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RESUMO




A insulina estimula a atividade quinase do seu receptor, resultando na
fosforilagdo de substratos citosolicos, entre eles o IRS-1, que se associam a
fosfatidilinusitol 3-quinase, ativando-a. A resisténcia a insulina é uma condi¢do
fisiopatologica asssociada a sepse. Entretanto, 0 mecanismo molecular envolvido nesta

situacdo de resisténcia ndo € conhecido.

Neste estudo, examinamos a regulagdo das proteinas envolvidas nas etapas

iniciais da agdo insulinica em figado, musculo, coragdo e gordura de ratos sépticos.

N3o foram observadas altera¢cdes na concentracdo do receptor de insulina dos
ratos sépticos, em quaisquer dos tecidos estudados, determinado por “immunoblotting” com
anticorpo anti-receptor de insulina apds imunoprecipitacdo com anticorpo anti-IRS-1. O
grau de fosforilagdo em tirosina da subunidade B do receptor de insulina, que reflete sua
autofosforilagdo, também ndo sofreu variagdes significativas, sugerindo a preservagdo da

funcdo do receptor de insulina nesta condig&o.

Os niveis protéicos do IRS-1 estavam preservados em trés dos tecidos
estudados: figado, coragdo e gordura, e reduzido a 61+12% (p<0,05) no tecido muscular
dos ratos sépticos. A incubagdo de amostras de tecido muscular previamente
imunoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-1 com anticorpo anti-fosfotirosina, documentou
uma consistente redugdo da fosforilagdo do IRS-1 a 59+9% (p<0,05) dos valores

observados no grupo controle, fato ndo observado nos demais tecidos.

A exposi¢do do “blotting™ utilizado para determinag¢édo da fosforilagdo do IRS-1
ao anticorpo anti PI3-quinase, apos “stripping” da membrana de nitrocelulose, permite o
estudo da associagdo IRS-1 com a subunidade reguladora da PI3-quinase. Utilizando esse
método, observamos uma redugdo tecido-especifica da associagdo entre essas proteinas,
reduzida a 56+7% (p<0,05) em musculo de ratos sépticos, consistente com a redugdo da

fosforilagdo do IRS-1 previamente observada.

Estes dados sugerem que alteragdes nas etapas iniciais da transmissdo do sinal
insulinico estdo presente em tecido muscular de ratos sépticos e podem contribuir para a

resisténcia a insulina observada nesses animais.

Resumo
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1. INTRODUCAO




A insulina € o principal horménio no controle da glicemia em mamiferos, que
age estimulando a captacdo de glicose em tecidos muscular e adiposo, e inibindo a
neoglicogénese no tecido hepatico como também modificando a expressdo ou atividades de

uma série de enzimas e sistemas de transporte.

O efeito da insulina € exercido através da ligacdo a um receptor especifico na
membrana plasmatica (FREYCHET, ROTH, NEVILLE, 1971; CUATRECASAS, 1972). O
receptor de insulina € uma glicoproteina heterotetramérica constituido por duas
subunidades o, cada uma com peso molecular de 135.000, e duas subunidades B, cada uma
com peso molecular de 95.000, ligadas por pontes de dissulfeto para dar a estrutura final
B-a-a-p (MASSAGUE, PILCH, CZECH, 1981). A subunidade o € inteiramente
extracelular e contém o sitio de ligagdo da insulina. A subunidade B ¢ uma proteina

transmembrana e responsavel pela transmisséo do sinal.

Em 1982 KASUGA et al. descreveram que a subunidade B do receptor de
insulina é uma proteina quinase, estimulada pela insulina, sendo capaz de autofosforilar-se
e fosforilar outros substratos em aminoacidos tirosina. A insulina liga-se a subunidade o e
estimula a fosforilagdo em tirosina da subunidade B de seu receptor. O ATP atua como

doador de fosfato e a fosforilagdo ocorre exclusivamente em tirosina (WHITE ez al., 1984).

A autofosforilagdo do receptor de insulina ocorre através de uma cascata
intramolecular de rea¢bes de fosforilagdgo (WHITE ef al., 1988). Como resultado, pelo
menos cinco tirosinas na por¢do intracelular da cadeia B sdo fosforiladas, estando trés delas
nas posi¢oes 1158, 1162 e 1163. Quando estdo fosforiladas, a atividade quinase € entdo
implementada em dire¢do a outros substratos (YU & CZECH, 1984).

