contribuir para o melhor entendimento das alteracGes
secretorias encontradas na restricdo proteica. Mais ainda, o estudo especifico e detalhado da
via da PLCB1 contribuird para o melhor entendimento da relacdo entre dieta, alteracdes da
fase cefalica e patologias, reforcando o conceito de que a desnutricdo em fases criticas de
desenvolvimento aumenta o risco de doencgas crénicas como o diabete melito. Espera-se que a
restricdo proteica em fases precoces da vida provoque, na fase adulta do animal, alteragdes
nos niveis enzimaticos e, consequentemente, nos mecanismos de estimulo-secre¢do da

insulina.

Diante disso, 0 presente trabalho teve como objetivo estudar a influéncia da desnutricdo
proteica sobre a secrecdo de insulina estimulada pelo carbacol (CCh) que € um analogo da
acetilcolina. Mais ainda, foi avaliada também a expressdo génica da PLCB1 em ilhotas de

ratos desnutridos.



2. METODOS
2.1 Animais e Dietas

Estudo experimental com procedimentos de acordo com os padrdes sugeridos pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal e com a comunidade internacional. Esse estudo
seguiu tambeém as diretrizes estabelecidas pelo Guia do Instituto Nacional de Salde para o
Cuidado e Uso de Animais de Laboratdrio. A pesquisa foi realizada na Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE) e os protocolos experimentais aprovados pelo Comité de Etica em
Uso Animal de Universidade Federal de Pernambuco, protocolo nimero 23076.042290/2019.

Foram utilizados ratos machos, da linhagem Wistar (n= 20), com 21 dias de vida,
provenientes do Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFPE (DFF-

UFPE). Os ratos foram distribuidos em dois grupos experimentais:

a) Controle: 10 ratos alimentados do 21° dia até a idade adulta (90° dia) com dieta contendo
17% de proteina (NP).
b) Desnutridos: 10 ratos alimentados do 21° dia até a idade adulta (90° dia) com dieta

contendo 6% de proteina (LP).
Os ratos foram mantidos em gaiolas coletivas (5 ratos por gaiola) sob condicao

padronizada de iluminagéo (ciclo claro/escuro de 12 horas) e temperatura de 22+2°C. Durante

todo o periodo experimental tiveram livre acesso a agua e as respectivas dietas.

As dietas cujas composi¢des encontram-se descritas no Quadro 1, foram preparadas
no Departamento de Fisiologia e Farmacologia (DFF) da UFPE. A dieta NP segue as
recomendacOes do Instituto Americano de Nutricdo (AIN-93) para roedores nas fases de

crescimento, gravidez e lactagéo.



Quadro 1 - Composicao das dietas Normoproteica (NP) e Hipoproteica (LP).

NP  (17% de|[LP (6% de

I ient K
ngredientes (g/Kg) proteina) g/Kg | proteina) g/Kg

Caseina (84% de proteina)* 202 1,5
Amido 397 480
Dextrina 130,5 159
Sacarose 100 121
L-cisteina 3 1
Fibra (microcelulose) 50 50
Oleo de soja 70 70
Mistura de Minerais | 35 35
AIN93G**

Mistura de Vitaminas

AIN93G** 10 10
Cloridrato de colina 2,5 2,5

*Valores corrigidos em funcdo do conteldo da quantidade de proteina desejada.

** Composicéo detalhada’®,

2.2 Dosagem dos parametros bioquimicos no soro dos animais
2.2.1 Proteina Sérica

O soro dos ratos foi coletado e a concentracdo de proteina foi determinada usando

métodos enzimaticos colorimétricos (Merck — Diagnostic Darmstadt Germany).



