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TUDO tem o seu tempo determinado, é há tempo para todo o 
propósito debaixo do céu. 

Há tempo de nascer, e tempo de morrer; tempo de plantar, e 

tempo de arrancar o que se plantou; 

 Tempo de matar, e tempo de curar; tempo de derrubar, e tempo 

de edificar;  

Tempo de chorar, e tempo de rir, tempo de prantear, e tempo de 

dançar; 

 Tempo de espalhar pedras, e tempo de ajuntar pedras; tempo de 

abraçar, e tempo de afastar-se de abraçar;  

Tempo de buscar, e tempo de perder; tempo de guardar, e tempo 

de lançar fora; 

 Tempo de rasgar, e tempo de coser; tempo de estar calado, e 

tempo de falar;  

Tempo de amar, e tempo de odiar; tempo de guerra, e tempo de 

paz. 

ECLESIASTE 3:1-8 
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ABSTRACT  

 

 

ABSTRACT 
 

Low protein diet and pregnancy are conditions commonly associated to antagonistic changes 

in insulin secretion. β-cell gap junctions are required for the fine regulation of the insulin 

secretion and adherens junctions and its associated proteins have the crucial role for the 

formation, function and structural maintenance of gap junctions. It has been showed that 

pregnancy increase gap junctional between beta-cells and protein restriction during pregnancy 

reduces adherens junctions-associated protein in placental vessel. Thus the aim of this study 

was to investigate the effect of protein restriction during pregnancy on gene and protein 

expression of gap and adherens junctions in pancreatic islets.  Adult control non-pregnant 

(CN) and control pregnant (CP) rats were fed a normal-protein diet (17%), whereas low-

protein non-pregnant (LPNP) and low protein pregnant (LPP) rats were fed a low-protein diet 

(6%) for 15 d. Islets were isolated for the measurement of insulin secretion, the content of 

Cx36, Cx43, phospho-[Ser279/282]-Cx43 and β-catenin by immunoblotting. The expressions of 

the genes of gap and adherens junctions, and β-actin were evaluated by RT-PCR. Low protein 

diet reduced the Cx36 and β-catenin protein content in pancreatic islets. Pregnancy was 

effective in decreasing Cx36, β-catenin and β-actin transcripts and protein contents of Cx36, 

β-catenin as well as in increasing phospho-[Ser279/282]-Cx43 in control islets, but did not alter 

these genes and proteins expressions in the low protein islets. Insulin secretion was higher in 

pregnant than in non-pregnant rats, independently of nutritional status. Short term protein 

restriction during pregnancy did not promote the expected alterations in the gene and protein 

expression of the gap and adherens junctions in pancreatic islets.  
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RESUMO 

 

RESUMO 

 

A restrição protéica e a prenhez são condições comumente associadas a alterações  

antagônicas na secreção de insulina. As junções comunicantes das células β são requeridas 

para uma regulação precisa da secreção de insulina e as junções aderentes e suas proteínas 

associadas têm uma importância crucial para formação, manutenção estrutural e função das 

junções comunicante. Têm-se mostrado que a prenhez aumenta os acoplamentos das células β 

por meio das junções comunicantes e a restrição protéica durante a prenhez reduz o conteúdo 

de proteínas associadas às junções aderentes nos vasos placentários. O objetivo do estudo foi 

investigar os efeitos da restrição protéica durante a prenhez sobre a expressão gênica e 

protéica das junções comunicantes e aderentes em ilhotas pancreáticas. Ratas dos grupos 

controle não prenhe (CNP) e controle prenhe (CP) foram alimentadas com uma dieta 

normoprotéica (17% de proteína), enquanto ratas dos grupos hipoprotéico não prenhe  

(HPNP) e hipoprotéico prenhe (HPP) foram alimentadas com dieta hipoprotéica (6% de 

proteína) por 15 dias. As ilhotas foram isoladas para medida da secreção de insulina, do 

conteúdo protéico das conexinas 36, 43, 43 fosforilada em resíduos de serina279/282 e β-

catenina por immunoblotting, e da expressão gênica das junções comunicantes, aderentes e da 

β-actina por RT-PCR semiquantitativa. A dieta hipoprotéica reduziu o conteúdo protéico da 

Cx36 e β-catenina em ilhotas pancreáticas. A prenhez diminuiu a trancrição Cx36, β-catenina 

e β-actina e o conteúdo protéico das Cx36 e β-catenina, assim como aumentou o conteúdo 

protéico de Cx43 fosforilada em resíduos de serina279/282 das ilhotas controle, mas não alterou 

a expressão gênica nem protéica das ilhotas mantidas com dieta hipoprotéica. A secreção de 

insulina foi maior em ratas prenhes do que nas não prenhes, independente do estado 

nutricional. A restrição protéica a curto prazo, durante a prenhez, não promoveu as alterações 

esperadas na expressão de genes e proteínas das junções comunicantes e aderentes em ilhotas 

pancreáticas.  
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1.0 INTRODUÇÃO 

 

A secreção normal de insulina requer o funcionamento coordenado das células β das 

ilhotas pancreáticas. Essa coordenação depende de uma rede de comunicação que envolve a 

interação das células com sinais extracelulares e com células vizinhas. Assim, as interações 

celulares mediadas por receptores de superfície, adesões celulares e moléculas de superfície 

regulam o funcionamento dessas células (1,2). 

Como outros tipos de células, as células β aderem intimamente às células vizinhas por 

meio de uma variedade de proteínas de superfície celular (3). Essas proteínas interagem 

seletivamente em domínios restritos da membrana celular e formam as junções intercelulares 

(4). 

As junções celulares compreendem as junções ou canais comunicantes, junções 

aderentes e junções oclusivas. A função das junções celulares é manter a adesão entre as 

células, garantir funcionamento adequado das junções aderentes e junções oclusivas, assim 

como a homeostasia celular, pelas trocas de metabólito e íons entre as células através junções 

comunicantes (4,5). 

As junções comunicantes ou canais intercelulares estão presentes em praticamente 

todos os organismos dos vertebrados (6), interligando as membranas plasmáticas de duas 

células para formar um canal único, onde cada célula contribui com metade do canal chamado 

de hemicanal ou conexon. A interação entre dois conexons no espaço extracelular formam as 

junções comunicantes, permitindo a comunicação direta entre os citoplasmas das células. 

Cada conexon é formado pela oligomerização de seis subunidades de proteínas estruturais 

denominadas conexina(s) Cx(s) (7,8). Este arranjo estrutural caracteriza os tipos de conexons, 

que são classificados como homoméricos, quando formados por um único tipo de Cx, ou 

heteroméricos, quando contêm mais de um tipo de Cx (8,9,10). A acoplagem de dois 

conexons homoméricos compostos das mesmas proteínas produz um canal homotípico, 

enquanto a oligomerização de dois conexons homoméricos e compostos de diferentes tipos de 

Cxs formam um canal heterotípico. Finalmente, a oligomerização de dois conexons 

heteroméricos forma um canal heteromérico (8,9,10) (Figura 1).  
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As Cxs são proteínas integrais de membrana, contendo quatro domínios 

transmembranas, dois extracelulares e três intracelulares. Os domínios intracelulares, que 

contêm uma alça intracelular e segmentos terminais amino e carboxila, são alvos de 

modificações translacionais, importantes para a regulação da atividade do canal. Os domínios 

extracelulares são requeridos para a ancoragem dos conexons (4,6,10,11,12,13,14) (Figura 2). 