Evidéncias diretas de que a atividade tirosina quinase do receptor de insulina ¢
importante para ac¢do insulinica vém de diversas fontes. A mais convincente deriva de
experimentos com indugcdo de mutagdes in vitro, em que a lisina na porgdo 1030 da
subunidade B foi trocada por outro aminoacido como a alanina ( EBINA ef al., 1987). Em
analogia com outras quinases, esta lisina ¢ o sitio critico de ligagdo do ATP. Quando a

lisina é mudada e o receptor mutante € expresso em c€lulas, a ligagdo da insulina ocorre

Introducdo
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normalmente, mas o ATP nio se liga a subunidade B, ficando o receptor totalmente inativo
como quinase e totalmente inefetivo para mediar a agdo estimulatéria do horménio no
metabolismo celular (EBINA ef ai., 1987 ). Mutagdes de uma ou mais das tirosinas no sitio
de autofosforilagdo, nas posi¢cdes 1158, 1162, e 1163, produzem efeito similar, mas menos
dramatico (ELLIS et al., 1986; WILDEN er al., 1992). Mutacdes de todas essas tirosinas,
entretanto, produz um receptor completamente inativo, semelhante a0 mutante da posicéo
1030 ou sitio de ligagdo do ATP (WILDEN et al., 1992). Alteragdes na atividade quinase
em estados de resisténcia a insulina sdo também consistentes com a importancia da

fosforilagdo normal do receptor para uma efetiva agdo insulinica (KAHN & WHITE, 1988).

Embora muitas proteinas e peptideos sintéticos possam ser fosforilados in vitro,
por receptores de insulina parcialmente purificados, essas reagdes ndo ocorrem in vivo,
tornando seu significado fisiolégico incerto (ROTHENBERG, WHITE, KHAN, 1990).
Alguns substratos endogenos foram descritos (WHITE, MARON, KAHN, 1985;
BERNIER. LAIRD, LANE, 1987; KARASIK ef al., 1988; SUN, ROTHENBERG, KAHN,
1991), proteinas que sdo rapida e diretamente fosforiladas em tirosina pela ativagdo da
quinase do receptor de insulina. O primeiro substrato melhor caracterizado ¢ uma proteina

que migra no gel de poliacrilamida como uma banda larga entre 160 e 180 kDa denominada
pp185. (WHITE et al., 1985).

Em células transfectadas com o cDNA do receptor de insulina humano, ha um
aumento marcante na fosforilagio da ppl85 coincidente com um incremento na agio
insulinica. A fosforilagdo da pp185 esta reduzida em células expressando receptores com
mutag¢des no sitio de ligacdo do ATP ou nos sitios de autofosforilagdo, em proporgdo a

reducdo na atividade quinase do receptor (WILDEN et al., 1992; SUN et al., 1992).

Entretanto, a evidéncia mais importante do papel da fosforilagdo da pp185 na
acdo insulinica veio de um resultado inesperado, em células expressando um receptor de
insulina com mutag¢do induzida na tirosina 960, na regido justamembrana do mesmo. O
receptor mutante se liga a insulina e é autofosforilado normalmente, apresentando também
uma atividade quinase normal, dirigida a substratos exégenos in vitro. Entretanto, ele é
incapaz de fosforilar a ppl85, que provoca uma auséncia de efeito insulinico no

metabolismo de glicogénio e na sintese de DNA (WHITE ef al., 1988).