2.2.2 Albumina sérica

A concentracdo de albumina sérica foi determinada através do método colorimétrico do
verde de bromocresol. Foram adicionados a 0,02 ml de soro, 5,0 ml de reagente de cor,
contendo solugéo de verde de bromocresol 0,6 mM, tampdo succinato 0,1 M, surfactante ndo-
ibnico 30%, pH 4,0. As absorbancias foram avaliadas a 630 mm e as concentracdes

determinadas através de uma curva de calibracéo de albumina®®.
2.3 Isolamento de Ilhotas, Secre¢do e Dosagem de Insulina
2.3.1 Isolamento de ilhotas pancreaticas

Dez animais de cada grupo foram sacrificados por decapitacéo, totalizando 20 ratos.
Apos incisdao abdominal e oclusdo da extremidade do ducto biliar comum, foi inserida uma
canula através de uma pequena incisdo na parte proximal (hepatica) deste ducto. Através da
canula de polietileno, foi injetada solucdo de Hanks enriquecida com 2.8 mM de glicose e
colagenase 1 mg/ml, que promoveu a divulséo do tecido acinoso. O pancreas foi excisado e
dissecado de gorduras, da maioria do tecido vascular e dos ganglios linfaticos. A seguir, foi
reduzido a fragmentos pequenos que foram transferidos para um tubo de ensaio contendo
Hanks e colagenase (Boehringer Mannheim Biochemicals, USA). Em seguida, os fragmentos
foram incubados em banho-maria a 37°C durante aproximadamente 18 minutos. Apés 0
periodo de incubag&o, o tubo foi agitado manualmente por aproximadamente 1 minuto ou até
a obtencdo de mistura com viscosidade homogénea. O contetdo foi transferido para um
Becker e o material foi lavado com solugdo de Hanks 4 vezes para a remogéo da colagenase,

das enzimas digestivas liberadas durante a incubacgdo e também dos fragmentos celulares.

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

siliconizada.
2.3.2 - Secrecdo estatica de insulina

As ilhotas coletadas foram transferidas para placas de cultura com 24 reservatérios
contendo 0,5 ml de solucdo de Krebs, suplementada com 0,5% de albumina bovina (m/v) e
56 mM de glicose. Em todos os experimentos 5 ilhotas foram colocadas em cada
reservatorio. A seguir as placas foram acondicionadas em banho-maria a 37 °C e mantidas em
ambiente controlado (umidificado e gaseado com mistura carbogénica). O pH da solugéo foi

ajustado em 7,4 pela injecdo desse gas. Inicialmente as ilhotas foram pré-incubadas por 60



minutos em meio contendo 5,6 mM de glicose. A solucdo foi rapidamente removida e
substituida por nova solugdo de incubagdo contendo glicose (8.3 mM) ou glicose + ativador
da proteina quinase C (Glicose 8.3 mM + CCh 100 uM). Apds 60 minutos de incubacéo, as
placas foram resfriadas em banho de gelo e o sobrenadante removido, transferido para tubos

de ensaio e armazenado a —20 °C para posterior dosagem de insulina por radioimunoensaio.
2.3.3 Dosagem da insulina

A insulina secretada durante os diferentes experimentos “in vitro” foi determinada por
radioimunoensaio. Para isso transferiu-se 0,1 ml das amostras desconhecidas (em duplicata) as
quais receberam a seguir 0,2 ml de uma solucdo contendo anticorpo anti-insulina (1:200) e
insulina marcada com *2°| (tragador) em tamp&o fosfato pH 7.4, acrescido de NaCl 0,9 % e
albumina 0,5 %. Em seguida foram preparados 0s seguintes controles:

a) 3 tubos (Totais) que receberam somente 0,2 ml do tampéo fosfato contendo insulina marcada

125] para averiguagdo da radiagdo maxima.

b) 3 tubos (Ligagdo ndo especifica) contendo 0,2 ml do tampdo fosfato contendo insulina
marcada %1 e 0,1 ml de tampao fosfato, para determinar possiveis interferéncias no ensaio

pelos componentes do tampéo.

c) 3 tubos (Referéncia) contendo 0,2 ml de solucdo tampédo fosfato contendo insulina marcada
com 2| e anticorpo anti-insulina e 0.1 ml de tampéo fosfato, constituindo assim o zero de

insulina da curva padréo.