                             

Figura 2.  Modelo topográfico para as Cxs. Fonte: Kumar e Gilula, 1996 (6). 

 

Citoplasma 

 

Transmembrana 

 

Extracelular 

 

 Conexina 

 
 

Canal 
Intercelular 

Conexon 
Homomérico 
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                            Canal Homotípico           Canal Heterotípico        Canal Heteromérico 

Figura 1. Diagrama esquemático descrevendo as junções intercelulares. Fonte:              
                Houghton et al. 2005 (10). 
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Há um grande número de Cx expressas no organismo, algumas de forma mais rara, 

outras amplamente difundidas em tecidos e linhagens celulares. Até o momento foram 

caracterizadas 21 Cx em mamíferos incluindo humanos (15,16), sendo as mesmas nomeadas 

de acordo com a sua massa molecular (17,18).  

A Cx36, com peso molecular de 36 kDa,  é expressa em várias regiões do sistema 

nervoso central, na glândula pineal (19,20,21), na retina (22), nas células cromafins das 

glândulas adrenais (23) e nas ilhotas pancreáticas, preferencialmente nas células β 

(23,24,25,26,27). As junções comunicantes formadas pela Cx36 são pequenos canais 

homoméricos que, diferindo das demais isoformas, são bastante permeáveis a pequenas 

moléculas preferencialmente catiônicas (10/15 pS) (28,29). 

Por se tratar da principal isoforma expressa nas células β pancreáticas, a Cx36 é 

fisiologicamente relevante no processo de secreção de insulina. Estudos realizados in vivo 

com ratos knock out para a Cx36 (-/-) e in vitro com linhagens de células produtoras de 

insulina (MIN6 e INS-1E), demonstraram perda na sincronização da secreção de insulina 

induzida pela glicose e das oscilações de Ca2+, indicando que a Cx36 controla o fluxo de 

corrente entre células vizinhas (30,31,32,33). Além disso, ilhotas que não expressam Cx36, 

exibem aumento da secreção basal de insulina similar aquela observada nos estados pré-

diabéticos e nos diabéticos tipo 2, indicando que os sinais dependentes da Cx36 podem ser 

essenciais para a regulação do controle da secreção de insulina (28,31,34,35). 

Estudos in vitro têm mostrado que o controle da secreção desempenhado pela Cx36 

não é obtido quando a mesma é substituída por outras Cxs (36,37) e que o excesso da Cx36 

também tem um efeito deletério sobre a secreção de insulina (36,38,39). Finalmente, estudos 

têm mostrado que a Cx36 é necessária para a secreção de insulina, possivelmente pelo efeito 

proeminente sobre a sincronização da função da célula β pancreática (40). 

A Cx43, com peso molecular de 43 kDa (38,41), permite a passagem de metabólitos 

de até 200 pS (42). O miocárdio ventricular é o principal tecido que expressa a Cx43, sendo 

esta proteína predominantemente localizada no sarcolema (43,44), embora sua presença seja 

também observada em várias glândulas secretoras endócrinas (45). No pâncreas, a Cx43 se 

localiza entre os fibroblastos ao redor dos ductos interlobulares e entre as células endoteliais 

dos vasos nas porções endócrina e exócrina do pâncreas (45,46,47). 

Linhagens de células secretoras de insulina que não expressam Cx43, exibem redução 

do conteúdo de insulina, perda da responsividade às concentrações fisiológicas de glicose e 

incapacidade de trocar moléculas citoplasmáticas através do acoplamento juncional (38,48). A 

transfecção dessas células com genes que codificam a Cx43 proporcionou o acoplamento 
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juncional mediado pela expressão da Cx43 e resultou na modificação da expressão do gene da 

insulina e do armazenamento da insulina (49). Células que apresentavam um modesto 

acoplamento juncional e uma expressão de Cx43 similar àquelas observadas em células β 

nativas tiveram características secretórias significativamente melhoradas (38,50). Esses 

achados indicam que a expressão adequada da Cx43 e o acoplamento juncional proporcionado 

pelas mesmas são requeridos para o funcionamento apropriado das células produtoras de 

insulina (38,48,50,51). 

As comunicações intercelulares podem ser reguladas em vários níveis: transcrição, 

tradução, transporte das Cxs para membrana plasmática onde se reúnem para formar os 

conexons, reunião dos conexons para formar os canais, abertura/fechamento dos canais 

funcionais, desacoplamento e degradação das Cxs (52,53).  

As Cx podem sofrer vários tipos de modificações pós-traducionais, sendo a 

fosforilação a modificação mais estudada. Esse evento tem sido observado em pelo menos 

nove tipos de Cxs, incluindo a Cx43, sendo essencial para o controle apropriado da formação 

e modulação da função das junções comunicantes. As Cxs podem ser fosforiladas por 

diferentes tipos de quinases, incluindo Src (proteína quinase oncogênica), PKC (proteína 

quinase C), MAPK (mitogen-actived proteins ou proteínas quinases ativadas por mitógenos), 

resultando nas modificações pós-traducionais supracitadas (54,55,56).  

Outras proteínas de membrana que participam da interação direta entre as células β 

pancreáticas e parecem contribuir para o controle da secreção de insulina são as caderinas e as 

cateninas (4,57).  

As caderinas fazem parte de uma família de glicoproteínas transmembrana 

responsáveis pelo importante papel de regulação da adesão e motilidade celular (58,59,60). As 

caderinas interagem com os componentes citoplasmáticos α-, β- e γ-cateninas que medeiam à 

ligação aos filamentos de actina do citoesqueleto (61,62,63,64) (Figura 3).  

 

Figura 3. Representação gráfica da organização celular e molecular das junções intercelulares. 
Adaptado de Giepmans et al. 2004(4). 
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Além da função de formarem as junções aderentes, este complexo caderina/catenina é 

utilizado para transmitir sinais a células vizinhas através de interações com receptores do fator 

de crescimento epidermal (65).  

Existe uma interdependência entre as junções comunicantes e aderentes, uma vez que 

a alteração da expressão de proteínas formadoras das junções aderentes, afeta a montagem das 

junções comunicantes e o acoplamento celular mediado por essa junção (5,66). 

Além da importância da junção aderente para a manutenção da estrutura e função das 

junções comunicantes, estudos também têm indicado a relevância da adesão celular mediada 

por esta junção intercelular no pâncreas endócrino, para a adequada secreção de insulina 

(67,68). 

Condições que estimulam a secreção de insulina, como a prenhez e o tratamento 

crônico com prolactina, aumentam a expressão das junções comunicantes e aderentes nas 

ilhotas pancreáticas (69). O aumento das junções intercelulares tem sido considerado um dos 

processos adaptativos que garante o suprimento adequado da insulina e conseqüentemente, a 

manutenção da homeostase glicêmica, condição essencial para o desenvolvimento normal do 

feto e prevenção do diabetes gestacional (70). 

Por outro lado, a deficiência de proteína dietética durante a prenhez altera a 

integridade dos vasos sanguíneos placentários à custa da redução das junções aderentes (71). 