Introducdoe
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Em 1991, a pp185 foi clonada e denominada substrato 1 do receptor de insulina
(IRS-1) (SUN et al., 1991). O DNA complementar do IRS-1 de figado de rato codifica uma
proteina com 1235 aminoacidos e diversas caracteristicas surpreendentes. Primeiro, ndo ha
por¢édo transmembrana, € € uma proteina de localiza¢do citoplasmatica. H4 uma sequéncia
consistente com uma de consenso para a ligagdo de nucleotideos (ATP ou GTP), embora
ndo haja nenhuma homologia com proteinas quinases conhecidas. Ainda em analise de
sequéncias de consenso, ha multiplos sitios de fosforilagdo em serina, treonina e tirosina.
Seis dos sitios de fosforilagdo nesta tltima tém a sequéncia repetitiva YMXM, em que Y €
a tirosina, M a metionina e X significa qualquer aminoacido. Dois outros sitios de
fosforilagdo em tirosina t€ém a porg¢ao similar YXXM. A por¢do YXXM ndo existe no
receptor de insulina, mas € observada em diversas tirosina-quinases. Nestas, a por¢do
YMXM parece estar envolvida na intera¢ao ndo covalente dessas proteinas com moléculas
de sinalizagdo, caracterizadas pela presenga de uma por¢do que se liga ao YMXM,

denominado SH2 (homologia com o src 2, que € um oncogene).

Em estudos in vive em cultura de células € em sistemas reconstituidos in vitro,
o IRS-1 fosforilado associa-se a enzima fosfatidilinositol 3-quinase (PI 3-quinase)
ativando-a (BACKER ez al., 1992; FOLLI et al., 1992). Demonstrou-se posteriormente que
esta associacdo ¢ ativagdo também ocorrem em dois importantes tecidos insulino-sensiveis
de ratos, figado e misculo, em concentragdo fisiologicas de insulina (FOLLI et al., 1992;
SAAD et al., 1993). A enzima PI 3-quinase apresenta uma subunidade de 110 kDa e uma
regulatéria de 85 kDa que contém duas porgdes SH2 e uma SH3 (CARPENTER &
CANTLEY, 1990). A ligagdo e ativacdo descritas envolvem as tirosinas fosforiladas do
IRS-1 préximas a metioninas YMXM, e a por¢do da subunidade regulatoria da enzima PI
3-quinase. A insulina aumenta a concentragdo intracelular de fosfatidilinositol 3-fosfato,
sugerindo que a PI 3-quinase € realmente ativada durante a estimula¢do com este horménio.
Embora a subunidade de 85 kDa da PI 3-quinase seja fosforilada apds estimulo com outros
fatores de crescimento, isto ndo parece ocorrer apds o estimulo com insulina. Ao invés
disso, a ativagdo parece advir simplesmente como consequéncia da ligagdo do IRS-1 a PI 3-

quinase.
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Estudos recentes demonstraram que a ativagdo da PI 3-quinase € essencial para
muitos efeitos metabdlicos da insulina, incluindo no transporte de glicose, ativagdo da
sintese de glicogénio e a inibi¢do da fosfoenol piruvato carboxiquinase (PEPCK), a enzima
chave para a gliconeogénese (CHEATHAM & KANH, 1995). Recentemente, demonstrou-
se que a AKT/PKB. uma serina-treonina quinase, com peso molecular de 57 kDa, participa

da transmissio do sinal da PI 3-quinase apds o estimulo com insulina.

Apesar da AKT/PKB apresentar potencial oncogénico, sua fun¢io e regulagao
normal ndo era conhecida, até ser clonada e relacionada como um intermediario distal a
ativacdo da PI 3-quinase. Esta ativagdo foi baseada em duas observagdes: a ativagdo do
fator de crescimento induzido pela AKT/PKB pode ser completamente bloqueada pela
adicdo de “wortmonnim” (inibidor da PI 3-quinase); mutagdes dos receptores dos fatores de
crescimento que inibem a ativacdo da PI 3-quinase, também inibem a PKB/AKT
(COFFER, JING, WOODGETT, 1998). Estes dados sugerem que a PI 3-quinase ou seus
produtos mediam a ativagdo da AKT/PKB. O principal fator regulador da ativagido da
AKT/PKB é a ativag¢do da PI 3-quinase, mas podem existir varios mecanismos alternativos
que sdo utilizados por estimulos especificos, tais como choque térmico, hiperosmolaridade,

hipoxia, fator de crescimento neural e interleucinas (COFFER et al., 1998).