Em seguida, preparou-se, também em triplicata, uma série de tubos (curva padrao),
contendo 0,1 ml de insulina conhecida nas seguintes concentragfes: 0,02; 0,039; 0,078; 0,16;
0,31; 0,63; 1,25; 2,5; e 5,0 ng/ml. Cada tubo dessa série recebeu também 0,2 ml de solucdo
tampao fosfato contendo insulina marcada 2l e anticorpo anti-insulina. No final da preparacéo
dos tubos (amostras, controle e curva padrédo), eles foram agitados em vortex e estocados a 4
°C, durante 48 h.

Apos este periodo de incubacdo, com excecdo dos totais para andlise da radiacdo
méxima, todos os outros tubos receberam 0,2 ml de uma solucdo contendo 2,5 % de carvdo
(Norit A), 0,5 % de albumina e 0,25 % de dextran T 70. Os tubos foram deixados em repouso
durante 20 min e a seguir centrifugados durante 20 min (2800 rpm) a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e a radioatividade contida em cada tubo avaliada em contador de radiagdo gama. Os

3 tubos elaborados para analise da radiagdo méxima n&o tiveram o sobrenadante descartado,



sendo a radiacdo dos mesmos avaliada diretamente. Com base nos valores obtidos nos tubos
contendo insulina conhecida, elaborou-se uma curva padrdo que foi utilizada para a avaliagcdo
dos valores desconhecidos das amostras. Os resultados foram expressos em ng/ml de insulina

secretada durante os experimentos “in vitro”.
2.4 Western Blotting

Para detectar o nivel de expressao celular da PLCB1 foi empregada a metodologia de
Western Blotting. Grupos de 500 ilhotas recém-isoladas e incubadas por 2,5 horas em Krebs
contendo 8.3 mM de glicose ou Glicose 8.3 mM + CCh 100 uM. A seguir, foram adicionados
200uL de Coquetel Anti-protease. As ilhotas foram entdo politronizadas nesta solucéo, por

aproximadamente 10s, e 0 homogeneizado foi centrifugado a 3000g por 10min.

O precipitado foi desprezado e foi feita a dosagem proteica no sobrenadante obtido,
utilizando-se o reagente para ensaio de proteina da “BioRad Protein Assay-Dye Reagent

Concentrate” (Melville, NY). Foi utilizado como referencial, uma curva padrao de albumina.

Para corrida eletroforética foi utilizado gel bifasico de poliacrilamida: gel de
empilhamento (EDTA 4mM, SDS 2%, Trisma base 750mM, pH 6.7) e gel de resolugdo
(EDTA 4mM, SDS 2%, Trisma base 50mM, pH 6.7). A corrida foi efetuada a 200V por
aproximadamente 30min com Tampdo de Corrida (Trisma base 200mM, glicina 1.52M,
EDTA 7.18mM e SDS 0.4%), diluido 1:4. As amostras foram transferidas para uma
membrana de Nitrocelulose (BioRad). A transferéncia foi realizada durante 60min a 30V em

gelo, banhada com Tampé&o de Transferéncia (Trisma base 25mM, glicina 192M).

Ap0s transferéncia, a membrana foi bloqueada com 5% de leite desnatado em soluc¢éo
Tris Salina (TBS) (Trisma base 1M, NaCl 5M, Tween 20 0.5%) overnight a 4°C. A PLCB1 foi
detectada na membrana de Nitrocelulose por incubacdo por 2h, a temperatura ambiente, com
anticorpos monoclonais especificos anti-PLCB1 (Sta Cruz, diluicdo 1:500 em TBS com 3% de
leite desnatado). Em seguida, a membrana foi incubada com o anticorpo policlonal anti-1gG
de camundongo (diluicdo 1:1000 em TBS com 3% de leite desnatado) seguido de exposicédo
por 2h & temperatura ambiente com proteina A marcada com 12 (dilui¢do 1:1000 em TBS
com 1% de leite desnatado). O complexo anticorpo- [I*?°] proteina A foi detectado por

autorradiografia.