É possível que a restrição protéica durante a prenhez modifique as junções célula-célula das 

ilhotas pancreáticas e contribuam para anormalidades na secreção de insulina.  
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2.0 JUSTIFICATIVA 

 

Restrição protéica e gravidez são condições usualmente associadas a alterações 

antagônicas na secreção de insulina. Na restrição protéica verifica-se baixa secreção de 

insulina que tem sido atribuída a alterações estruturais e funcionais tais como: redução do 

tamanho das células β (72), metabolismo da glicose inadequado (73,74), movimentação de 

cálcio diminuída (75,76) e alterações nas vias da Fosfolipase C (PLC)/Proteína quinase C 

(PKC) e AMPc/Proteína quinase A (PKA) (77,78). Por outro lado, na gravidez observa-se um 

aumento da secreção da insulina e redução do limiar da glicose necessário para secreção desse 

hormônio (79,80), devido, entre outros fatores, ao aumento do metabolismo da glicose e da 

atividade das vias da PLC e AMPc, (81,82,83,84) bem como da proliferação das células β  e 

volume da ilhotas (85), da síntese de insulina (86) e do acoplamento das junções intercelulares 

entre as células β (87).  

Estudos têm sugerido que as junções comunicantes são requeridas para regulação da 

biossíntese, estocagem e secreção de insulina, e que as junções aderentes e suas proteínas 

associadas, são cruciais para a função e manutenção estrutural das junções comunicantes 

(24,38,39,40). Alterações nas junções comunicantes podem prejudicar a capacidade 

proliferativa e funcional das ilhotas pancreáticas (87).  

A incapacidade das ilhotas maternas em responderem ao aumento da demanda da 

insulina na gravidez se constitui em ameaça para o bem estar da mãe e do feto. Assim, o 

presente estudo investigou a expressão de genes e proteínas associadas às junções 

comunicantes em ilhotas pancreáticas de ratas prenhes submetidas à restrição protéica. É 

importante ressaltar que esta é a primeira descrição da expressão desses genes e proteínas no 

referido modelo experimental. 
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3.0 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar os efeitos da restrição protéica durante a prenhez sobre a expressão de genes e 

de proteínas integrantes das junções comunicantes e aderentes, e do citoesqueleto em 

ilhotas pancreáticas. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

A. Determinar o efeito da restrição protéica sobre o consumo alimentar, ganho de peso e 

peso final de ratas prenhes. 

B. Determinar o efeito da restrição protéica sobre a glicemia e insulinemia de jejum de 

ratas prenhes. 

C. Verificar o efeito da restrição protéica sobre a secreção de insulina em resposta à 

glicose em concentração basal e fisiológica por ilhotas de ratas prenhes. 

D. Determinar a expressão gênica da Cx36, Cx43, β-catenina e β-actina em ilhotas de 

ratas prenhes submetidas à restrição protéica. 

E. Quantificar a expressão das proteínas Cx36, Cx43 e β-catenina em ilhotas de ratas 

prenhes submetidas à restrição protéica. 
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4.0 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

O presente estudo foi conduzido no Laboratório de Avaliação Biológica de Alimentos 

do Departamento de Alimentos e Nutrição, Faculdade de Nutrição, juntamente com os 

laboratórios de Investigação Médica, Faculdade de Medicina, e Laboratório de Biologia 

Molecular Veterinária, Faculdade de Medicina Veterinária, da Universidade Federal de Mato 

Grosso. 

4.1 Animais 

 

Foram utilizadas ratas adultas virgens, da linhagem Wistar (Rattus norvegicus, 

variedade Albinos, ordem Rodentia Mammalia, família Muridae), com 90 dias de idade, 

provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Mato Grosso.  

As ratas foram acasaladas com machos adultos da mesma linhagem e a prenhez foi 

confirmada pela presença de espermatozóides no esfregaço vaginal. As fêmeas prenhes foram 

pesadas e separadas aleatoriamente, sendo mantidas do primeiro até o 15o dia de prenhez com 

dieta isocalórica contendo 6% de proteína (dieta hipoprotéica) ou 17% de proteína (dieta 

controle).  

Quatro grupos de ratas foram usados neste estudo: grupo controle não prenhe (CNP) e 

controle prenhe (CP), alimentados com dieta controle, e grupo hipoprotéico não prenhe 

(HPNP) e hipoprotéico prenhe (HPP), alimentados com dieta hipoprotéica. Durante o período 

experimental, as ratas receberam dieta e água ad libitum e foram mantidas sob condições 

padrão de luminosidade (ciclo de 12 h claro/escuro) e de temperatura a 22ºC.  

Foi adotado o experimento fatorial 2 x 2, testando os fatores estado nutricional e 

estado fisiológico. Assim, foram avaliados 4 grupos: Controle Não Prenhe (CNP); Controle 

Prenhe (CP); Hipoprotéico Não Prenhe (HPNP) e Hipoprotéico Prenhe (HPP). 

 

4.2 Composição das dietas 

 

A dieta normoprotéica cuja composição encontra-se descrita na Tabela 1, seguiu as 

recomendações do American Institute of Nutrition (AIN-93) para roedores nas fases de 

prenhez, lactação e crescimento. A dieta hipoprotéica teve a proteína substituída por 
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carboidratos, sendo mantidas as devidas proporções de amido, dextrina e sacarose, bem como 

a de L-cistina, em relação ao teor de caseína e às concentrações dos demais nutrientes, sendo 

portanto, isocalóricas (3,76 Kcal/g). 

 

Tabela 1: Composição das dietas controle e hipoprotéica (g/kg)
1 

 

Ingredientes 

Dieta Controle 

(17% de proteína) 

Hipoprotéica 

(6% de proteína) 

Caseína (84% de 

proteína)** 

202,2 71,5 

Amido 397,0 480,0 

Dextrina 130,5 159,0 

Sacarose 100,0 121,0 

L-cistina 3,0 1,0 

Fibra (microcelulose) 50,0 50,0 

Óleo de soja 70,0 70,0 

Mistura de sais 

AIN93G*** 

35,0 35,0 

Mistura de vitaminas 10,0 10,0 

AIN93G***   

Bitartarato de colina 2,5 2,5 

**Valores corrigidos em função do conteúdo de proteína da caseína. 

***Composição detalhada dada por Reeves et al. 1993(88).  

 

Os ingredientes secos foram pesados em balança analítica marca Marte, modelo A 

500, com precisão de 0,01 g, peneirados (malha 200) e homogeneizados. As dietas foram 

preparadas em quantidade suficiente para todo o estudo, peletizadas e acondicionadas em 

recipientes de polipropileno, hermeticamente fechados e armazenadas a 5ºC. 

 

4.3 Procedimentos experimentais 

 

O consumo alimentar e o peso corporal das ratas foram registrados a cada dois dias e a 

ingestão alimentar absoluta foi calculada pela diferença obtida entre a quantidade de dieta 



 

30 

oferecida e a dieta rejeitada após 48 h. No décimo quinto dia foram realizados todos os 

procedimentos experimentais. 

Todos os experimentos foram dirigidos por princípios de boas práticas de laboratório e 

procedimentos científicos, seguindo o guia prático do manual de biotério do International 

Committee on Laboratory Animals (ICLA) (COBEA). Em todos os casos, as ratas foram 

anestesiadas com CO2, em seguida decapitadas e o sangue coletado para as determinações 

bioquímica e hormonal, sendo estocado a -80ºC. 