Além da PI 3-quinase, outras proteinas com porg¢do SH2 também interagem
com o IRS-1 fosforilado, como as proteinas GRB2, Nck e Syp (SHP2). A GRB2 ¢ uma
pequena proteina citoplasmatica que contém duas porg¢des SH3 e uma SH2 que se liga a
tirosina 895 do IRS-1. A GRB-2 age como uma molécula adaptadora, que compde um
complexo ativador da proteina ras, ativadora das MAP quinases (proteinas de ativagdo da
mitogénese). A Nck, ¢ uma proteina adaptadora com trés por¢gdes SH3 e uma SH2, e que
une o IRS-1 as vias de crescimento celular (CHEATHAM & KAHN, 1995). A proteina
SHP2 é uma fosfotirosina fosfatase que contém duas por¢des SH2, que pode ter
importincia no crescimento celular e exercer uma auto-regulacio no sinal gerado pela

insulina.
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Nos ultimos anos demonstrou-se em diversos modelos animais da resisténcia a
insulina uma redugdo na fosforilagdo do receptor de insulina e do IRS-1, em figado e
musculo, apds a estimulag@o in vivo com insulina, indicando defeitos na transmissio do
sinal insulinico em etapas distais a ligagdo do horménio em seu receptor (SAAD et al.,
1992; ARMSTRONG et al., YAMAUCHI et al., 1996). E importante ressaltar que em
todos estes modelos havia uma modulagdo da fosforilagdo do substrato do receptor de
insulina, e € possivel que a ligagdo do IRS-1 a PI 3-quinase possa também estar alterada

nestes modelos.

A ocorréncia de resisténcia a insulina na infec¢do natural e experimental foi
documentada por hiperglicemia e hiperinsulinemia (NELSON, er al., 1981; WHITE, et al,
1987. WESTFALL, et ai., 1988; SHANGRAW, ef al., 1989; MACLANE, ef al., 1991), e a
existéncia de diversos fatores que contribuem para o seu desenvolvimento como a resposta
organica a febre, hipercatabolismo e niveis elevados de horménios contra-reguladores,
entre estes o horménio do crescimento, cortisol e glucagon, tém sido implicados na

fisiopatologia dessa alteracao metabolica (ZENSER, ef al., 1974; GELFAND, et al., 1984).

Alguns estudos (HENDERSON, et al., 1991; SHANGRAW, ef al., 1996)
descreveram alteragdes na utilizacdo, oxidagdo e producdio endogena de glicose na sepse,
além de desvios no metabolismo lipidico (BLACK, et al., 1982; SHAW & WOLFE, 1986).
Nesses estudos demonstrou-se a existéncia de um aumento da produgdo hepatica dessa
hexose ndo suprimida pela hiperglicemia e hiperinsulinemia. Por outro lado, Shangraw er
al. mostraram resultados discordantes, sugerindo que apenas concentra¢des séricas elevadas
de insulina eram capazes de suprimir a produgdo hepatica de glicose (SHANGRAW, er al.,
1989). Nesse estudo, a utilizagdo de glicose era maior em voluntarios sadios do que em
pacientes sépticos em condi¢des basais, mas ndo se estimulados por infusdo de glicose
e(ou) insulina (SHANGRAW, et al., 1989). Entretanto, tais observagdes podem ser
questionadas por algumas limitagdes metodologicas deste trabalho, que incluia o “clamp
hiperglicémico”, onde a concentragdo plasmatica de glicose é elevada, podendo alterar, per
se, tanto a utilizagdo quanto a producdo endégena de glicose (YKI-JARVINEN, 1990).

Introducdo
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Quando utilizado o “clamp” normoglicémico, onde se infunde quantidades
crescentes de insulina mantendo a glicemia plasmatica dentro dos limites de normalidade
com infusdo de glicose, observou-se que nas condigdes basais, pacientes sépticos tém
glicemia e lactato séricos significativamente elevados em relagdo aos controle. Niveis
séricos de dcido graxos livres € corpos cetdnicos eram semelhantes nos dois grupos. A
insulinemia ndo se alterou nos pacientes sépticos, enquanto a concentragdo sérica de

glucagon era a metade do valor observado no grupo controle (CHAMBRIER, ef al., 2000).

Durante a infusdo crescente de insulina com manuten¢do da glicemia em seus
valores iniciais, a concentragdo plasmatica de insulina foi semelhante nos dois grupos até
280 minutos de infusdo, aumentando 20% nos sépticos. Ndo foram observadas alteragoes
nas concentragdes séricas de glucagon em nenhum tempo, e a necessidade de glicose

exogena para manutencdo da glicemia foi significativamente menor nos pacientes sépticos.