2.5 Procedimento Estatistico

Os resultados da Tabela I e das Figuras 1A, 1B e 3 foram expressos em média e erro
padrdo e foi aplicado o teste t (Student) para amostras independentes. O nivel de significancia
adotado foi de p<0.05. Os resultados da secrecdo de insulina (Figura 2) foram expressos em
média e desvio padrdo e analisados por analise de variancia a dois fatores (ANOVA two-
way), seguido de teste de comparagdo multipla de medias. O nivel de significancia adotado

foi de p<0.05. Os dados foram analisados pelo software Statsoft, Tulsa, OK.

3 RESULTADOS

Os ratos mantidos do 28° ao 90° dia com a dieta LP apresentaram reducdo significativa
da albuminemia em 15% quando comparados ao grupo NP (Tab. I). Os niveis séricos de

proteina total também foram reduzidos em 20% em relag&o ao grupo NP (p<0.05).

A Fig. 1A ilustra a massa corpdrea entre os grupos NP e LP mostrando que ndo houve
diferenca significativa entre os grupos até a quinta semana de tratamento experimental. As
diferencas comecaram a ser observadas a partir da 8% semana, quando os animais NP
apresentaram um aumento significativo de 20% da massa corporea ao serem comparados aos
animais LP (p<0.05). Pode-se visualizar, ainda, na Fig. 1B, a velocidade do ganho de massa
corpdrea, mostrando que a velocidade de crescimento do grupo NP foi maior que a velocidade
de crescimento do grupo LP. O grupo NP atingiu a velocidade maxima de crescimento na 72
semana, enquanto o grupo LP, somente na 8% semana. Ademais, observou-se ainda, que o
grupo NP apresentou uma velocidade de crescimento aproximadamente duas vezes maior em

relacdo ao grupo LP na sétima semana.

Na Fig. 2, avaliou-se a secrecdo estatica de insulina por ilhotas provenientes de
animais NP e LP, perfundidas durante 60 min em 8.3 mM de glicose na presenca ou auséncia
do agonista muscarinico CCh 100 uM. Ambos os grupos de ilhotas responderam com uma
elevacdo na secrecdo de insulina, mas o incremento na secrecdo deste hormdnio foi

significativamente maior no grupo NP (p<0.05).

A Fig. 3 demonstrou diminuicdo no conteudo da enzima PLCP1 em ilhotas de

provenientes de ratos LP quando comprada ao grupo NP (p<0.05).



4 DISCUSSAO

Os ratos utilizados nos experimentos, mantidos do 21° ao 90° dia com dieta LP,
apresentaram caracteristicas semelhantes as observadas na desnutricao infantil e em diversos

modelos experimentais com roedores submetidos a restricio proteical®.

Os resultados mostraram diminuicdo na massa corporal e nas concentracdes séricas de
albumina e proteinas plasmaticas no grupo LP, esses dados corroboram com a literatura que
também evidenciou baixos niveis de albumina e proteina sérica em roedores desnutridos * 16
11181920 Esses resultados comprovaram que o protocolo de desnutricdo foi eficiente em

desnutrir os ratos do grupo LP.