 

4.4  Isolamento de ilhotas pancreáticas e secreção estática de insulina 

 

Após a eutanásia por decapitação o pâncreas foi removido e digerido pelo método da 

colagenase, como descrito por Boschero et al. (1995)(89). Grupos de cinco ilhotas foram 

incubados por 90 min a 37ºC em tampão de Krebs-bicarbonato contendo glicose (5,6 e 8,3 

mmol/L) equilibrado com uma mistura de 95% O2 - 5% CO2 para manutenção do pH de 7,4. 

O meio de incubação continha (mmol/L): NaCl 115, KCl 5, CaCl2 2,56, MgCl2 1, NaHCO3 24 

e albumina bovina (3 g/L). A insulina liberada foi determinada por radioimunoensaio usando 

insulina de rato como padrão. 

 

4.5 Western blotting 

 

4.5.1 Immunoblotting 

 

Grupos de 1000 ilhotas foram ressuspensas em 100 µL de tampão de homogeneização 

contendo inibidor de proteases, anti-fosfatases e triton-X 1% (90,91) e sonicadas, sendo a 

quantidade total de proteínas determinada pelo método do biureto. Amostras contendo 200 µg 

de proteína foram incubadas por 1 h a 37ºC, em banho, com tampão Laemlli 4X concentrado 

(1mmol/L de fosfato de sódio, pH 7,8, 0,1% azul de bromofenol,  50%  glicerol,  10%  SDS,  

2%  mercaptoetanol) (4:1,v/v)  e  a  corrida realizada em gel de poliacrilamida (12%), com 

voltagem fixa de  120 V por 90 min, em tampão de corrida.  

Para Cx36 e β-catenina a eletrotransferência para membranas de nitrocelulose (Bio-

Rad) foi feita por 2 h a 120V em tampão contendo Trisma base 25mM, glicina 192 mM, 

metanol 20% e SDS 0,02%. Para a Cx43, o tampão de transferência foi feito sem a adição de 
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metanol e SDS. Todo o processo de corrida e transferência foram realizadas no gelo. Depois 

de checada a eficiência da transferência pela coloração da membrana com Ponceau, as 

membranas foram bloqueadas com albumina 5% em TTBS (10 mmol de Tris/L; 150 mmol de 

NaCl/L; 0,5% Tween 20), overnight, sob agitação e a 4ºC, para diminuir a ligação 

inespecífica de proteínas. A seguir, as membranas foram lavadas com solução basal em três 

sessões de 10 min, a temperatura ambiente, para incubação dos anticorpos primários.  

As Cx36 e 43 fosforilada em resíduos de serina279/282 (Santa Cruz) e β-catenina 

(Zymed) foram detectadas nas membranas após 2 h de incubação em temperatura ambiente 

com anticorpo específico, diluídos 1:500, 1:1000 e 1:1000, respectivamente, em TTBS 

contendo 3% de albumina. As membranas foram então lavadas, com TTBS, 5 min, por 3 

vezes, sob agitação. Em seguida foram incubadas por 1 h e 30 min, com os respectivos 

anticorpos secundários (Rabbit Anti-Goat IgG HRP – Zymed – 1620, diluições 1:1000 e 

1:1500  e Goat Anti-Mouse IgG HRP- Zymed – 816520, diluído 1:3000). As diluições foram 

feitas em TTBS com 3% de albumina.  

A detecção foi feita por quimiluminescência (SuperSignal West Pico, Pierce) após 

incubação com anticorpo secundário (HRP-horseradish peroxidase-conjugated). A 

intensidade das bandas foi determinada por leitura das autoradiografias reveladas, por 

densiometria ótica, utilizando um scanner (HP 3400) e o programa Scion Image (Scion 

Corporation). Os dados numéricos obtidos, correspondentes às bandas protéicas foram 

comparados estatisticamente como descritos posteriormente. 

 

4.5.2 Imunoprecipitado 

  

Para a determinação da Cx43 (Zymed), foi realizado o procedimento de 

imunoprecipitação das ilhotas. Aproximadamente 1000 ilhotas foram homogeneizadas em 

tampão de extração para imunoprecipitado contendo Tris-HCl (pH 7,4), 100 mmol/L 

pirosfosfato de sódio, 100 mmol/L fluoreto de sódio, 10 mmol/L EDTA, 10 mmol/L 

ortovanadato de sódio, 2,0 mmol/L PMSF e 0,1 mg  aprotinina/mL e homogeneizado durante 

20 s, a 4ºC utilizando sonicador. Foi adicionado ao homogeneizado, Triton X-100 a 1%, 

sendo agitado manualmente e armazenado no -80ºC. Posteriormente, a quantidade total de 

proteína foi determinada pelo método do biureto. 

Alíquotas com 200 µg de proteína foram adicionadas a eppendorfs juntamente com 10 

µL de anticorpo primário e 200 µL de tampão de imunoprecipitado, para garantir 
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homogeneização adequada e mantida overnight a  -4ºC. No dia seguinte foram adicionados às 

amostras 40 µL de Proteína A Shepharose 5MB (GE Healthcare), que foram mantidas em 

geladeira por 2 h sob agitação constante. 

As amostras foram centrifugadas a 8.000 x g durante 20 min a 4ºC. Os 

imunocomplexos foram lavados por três vezes com tampão de lavagem contendo 

ortovanadato de sódio 2 mM, Trisma 100 mM, EDTA 1 mM, Triton 0,5%. O pellet foi 

ressuspenso em 20 µL de Laemmli contendo DTT e mantido em banho a 37ºC por 1 h. A 

seguir, as proteínas foram separadas por SDS-PAGE, transferidas para a membrana de 

nitrocelulose, conforme descrito anteriormente. 

 

4.6 RT-PCR 

 

4.6.1 Extração do RNA de Ilhotas Pancreáticas 

 

Aproximadamente 1000 ilhotas foram acondicionadas em eppendorf contendo 1 mL 

de Trizol (Gibco), mantidas a temperatura ambiente por 20 min para completa dissociação dos 

complexos núcleo-protéicos presentes na solução, e em seguida homogeneizadas no vórtex, 

por aproximadamente 10 s. Após homogeneização, foram adicionados a cada amostra 200 µL 

de clorofórmio (JT.Baker) e a mesma quantidade de solução salina (0,9%) preparada com 

água DEPC e autoclavada. Os tubos foram tampados e homogeneizados vigorosamente por 15 

s. Após incubação por 2-3 min à temperatura ambiente (30ºC), as amostras foram 

centrifugadas por 15 min, a 4ºC, a 12.000 x g. O volume correspondente à fase aquosa foi 

transferido para outro eppendorf  e o conteúdo de RNA foi precipitado com 500 µL de álcool 

isopropílico (JT.Baker). As amostras foram incubadas a temperatura ambiente (30ºC) por 10 

min, sendo novamente centrifugadas a 12.000 x g por 10 min a 4ºC e o sobrenadante 

removido. Os pelletes contendo RNA foram lavados com 500 µL etanol a 75% (JT.Baker) 

gelado e centrifugado a 8.500 x g por 5 min a 4ºC por três vezes.  Os eppendorfs vertidos para 

retirada do excesso de etanol e deixados a temperatura ambiente por 10 min para a secagem 

do pellet. As amostras foram ressuspensas em 10 µL de água DEPC, agitadas manualmente e 

em vórtex e posteriormente aquecidas em banho a 60ºC por 10 min e armazenadas a -20ºC a 

curto prazo ou -80ºC a longo prazo. 
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4.6.2 Análise da Integridade do RNA 

 

Para a quantificação das amostras, as mesmas foram diluídas e submetidas à leitura em 

espectrofotômetro (UV – Mini1240 Shimadzu) nos comprimentos de onda de 230, 260 e 280 

nm. Os valores de absorbância a 260 nm foram utilizados para o cálculo da concentração do 

ácido nucléico. Os valores da relação das absorbâncias a 230/260 e 280/260 nm foram 

utilizados como indicativos da qualidade do RNA com relação à contaminação com fenol e 

proteínas, respectivamente. Não foram utilizadas amostras cuja relação 230/260 fosse menor 

do que 1,9 ou com relação 280/260 menor do que 1,6. 