A produgio endégena de glicose so6 foi suprimida no grupo de sépticos com
uma quantidade maior de insulina, e sua utilizagdo aumenta com a infusdo de insulina no
grupo controle e ndo nos sépticos. A a¢do inibitoria da insulina sobre a lipélise e cetogénese
esta claramente reduzida nos pacientes sépticos, € de maneira semelhante ao observado na
producdo hepatica de glicose, a quantidade de insulina necessaria foi muito superior no
grupo de sépticos (CHAMBRIER, et al., 2000).

Assim, a sepse induz resisténcia a insulina com redugdo da sua agdo sobre a
produgdo endogena e utilizagdo periférica de glicose, bem como sua agdo inibidora da

lipolise e cetogénese.

A constatagdo da existéncia de resisténcia a insulina em animais sépticos por
clamp hiper e normoglicémicos (BLACK. ef al, 1982; HENDERSON, e al., 1990;
THORELL, et al., 1994) e outros métodos, ndo discrimina os eventos moleculares pos-
receptor envolvidos, e esse estudo tem como objetivo a investigacdo da regulagdo das
etapas iniciais da sinalizagdo insulinica em animas com sepse induzida por infecgdo

peritonial grave.

Introdugdo
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Esse estudo tem como objetivo a investigagio da regulagdo das etapas iniciais
da sinalizagdo insulinica avaliando os niveis e grau de fosforilagdo do receptor de insulina,
do IRS-1 e a interagdo deste com a PI-3 quinase em figado, miisculo, coragdo e tecido

adiposo de animas com sepse induzida por infecgdo peritonial grave.

Objetivos
21



F

METODOS

R
=
S
=
=
o

22



Foram utilizados ratos (Rattus novergicus, variedade albina) da linhagem
Wistar-Hannover, machos, com 16 semanas de vida, fornecidos pelo Biotério Central da
UNICAMP, Campinas-SP. Apds o desmame, os animais receberam como alimentac¢do ragido
para ratos Labina, marca Purina, que contém 0,3 a 0,5g de s6dio/100g de ragdo (85% do
sodio na forma de Cloreto de Sédio) e 0,75 g de potassio/100g de ragdo, superior, portanto,
ao nivel minimo recomendado para se promover crescimento € reproducdo dos animais que
¢ de 0,05g/% (REEVES, NIELSEN, HAHEY, 1993). Foram divididos em 2 grupos pela

indugdo ou ndo de septicemia por ligadura e pungdo de ceco.

Uma semana antes de qualquer experimento, os animais foram acomodados em
gaiolas plasticas, contendo, cada uma, no maximo cinco espécimes, e mantidos em
condi¢des de fotoperiodo normal (12 x 12h), com ragdo e agua fornecidos ad libitum.
Permaneceram em jejum noturno, por 12 - 14 horas, prévias aos experimentos, quando eram
submetidos a laparotomia mediana apds anestesia inalatoria com éter até a perda de reflexos
corneano ¢ retirada da pata a dor, com exposi¢ao do ceco. O grupo controle tinha as al¢as
intestinais recolocadas na cavidade peritonial que era fechada em dois planos, peritonio junto
com musculatura e pele. No grupo séptico, era feita uma ligadura na transi¢do ileo-cecal que
ndo provocava a interrup¢do do trinsito, mas pela disposigao longitudinal da vasculariza¢do
das alcas intestinais, induzia tanto a isquemia arterial quanto a estase venosa local,
comprovada pela imediata alteragdo da cor da alga apés o procedimento. A seguir uma
dupla perfuragio na borda ante-mesentérica do ceco era realizada com uma agulha namero
12 e confirmada pela saida de contetido fecal pelos orificios com uma leve expressao do
ceco. De maneira semelhante ao grupo controle, era realizado o fechamento da cavidade em
dois planos. Ambos os grupos recebiam 10 mL de solucdo salina/100g de peso
intraperitonialmente apés o procedimento cirirgico.

Foram, entio, realizadas as séries de experimentos, ratos controle x sé€pticos.

Em cada série, foram estudados animais estimulados (+) ou ndo (-) com insulina regular.