Uma vez que o protocolo de desnutricdo foi efetivo, avaliou-se, em ilhotas isoladas
provenientes de animais hipoproteicos, a secre¢do de insulina em 8.3 mM de glicose em
presenca ou auséncia de CCh 100 uM e observou-se que as ilhotas isoladas de ratos LP
secretaram menos insulina em presenca de andlogos da acetilcolina (ACh) quando
comparadas as ilhotas provenientes de animais NP. Esse resultado sugere que a dieta LP pode
ter alterado a cascata enzimatica da ACh-PLCB1-PKC em ilhotas provenientes de ratos LP.
Desta forma, pode-se inferir que a dieta hipoproteica que o animal recebeu durante seu
desenvolvimento modulou vias importantes que, por sua vez, alteraram a secre¢do de insulina
pelas ilhotas LP. Ademais, é provavel que a desnutricdo tenha alterado diversas enzimas-
chave relacionadas a cascata de eventos que culminaram com a reducdo da secrecdo de

insulina no grupo LP.

Com base nos resultados obtidos até 0 momento, foram realizados experimentos para
verificar se a expressdo da enzima PLCB1 (proteina envolvida na via da sinalizacdo da Ach-
PKC) das ilhotas LP poderia realmente estar alterada. Nesse sentido quantificou-se a
expressdo génica da enzima PLCP1 pela técnica de Western Blotting e foi encontrada uma

significativa reducéo na expressao génica dessa proteina nas ilhotas LP.

As alteracdes no conteddo da enzima PLCB1, apresentadas neste modelo experimental,
permitiram explicar, pelo menos em parte, a menor secrecdo de insulina pelas ilhotas de
animais LP quando estimuladas pelo CCh em presenca de glicose. Concluindo, a restrigdo
proteica em fases iniciais da vida pode desencadear alteragdes na expressdo de enzimas-chave
no processo secretorio de insulina e promover, em fases mais tardias do desenvolvimento,

alteracdes na homeostase glicémica do animal.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O periodo de restricdo proteica a que o0s animais foram submetidos alterou
significativamente o0 peso desses e, também, 0s seus parametros bioguimicos sanguineos,
demonstrando que o protocolo de desnutricdo utilizado foi efetivo. A desnutri¢cdo proteica
alterou também a expressao da enzima PLCpB1 envolvida no processo secretério de insulina.
Isso poderia explicar, pelo menos em parte, um dos mecanismos biomoleculares envolvidos
nesse processo traduzido pela reducdo absoluta da secrecdo de insulina pelas ilhotas LP
quando estimuladas com CCh em presenca de glicose. Fica evidente, portanto, que a dieta LP
em fases precoces do desenvolvimento induziu modificacdes na expressao génica de enzimas-
chave no processo secretorio de insulina. Nesse sentido, sugere-se a realizacdo de mais
experimentos nessa area de estudo, objetivando a elucidacdo de outras alteracdes envolvidas

na reducéo da secrecdo de insulina em modelos experimentais de desnutri¢do proteica.
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Tabela I - Parametros bioquimicos avaliados nos ratos NP e LP.

Parametros NP LP
Proteinas séricas totais (g/dl) 50+02 4,0+03%
Albumina sérica (g/dl) 35101 3.0+0,1*

Resultados expressos como média + se; n=10. * Diferencasignificativa (p < 0.05).
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Fig. 1A- Ganho de massa corpérea de ratos machos Wistar de 28 dias Normoprotéicos (M,
n=15) e Hipoprotéicos ([0, n=15), avaliado ao longo de oito semanas. Valores expressos
em média + se. Fig. 1B — Velocidade de ganho de massa corpdrea de ratos machos Wistar

ao longo de oito semanas. * Diferenca significativa (p < 0.05).
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Fig. 2 — Efeito do estimulador CCH (100 puM) na secrecdo de insulina em ilhotas
isoladas de ratos Wistar machos incubadas por 1 h em solucdo de Krebs contendo 2.5
mM de Ca™, em presenca de 8.3 mM de glicose. As barras indicam a média + se;
n=135. Letras diferentes representam diferenca significativa (p < 0.05).
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Fig.3 - Quantificacdo da enzima PLCP1 por densitometria das bandas do gel de
poliacrilamida em ilhotas isoladas de ratos. As barras indicam a média £ se; n=5.
# Diferenca significativa (p < 0.05).