Para analisar a integridade do RNA extraído, utilizou-se gel de agarose a 1,5% 

(Sigma) diluído em tampão MOPS 10X (0,2 mM MOPS, 0,1 mM acetato de sódio e 0,5 mM 

EDTA) e 10% de formaldeído (J.T Baker) (Figura 4). 

Para a visualização das bandas das subunidades 28S e 18S do RNA total extraído, 2 

µg de RNA foram incubadas por 15 min a 56ºC, em banho, com tampão contendo: 12% de 

ácido 3 (N-Morfolino) propanosulfônico (MOPS buffer) 10X, 21% de formaldeído a 37%, 

60% formamida, 1 µg/µL de brometo de etídio (USB) e 1 µL de tampão de corrida (40% 

sacarose, 2,5 mM EDTA e 0,25% de azul de bromofenol). 

Após incubação, as amostras foram mantidas em banho de gelo por 5 min e 

posteriormente aplicadas em gel de agarose. A corrida eletroforética (Power Pac HC- Bio 

Rad) procedeu-se a 50 V por 1 h, com tampão MOPS 1X. Para a visualização do gel contendo 

o RNA utilizou-se um transiluminador com luz ultravioleta (LOCUS). 

 

 

 

                                            CNP           CP          HPNP       HPP  

Figura 4. Demonstração da integridade do RNA extraído das ilhotas pancreáticas dos 

diferentes grupos experimentais: CNP, CP, HPNP e HPP. A integridade do RNA é 

comprovada pela visualização das bandas das subunidades 18S e 28S. 

 

__28S 

 

__18S 
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4.6.3 Análise por RT- PCR semiquantitativo 

 

Amostras de 2 µg de RNA foram submetidas à reação de transcrição reversa, em um 

volume final de 20 µL. Para isso, foram adicionados: 50% (v/v) PCR buffer 10X (Invitrogen),  

DNase 1 U (Invitrogen), água DEPC q.s.p 10 µL e posteriormente, as amostras foram 

incubadas a 37ºC por 30 min em termociclador (Matercycler Personal - Eppendorf). Foi 

adicionado 1 mM de EDTA (20 mM) (Invitrogen) e as amostras incubadas por mais 10 min a 

65ºC. Em seguida, às amostras foram acrescidas de 0,25 µg/µL de Oligo dTprimer 

(Invitrogen) e incubadas por mais 10 min a 70ºC. Removidas do termociclador, as amostras 

foram acondicionadas em recipientes contendo gelo e acrescidas de 100% (v/v) First stand 

buffer 5X (Invitrogen), 0,01 mM DTT (0,1mM), 2 mM dNTP (10mM) e 1 U da enzima 

SuperScript III (200U/µL-Invitrogen). Em seguida, foram novamente incubadas em 

termociclador por 50 min a 42ºC.  

A partir dos cDNAs obtidos, foi realizada a técnica de RT-PCR semiquantitativo (92). 

Para cada par de primer, foram realizadas curvas das concentrações de cloreto de magnésio 

(MgCl2) (Invitrogen), primers (Prodimol) (Tabela 2) e números de ciclos, feitas com 5 pontos 

para cada parâmetro testado. Após obtenção das curvas, os experimentos foram realizados 

com o ponto que antecedeu a saturação (platô).  

As concentrações de MgCl2 testadas foram 1 mM; 1,5 mM; 2 mM; 3 mM e 5 mM. As 

concentrações de primers foram 0,05µM; 0,075 µM; 0,15 µM; 0,6 µM e 0,3 µM. Os ciclos 

utilizados foram 24, 27, 30, 33 e 36.  

 

Tabela 2: Lista de oligonucleotídeos utilizados. 

     cDNA Forward Primer 
(5’-3’) 

Reverse Primer 
(5’-3’) 

Tm Produto 
bp 

Cx36- 
Ref|NM_019281.1 

CGGTGTACGATGATGAGCAG GAGTACCGGCGTTCTCTCTG 62ºC 199 

Cx43- 
Ref|NM_012567 

CCGACGACAACCAGAATGCC 
 

CTTGGGATAGCTGGGCGGAAC 50ºC 321 

ββββ-catenina- 
Ref|NM_053357.2 

GCCAGTGGATTCCGTACTGT GAGCTTGCTTTCCTGATTGC 
 

45ºC 202 

ββββ-actina- 
Ref|NC_005111.2 

CAACCTTCTTGCAGCTCCTC 
 

TTCTGACCCATACCCACCAT 
 

48ºC 201 

RPS29- 
Ref|NM_012876.1 

CTGAAGGCAAGATGGGTCAC CCATTCAGGTCGCTTAGTCC 
 

48ºC 195 

bp: pares de bases 
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Tm: Temperatura de anelamento. 

A reação de RT-PCR foi realizada em um volume final de 15 µL, utilizando 1 µL de 

cDNA como molde. As condições ótimas padronizadas para cada par de primer foram as 

seguintes: 100% (v/v) de PCR buffer 10X (Invitrogen), 1 mM de MgCl2 (Invitrogen), 2 mM 

dNTPs Mix (Invitrogen), a concentração de primer variou de acordo com os genes de 

interesse e controle: Cx43 (0,15 µM), Cx36 (0,6 µM) , β-catenina (0,3 µM), β-actina (0,3 

µM) e RPS-29 (controle interno)-(0,075 µM) e 1U Taq polymerase (5 U/µL)(Invitrogen). A 

amplificação ótima foi observada em 27 ciclos para os seguintes genes:  Cx43, β-catenina, β-

actina e RPS-29; e para a Cx36 o número de ciclos foi de 35.  

As reações foram realizadas em um termociclador da marca Mastercycler Personal-

Eppendorf, sendo as condições de amplificação as seguintes: um ciclo de 5 min a 94ºC, um 

ciclo de 2 min com a temperatura de anneling do primer (Tabela2) correspondente e um ciclo 

1 min a 72ºC; seguiram-se 27-35 ciclos a 94ºC por 45s , temperatura de annealing por 45s e 

72ºC por 1 min, finalizando com um ciclo a 72ºC por 10 min e 1 ciclo a 4ºC por 20 min.   