As solugdes empregadas nos diversos experimentos estdo descritas a seguir.

Material e Métodos
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1. MATERIAIS
1.1. Tampao de extragdo A (extrato total):

Utilizado para a extragdo das proteinas celulares dos tecidos estudados. Contém:
Trisma base pH 7,5 (hidroximetil amino metano) 100 mM, SDS (dodecil sulfato de sédio)
10%, EDTA (Acido etileno-diamino tetracético) 10 mM, fluoreto de sodio 100 mM,
pirofosfato de so6dio 100 mM e ortovanadato de sédio 10 mM.

1.2. Tampiao de Laemmli (5X):

Para estocar o material extraido e sua posterior aplicagdo no gel de
poliacrilamida. Contém: Azul de bromofenol 0,1%, fosfato de sédio 1M pH 7.0, glicerol
50%, SDS 10%.

1.3. Solu¢io Tampio para eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS - PAGE):

Empregada para a realizagdo da eletroforese no SDS-PAGE. Contém: Trisma
base 200 mM, glicina 1,5 M, EDTA 7 mM, SDS 0,4%. Para uso, a solu¢do deve ser diluida
1:4.

1.4. Solucdo tampdo para transferéncia:

Usada para a transferéncia das proteinas separadas no SDS-PAGE, para a
membrana de nitrocelulose. Contém: Trisma base 25 mM, glicina 192 mM, Metanol 20% e
SDS 0,02% para facilitar a elui¢do de proteinas de alto peso molecular. Deve ser estocada a
4°C.

1.5. Solugiio tampio para SDS-PAGE, Gel de resolucio (“resolving™):

Empregada para a manufatura do SDS-PAGE, gel de resolugdo, um tampao
composto de : EDTA 4 mM, SDS 2%, trisma base 750 mM e tem o pH ajustado para 8,9

com acido cloridrico.

Material e Métodos
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1.6. Solugdo tampio para SDS-PAGE, gel de empilhamento (“stacking”):

Utilizada na confecgdo do SDS-PAGE, fase de empilhamento das proteinas.
Contém: EDTA 4 mM, SDS 2%, trisma base 50 mM, com pH ajustado para 6,7 com acido

fosforico.
1.7. Solucao Basal:

Solugdo basica utilizada para o manuseio da membrana de nitrocelulose, apos
transferéncia das proteinas. Contém: Cloreto de sddio 150 mM, trisma base 10 mM, Tween
20 0,02%

1.8. Solugio bloqueadora:

Utilizada para incubar a membrana de nitrocelulose e reduzir a ligagdo
inespecifica de anticorpos na membrana de nitrocelulose, apos a transferéncia. Contém: 5%

de leite em po desnatado e azida sodica 0,02% dissolvidos em solugdo basal.
1.9. Solugao tampiao de extrag¢iao B, para imunoprecipitacgio:

Para a extra¢do de proteinas, para imunoprecipitacdo dos tecidos estudados.
Contém: Trisma base 100 mM, EDTA 10 mM, pirosfofato de sodio 100 mM, fluoreto de
sodio 100 mM, ortovanadato de sédio 10 mM. PMSF 2 mM (diluido em alcool etilico),
triton X 100 1%, 0,1 mg/ml de aprotinina. Esta solugido deve ser mantida a quatro graus. O

ortovanadato, PMSF e a aprotinina devem ser acrescidos no momento do uso.
1.10. Solugido tampio para lavagem do imunoprecipitado:

Contém: Trisma base 100 mM, EDTA 10 mM, ortovanadato de sodio 2 mM,
triton X-100 0.5%.

1.11. Solucio para anticorpos:

Solugdo contendo os anticorpos especificos que marcardo as proteinas
transferidas para a membrana de nitrocelulose. Contém 0,3% de leite em pé desnatado e
azida sodica 0.02%, diluidos em solug¢do basal. Os anticorpos utilizados foram os seguintes,
nas dilui¢des indicadas: anticorpo antifosfotirosina, diluido 1:400; anticorpo anti-receptor de

insulina e anti-IRS-1, diluidos cada um 1:100 e anticorpo anti-PI 3-k, diluido 1:400.