Utilizamos o cérebro e o coração, que são conhecidos por expressarem grandes 

quantidades de Cx36, Cx43 e β-catenina, respectivamente, como controle positivo da reação. 

Como controle negativo, utilizamos o coração e o fígado, quando avaliamos a expressão da 

Cx36 e Cx43, respectivamente. 

Para a visualização do produto amplificado, foi utilizado gel de agarose 1,2% diluído 

em tampão TBE 1X, sendo a corrida eletroforética realizada com voltagem fixa de 50V por 

aproximadamente 1 h. 

As imagens dos géis foram capturadas pelo Sistema de Fotodocumentação da LOCUS 

Biotecnologia, sendo as bandas quantificadas utilizando-se o programa Scion Imagen, obtido 

da Scion Corporation. 

 

4.7 Determinação Bioquímica e Hormonal 

 

4.7.1 Glicose 

 

A glicemia foi determinada pelo método da glicose oxidase-peroxidase (93). As 

absorbâncias das amostras foram lidas em espectrofotômetro modelo 395, marca Micronal, 

em comprimento de onda de 505 nm. Os resultados foram expressos em mmol/L. 
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4.7.2 Insulina  

 

A insulinemia e a insulina secretada por ilhotas isoladas foram determinadas por 

radioimunoensaio de acordo com o método descrito por Scott et al. (1981)(94). Foram 

transferidas alíquotas de 0,1 mL das amostras desconhecidas (em duplicata) as quais 

receberam, a seguir, 0,2 mL de uma solução contendo anticorpo anti-insulina (1:200) e 

insulina marcada com 125I (traçador) em tampão fosfato pH 7,4, acrescido de NaCl 0,9% e 

albumina 0,5%. Em seguida, foram preparados os seguintes controles: 

 

a) Três tubos (Totais) que receberam somente 0,2 mL do tampão fosfato contendo 

insulina marcada com 125I para averiguação da radiação máxima; 

b) Três tubos (Ligação não específica) contendo 0,2 mL do tampão fosfato contendo 

insulina marcada com 125I e 0,1 mL de tampão fosfato, para determinar possíveis 

interferências no ensaio pelos componentes do tampão; 

c) Três tubos (Referência) contendo 0,2 mL de solução tampão fosfato contendo 

insulina marcada com 125I e anticorpo anti-insulina e 0,1 mL de tampão fosfato, 

constituindo assim o zero de insulina da curva padrão. 

 

Em seguida, preparou-se também em triplicata, uma série de tubos (curva padrão), 

contendo 0,1 mL de insulina conhecida nas seguintes concentrações: 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 solução 

tampão fosfato contendo insulina marcada 125I e anticorpo anti-insulina. Em seguida, 

amostras, controle e curva padrão foram agitados em vórtex e estocados a 4 °C, durante 48 h. 

Após este período de incubação, com exceção dos totais para análise da radiação máxima, 

todos os outros tubos receberam 0,2 mL de uma solução contendo 2,5% de carvão (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 (800 x g) a 4°C. O sobrenadante foi descartado e 

a radioatividade contida em cada tubo foi avaliada em contador de radiação gama. Os três 

tubos elaborados para análise da radiação máxima não tiveram o sobrenadante descartado, 

sendo as radiações dos mesmos avaliados diretamente. Com base nos valores obtidos nos 
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tubos contendo insulina conhecida elaborou-se a curva padrão que foi utilizada para a 

avaliação dos valores desconhecidos das amostras. Os resultados foram expressos em pmol/L. 

 

4.8 Análise Estatística 

 

Os resultados foram apresentados em média ± desvio padrão do número de animais ou 

experimentos. Para ilhotas, o n se refere ao número de experimentos realizados. Inicialmente 

foi aplicado o teste de Levene para verificar a homogeneidade das variâncias. Os resultados 

com variâncias heterogêneas e sem distribuição normal foram transformados (logarítimica- 

Log10 ou Ln da variável) para correção da heterogeneidade ou anormalidade (95). Em seguida 

os resultados foram analisados por análise de variância (ANOVA) a dois fatores (estado 

nutricional e estado fisiológico). Quando necessário, estas análises foram complementadas 

pelo teste de comparação múltipla de média LSD. O nível de significância foi estabelecido em 

P< 0,05.  

Para análise dos resultados utilizou-se o programa "Statistic for Windows", versão 4.3, 

1993 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA).  
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5. RESULTADOS  

 

Sabendo-se que a restrição protéica provoca alterações em indicadores bioquímicos, 

hormonais e nutricionais, nos propomos a estudar as variáveis listadas na tabela 3. A ingestão 

alimentar foi modificada pelo estado nutricional (F1,66 = 15,26; P < 0,0001), pela prenhez 

(F1,66 = 33,66; P < 0,0001), bem como pela interação entre esses fatores (F1,66 = 8,08; P < 

0,001). Em ratas do grupo HPNP a ingestão alimentar foi maior em relação ao grupo CNP.  O 

consumo alimentar dos grupos HPP e CP foram similar e maior que seus respectivos controles 

(HPNP e CNP). Independente do estado nutricional, ratas prenhes tiveram maior ganho de 

peso e peso final (F1,66 = 532,97; P < 0,0001 e F1,66 = 41,36; P < 0,0001, respectivamente) e 

menor concentração de glicose sérica (F1,23 = 5,80; P < 0,05) do que em ratas não prenhes. As 

concentrações séricas de insulina e a razão insulina:glicose não diferiram entre os grupos. 

 

Tabela 3: Indicadores nutricional, bioquímico e hormonal de ratas prenhes e não prenhes que 

consumiram dieta controle (CNP e CP) e hipoprotéica (HPNP e HPP).  

Grupos 
Variáveis 

CNP CP HPNP HPP 

Consumo alimentar (g) 203±40c 
(18) 

282±44ab 
(15) 

265±18b 
(12) 

292±37a 
(25) 

Ganho de peso corporal(g) 27±9 
(18) 

84±12# 

(15) 
22±5 
(12) 

80±12# 
(25) 

Peso corporal final (g) 266±22 
(18) 

306±24# 
(15) 

267±15 
(12) 

307±31# 
(25) 

Glicose sérica (mmol/L) 
 
Insulina sérica (pmol/L) 
 
Razão insulina:glicose 

4,40±1,50 
(7) 

137±86 
(7) 

30±14 
(7) 

3,10±0,2# 
(6) 

197±132 
(6) 

65±45 
(6) 

3,93±1,35 
(6) 

160±66 
(6) 

45±23 
(6) 

3,21±0,67# 
(8) 

204±156 
(8) 

63±43 
(8) 

 

Valores expressos em médias± desvios padrões do número de ratas entre parênteses. 
Letras diferentes indicam diferenças estatísticas, P < 0,05. 
# Valores médios diferentes em relação as não prenhes. 
 

A secreção de insulina em ratas HPNP foi menor em relação aos grupos HPP, CP e 

CNP em resposta ao estímulo com 5,6 mmol/L de glicose , mostrando que a desnutrição 

durante a prenhez não foi capaz de prejudicar a secreção de insulina (Figura 5A). A prenhez 

aumentou a secreção de insulina em resposta ao estímulo com 8,3 mmol/L glicose 

independente do estado nutricional (F1,36 = 90,30; P < 0,001) (Figura 5B). 
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Figura 5- Secreção de insulina estimulada por glicose por ilhotas pancreáticas de ratas CNP, 

CP, HPNP e HPP. Grupos de 5 ilhotas foram incubadas por 90 min em meio Krebs-

bicarbonato contendo 5,6 (A) and 8,3 (B) mmol de glicose/L. As colunas representam a 

secreção de insulina em 90-min e são representadas em valores médios±desvios padrões de 5-

9 experimentos independentes. Letras diferentes indicam diferenças estatísticas, P < 0,05. 