Material e Métodos
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1.12. Solugiio com proteina A marcada com > I:

Contém a proteina A anti-Ig-G inespecifica com '"Jodo para a marcagio dos
anticorpos especificos, prestando-se a visualizagdo em auto-radiografia. Contém 0,1% de
leite desnatado, dissolvido em solugdo basal, com 2 pCi de proteina A "°I (30uCi/pg),
fornecida pela Armesham UK.

2. METODOS

2.1. Procedimentos com animais para a extragdo das proteinas teciduais, apos

estimulo insulinico in vivo:

Os animais foram anestesiados intraperitonealmente com tiopental sodico, na
dose de 25mg/100g de peso, e utilizados apds a aboligdo dos reflexos corneano e retirada da

pata a dor.

A veia porta foi exposta por laparotomia mediana e a incisdo ampliada para
expor a musculatura da pata traseira. Nos animais onde se extraiu tecido adiposo, era
tracionado o corddo espermadtico até a exposi¢do do epididimo onde estd a gordura peri-
epididimal e a extragdo de tecido muscular cardiaco era feita do ventriculo esquerdo apos
toracotomia com o animal ainda vivo. Em 1/3 dos animais de cada grupo foi injetada na veia
porta 0,5 ml de solug@o salina 0,9 % e nos 2/3 restantes foi injetada solugdo salina, contendo
1,5U de insulina regular ou 60pg de insulina.

SAAD et al., 1992 demonstraram que a fosforilagdo maxima do IRS-1, apés a
infusio com insulina na veia porta, dava-se entre 30 e 60 segundos, no figado, e entre 1 € 4
minutos em musculo, coragdo e gordura a concentragdes de 6 e 60 Tg de insulina. Uma vez
que usamos os tempos descritos acima, nossas amostras foram colhidas no pico do evento
de fosforilagdo.
INICAMP

BIBLIOTECA CENTRAL

SECAQ CIRCULANTF
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Aos 30 segundos da injegido, foi retirado um fragmento de figado com cerca de 1
cm de didmetro. O fragmento foi imediatamente colocado no tampdo de extra¢do A. na
propor¢do de 5 partes de tampao para 1 de tecido, que ja estava em banho-maria fervente,
homogeneizado com o “polytron” e mantido no banho-maria por mais 10 minutos. Noventa
segundos apos a injecdo, retirou-se um fragmento de musculo gastrocnémio com cerca de
0,5 cm de didmetro, ou um fragmento de gordura peri-epididimal com cerca de 1 cm de
didmetro ou ainda fragmento de ventriculo esquerdo com cerca de 0,5 ¢cm de diametro nos
animais onde se extrairam tecidos muscular, adiposo e muscular cardiaco, respectivamente e

trabalhado da mesma forma.

A seguir fez-se a toracotomia para coleta de sangue, por pungdo direta do
coragdo, para dosagem de glicemia e insulinemia basais, nos animais que ndo receberam

msulina e ndo se extraiu tecido muscular cardiaco.

O material extraido e homogeneizado, apos fervura, foi mantido em gelo para o
transporte, centrifugado a 12.000 rpm por 40 minutos, a 4°C, para a remog¢do do material
insolivel, e o sobrenadante foi estocado em tampao de Laemmli, contendo 200 mM de DTT
em uma proporgdo de 5:1 (uma parte de Laemli para quatro de material extraido), até a fase
seguinte. Outra pequena por¢do do sobrenadante foi utilizada para quantificagdo da

concentra¢ao protéica de cada amostra, através do método de biureto.
2.2. “Immunoblotting” ou “Westernblotting”:

Duzentos microgramas de extrato tecidual, por amostra, foram aplicados no gel
de poliacrilamida a 6% (SDS-PAGE), de 2 mm de espessura, balizado por marcador de alto
peso molecular da Bio Rad que contém: miosina (205 kDa), [ galactosidade (116 kD), BSA
(85 kDa) e ovalbumina (47 kDa). Realizou-se a eletroforese em cuba de minigel da Bio Rad,
com solu¢do tampdo previamente diluida. O SDS-PAGE foi submetido a 25 volts por 2
horas e depois a 120 volts por mais 2 horas. A seguir, as proteinas, separadas no SDS-
PAGE, foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose, utilizando-se o equipamento
de eletrotransferéncia do minigel da Bio Rad, que fo1 mantido em voltagem constante de 120

volts por 2 horas, como o descrito por (TOWBIN, STAEHLIN, GORDON, 1979).