# Indica diferença em relação aos grupos não prenhes. 
 

Conforme ilustrado nas Figuras 6A e 6B, não foi detectada expressão do RNAm e de 

proteína Cx36 no coração (um tecido que reconhecidamente não expressa esse gene) sendo, 

no entanto, detectadas no cérebro e ilhotas. A expressão de RNAm e proteína da Cx36 em 

ilhotas pancreáticas foram modificados pelo estado nutricional (F1,11 =23,22; P < 0,001,  F1,8 = 

5,90; P < 0,05, respectivamente), pelo estado fisiológico (F1,11 = 28,94;  P < 0,001, F1,8 = 

17,16;  P < 0,01) e pelo efeito interativo entre esses fatores (F1,11 = 15,48;  P < 0,01, F1,8 = 

8,64;  P < 0,01). Assim, a expressão do RNAm e conteúdo protéico da Cx36 em ilhotas do 

grupo HPNP foi menor quando comparado com  ilhotas do grupo CNP. A prenhez diminuiu a 

expressão do RNAm e do conteúdo protéico da Cx36 em ilhotas do grupo controle, o que não 

foi observado para o grupo com dieta hipoprotéica (Figuras 6C e 6D). 
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Figura 6 - Expressão do RNAm e protéica da Cx36 em ilhotas de ratas CNP, CP, HPNP e 

HPP. (A) Expressão do RNAm da Cx36 RNAm em amostras de coração (controle negativo), 

cérebro (controle positivo) e ilhotas pancreáticas. (B) Conteúdo protéico da Cx36 em 

amostras de coração (controle negativo), cérebro (controle positivo) e ilhotas pancreáticas.  

(C) Expressão do RNAm da Cx36 em ilhotas de ratas prenhes e não prenhes mantidas com 

dieta controle e hipoprotéica. As concentrações do RNAm da Cx36 foram expressas em 

relação ao RNAm do RPS-29 (gene controle). (D) Conteúdo protéico da Cx36 de ilhotas de 

ratas prenhes e não prenhes mantidas com dieta controle e hipoprotéica. As colunas 

representam as médias±desvios padrões de 3-5 experimentos independentes. Letras diferentes 

indicam diferenças estatísticas, P < 0,05. 

A capacidade da expressão do RNAm e do conteúdo protéico da Cx43 foi testada no 

fígado (controle negativo) e coração (controle positivo). Conforme revelado nas figuras 7A e 

7B, RNAm e conteúdo protéico da Cx43 não foram detectados no fígado, mas detectadas no 

coração e ilhotas. A análise de variância, mostrou uma menor expressão do RNAm da Cx43, 

nos grupos submetidos a restrição protéica (F1, 10 = 13,54; P < 0,01) independente do seu 

estado fisiológico (prenhez). O estado fisiológico e a interação (estado nutricional x estado 

fisiológico)  não interferiram na expressão do RNAm da Cx43 (F1,10=1,78; p=0.21, F1,10=3,74; 

p=0.08)  (Figura 7C). O conteúdo protéico da Cx43 não diferiu entre os grupos experimentais 

(Figura 7D). No entanto, quando avaliamos a Cx43 fosforilada em resíduos de serina279/282  
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observamos efeito do estado nutricional (F1, 13 = 29.48; P < 0,0001), fisiológico (F1, 13 = 

28,44; P < 0,001) e interação entre esses fatores (F1, 13 = 22,83; P < 0,0003). Assim, o 

conteúdo de Cx43 fosforilada em resíduos de serina279/282 foi maior  no grupo CP, quando 

comparada com os demais grupos (Figura 7E). 

Utilizamos como controle positivo o coração, um tecido reconhecidamente que 

expressa grandes quantidades do gene da β-catenina (Figura 8A e 8B). A expressão do RNAm 

da β-catenina não foi modificada pela prenhez  (F1,8 = 3,79; P = 0,08) nem pela restrição 

protéica (F1,8 = 0,42; P = 0,53), mas foi alterada pela interação de ambos os fatores (F1,8 = 

14.19; P = 0,01) (Figura 8C).  A prenhez também não interferiu no conteúdo protéico da β-

catenina (F1,15 = 2,66; P=0,12), que sofreu modificação em função do estado nutricional (F1,15 

= 23,89; P<0,001) e da interação entre os dois fatores (F1,15 = 4,87; P<0,05) (Figura 8D). 

Portanto, a expressão do RNAm e o conteúdo protéico da β-catenina não diferiu entre os 

grupos HPP e HPNP e foi menor no grupo CP em relação ao CNP (Figura 8C e 8D).  

Acompanhando o padrão de expressão observado na β-catenina, nem o estado 

fisiológico   (F1,10=0,06; P=0,43) e nem nutricional (F1,10=1,89; P=0,19) alteraram o RNAm 

da β-actina, mas houve interação significativa entre esses fatores (F1,10 = 5,64; P < 0,05). 

Portanto, em ratas CP verificamos uma menor expressão deste gene em comparação ao grupo 

CNP, não havendo diferença entre os grupos HPP e HPNP (Figura 9). 
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Figura 7 - Expressão do RNAm e da proteína da Cx43 em ilhotas de ratas CNP, CP, HPNP e 

HPP. (A) Expressão do RNAm da Cx43 RNAm em amostras de fígado (controle negativo), 

coração (controle positivo) e ilhotas pancreáticas. (B) Conteúdo protéico da Cx43 em 

amostras de fígado (controle negativo), coração (controle positivo) e ilhotas pancreáticas.  (C) 

Expressão do RNAm da Cx43 em ilhotas de ratas prenhes e não prenhes mantidas com dieta 

controle e hipoprotéica. As concentrações do RNAm da Cx43 foram expressas em relação ao 

RNAm do RPS-29 (gene controle). (D) Conteúdo protéico das Cx43 e da (E) Cx43 

Ser279/282fosforilada de ilhotas de ratas prenhes e não prenhes mantidas com dieta controle e 

hipoprotéica. As colunas representam as médias±desvios padrões de 3-5 experimentos 

independentes.  Letras diferentes indicam diferenças estatísticas, P < 0,05. *Valores médios 

diferentes em relação aos grupos controles. 
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Figura 8 – Expressão do RNAm e da proteína da β-catenina em ilhotas de ratas CNP, CP, 

HPNP e HPP. (A) Expressão do RNAm da β-catenina RNAm em amostras de coração 

(controle positivo) e ilhotas pancreáticas. (B) Conteúdo protéico da β-catenina em amostras 

de coração (controle positivo) e ilhotas pancreáticas.  (C) Expressão do RNAm da β-catenina 

em ilhotas de ratas prenhes e não prenhes mantidas com dieta controle e hipoprotéica. As 

concentrações do RNAm da β-catenina foram expressas em relação ao RNAm do RPS-29 

(gene controle). (D) Conteúdo protéico da β-catenina de ilhotas de ratas prenhes e não 

prenhes mantidas com dieta controle e hipoprotéica. As colunas representam as 

médias±desvios padrões de 3-6 experimentos independentes. Letras diferentes indicam 

diferenças estatísticas, P < 0,05. 
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Figura 9- Expressão do RNAm da β-actina em ilhotas de ratas CNP, CP, HPNP e HPP. As 

concentrações de RNAm da β-actina foram expressas em relação ao RNAm do RPS-29. As 

colunas representam as médias±desvios padrões de 3-4 experimentos independentes. Letras 

diferentes indicam diferenças estatísticas, P < 0,05. 
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6. DISCUSSÃO  

 

Como usualmente demonstrada (96,97,98), prenhez e dieta hipoprotéica produzem 

hiperfagia. No entanto, de acordo com estudo anterior (99), a associação dessas condições 

(restrição protéica durante a prenhez), não produziu alterações no consumo alimentar. Assim, 

ratas prenhes apresentaram maior ingestão alimentar, resultando em um significante ganho de 

peso corporal e, conseqüentemente, maior peso final, em relação às não prenhes, 

independentemente da dieta. A típica hipoglicemia vista na prenhez normal (100) foi também 

observada em nossas ratas prenhes. Um achado bastante comum e que ocorre antes mesmo da 

resistência à insulina se instalar na prenhez é a hiperinsulinemia (101). Em contraste, 

hipoinsulinemia bem como uma maior sensibilidade à insulina é freqüentemente observada 

em ratos submetidos à restrição protéica (76). Neste estudo, nem a privação protéica ou a 

prenhez alteraram a insulinemia e a razão insulina: glicose (que aqui foi utilizada como um 

indicador da resistência à insulina), embora o aumento da razão insulina:glicose observada em 

ratas prenhes tenha se aproximado da significância estatística.  É possível que o curto prazo 

da exposição à dieta hipoprotéica (15 dias) e da fase da prenhez (fim da fase anabólica) tenha 

contribuído para as discrepâncias. 

No entanto, quando ilhotas de ratas privadas de proteína foram submetidas à 

concentração basal de glicose,  observou-se menor secreção de insulina em relação as ilhotas 

controle. Além disso, ilhotas de ratas prenhas estimuladas com concentração fisiológica de 

glicose, apresentaram maior secreção de insulina em relação às ratas não prenhes, 

concordando com o estudo anterior (80). A divergência entre a concentração sérica de 

insulina e liberação de insulina por ilhotas isoladas não surpreendeu, uma vez que os níveis 

periféricos de insulina podem não refletir a verdadeira secreção de insulina (102,103).  

A maior secreção de insulina verificada na prenhez (87), ou em condições de aumento 

dos lactogênios placentários (69,104) tem sido atribuída, entre vários fatores, ao aumento do 

acoplamento juncional das células β. A comunicação intercelular pelas junções comunicantes 

é primordial para manter a homeostase e função celular (24,105) e células β estão acopladas 

por canais formados pela Cx36 (24). Em nosso estudo a amplificação do RNA total por RT-

PCR semiquantitativo mostrou que a restrição protéica reduziu a transcrição da Cx36 em 

ilhotas pancreáticas e a prenhez foi eficaz em diminuir a transcrição da Cx36 apenas em 

ilhotas de ratas mantidas com dieta controle. A mesma tendência foi verificada quando se 

determinou o teor protéico da Cx36. Os estudos que avaliam os efeitos da redução da 
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expressão da Cx36 sobre a secreção de insulina são controvertidos. Tem-se observado 

diminuição da secreção de insulina induzida por glicose (35,36,37,39) ou um aumento 

significativo da secreção de insulina em resposta a concentração basal de glicose (31). Neste 

estudo não houve correlação entre a expressão da Cx36 e a secreção de insulina em 

concentração basal, assim como em concentração fisiológica de glicose. 

Meda et al. (45,106) observaram expressão diminuída da Cx43 em ilhotas pancreáticas 

de ratos. Posteriormente Theis et al. (47) usando da técnica de imunohistoquímica, 

verificaram presença de Cx43 em ilhotas, preferencialmente entre as células endoteliais dos 

capilares e não propriamente nas células β, corroborando com os nossos resultados que 

mostraram expressão das Cx43 em ilhotas pancreáticas nos grupos de ratas estudadas. É 

possível que a grande variabilidade na expressão protéica da Cx43 tenha contribuído para 

mascarar as diferenças entre os grupos experimentais, apesar de observarmos redução dos 

níveis de RNAm da Cx43 em ratas mantidas com dieta hipoprotéica. Além disso, é possível 

que o consumo de uma dieta hipoprotéica por um curto período de tempo não tenha sido 

suficiente para modular negativamente o processo de tradução.  

A via da MAPK está envolvida no aumento da massa de ilhotas pancreáticas durante a 

prenhez (107). Sabe-se que a Cx43 é um substrato para as proteínas da via da MAPK, e 

quando fosforilada nos resíduos de serina279/282 é inativada, promovendo alterações ultra-

estruturais e rearranjo celular (41). Como esperado, verificamos que em ilhotas de ratas 

prenhes controle houve aumento do conteúdo da Cx43 fosforilada em resíduos de serina279/282. 

Em ilhotas de ratas prenhes submetidas à dieta hipoprotéica não houve alteração no conteúdo 

dessa proteína na forma fosforilada, sugerindo que as mudanças estruturais próprias da 

prenhez , tais como hipertrofia e hiperplasia não ocorreram no grupo hipoprotéico. 

Foi estabelecido que importantes processos celulares como proliferação e crescimento 

celular são parcialmente regulados pela interação caderina-conexina (108). A β-catenina 

desempenha um papel crucial na adesão celular em vários tipos de células epiteliais, por 

modular a ligação das caderinas com a α-catenina que, por sua vez, interage com o 

citoesqueleto de actina (109,110). Além disso, em ilhotas foi demonstrado que o tratamento 

com prolactina in vitro induz maior expressão de β-catenina, que é diretamente proporcional a 

expressão da Cx43 (111). Neste estudo verificou-se redução na transcrição e no conteúdo 

protéico da β-catenina e Cx43, na prenhez normal isso possivelmente ocorreu devido à 

presença de outros hormônios, além da prolactina, que tornam o meio mais completo, 

dinâmico e fisiológico encontrado nos experimentos in vivo, em oposição às condições 

estáticas controladas e concentrações supra-fisiológicas de um único hormônio encontrado no 
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experimento in vitro. Também foi observado que a diminuição da transcrição da β-catenina 

foi correlacionada com o baixo nível de transcrito da β-actina na prenhez normal. Por outro 

lado, a prenhez associada à dieta hipoprotéica não alterou a transcrição da  β-catenina e β-

actina ou do conteúdo protéico da β-catenina. Assim, esta é mais uma indicação de que a 

proliferação celular e o crescimento observados na prenhez normal, não ocorram na prenhez 

de ratas mantidas com dieta hipoprotéica.  

Em conclusão, nossos resultados indicam que a restrição protéica imposta nos 

primeiros 15 dias de prenhez impediu alterações importantes nas junções comunicantes e 

aderentes em ilhotas pancreáticas. 
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