Material e Métodos
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Apos a transferéncia, as membranas foram incubadas em solu¢do bloqueadora,
por duas horas, a temperatura ambiente, lavadas com solucio basal por trés sessoes, de dez
minutos. Em seguida, incubadas com anticorpo especifico por 4 horas a temperatura
ambiente, ¢ novamente lavadas com solugdo basal, e entdo incubadas com a proteina A,
marcada com I'** por duas horas. O excesso de proteina A foi lavado com solucio basal e
entdo as membranas foram expostas ao filme de RX (Eastman Kodak, Rochester, NY) com
intensificador (Cronex Lightning Plus intensifying screens - DuPont, Wilmington, DE). O
cassete foi mantido a temperatura de —80°C e, em média, apos 12 a 48 horas, o filme foi

revelado de forma convencional.

Apos a revelacdo das auto-radiografias e visualizacio das bandas, estas foram
submetidas a densitometria Optica (densitdmetro modelo GS 300, Hoefer Scientific
Instruments, San Francisco, CA, USA), e suas édreas foram quantificadas. Com estes dados,
realizou-se a andlise estatistica dos diferentes grupos, através da comparagdo das bandas

obtidas. Os resultados finais foram a variagdo percentual entre os ratos controles e sépticos.
2.3. Imunoprecipitagio:

Em alguns experimentos, os tecidos estudados foram extraidos e
homogeneizados no tampdo de extragdo B, em banho de gelo, e mantido nesta temperatura
durante todo o processo. Apos centrifugagdo por 25 min, a 12.000 rpm a 4 °C, foi usado o
sobrenadante para imunoprecipitagdo com anticorpos anti-receptor de insulina (anti-IR), e
anti-IRS-1.

Os volumes das amostras foram normalizados por concentragio protéica e os
volumes de cada anticorpo aplicado foi fixo (10ul/amostra). As amostras ficaram incubando
por 12-14 horas, a 4°C, acrescentando-se, a seguir, 50ul de proteina A-Shepharose 6MB, e
apOs mais duas horas, os precipitados foram coletados em centrifugagio de 12000 rpm, a

4°C, por 15 minutos. Os precipitados foram lavados por 3 vezes com tampdo especifico.

As proteinas precipitadas foram tratadas com tampédo de Laemmli (LAEMMLI,
1970) contendo 100 mM de DTT, aquecidas em agua fervente por 4 minutos, e entdo
submetidas a eletroforese em SDS-PAGE 6%. O procedimento segue as etapas ja descritas

anteriormente.

Material e Métodos
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Nestes experimentos de imunoprecipita¢do, os anticorpos utilizados para incubar

as membranas foram o anti-IR, anti-IRS-1, antifosfotirosina e o anti-PI 3-quinase.
2.4. Outros:
Dosagem da glicemia:

A determinagio da glicose plasmatica ou glicose sanguinea foi realizada através
de método enzimatico colorimétrico, segundo TRINDER, 1969 (Glicose E enzimética,
Reactoclin) (HENRY, CANNON, WINKILMAN, 1974; LOTT & TURNER, 1975) e os
resultados expressos em mg/dl.

Dosagem da insulina plasmatica:

Para a dosagem da insulina sérica, utilizou-se técnica de radioimunoensaio,
empregando-se 0 método do duplo anticorpo para insulina e os resultados expressos em

uU/ml.
Analise estatistica:

Experimentos foram sempre realizados, possibilitando o estudo dos grupos de

animais em paralelo.

Para analise estatistica dos resultados, utilizou-se o Teste T de Student, ndo
pareado, com nivel de significincia de 5% (p<0,05), sendo os resultados expressos como

média + erro padrao da média (X+ E.P.M.).

Material e Métodos
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4. RESULTADOS
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4.1. CARACTERISTICAS GERAIS DOS ANIMAIS:

As caracteristicas gerais dos animais utilizados nos diferentes experimentos sio
apresentadas na tabela 1. As determinagdes de glicose plasmatica e insulina sérica descritas a

seguir foram coletadas de animais em jejum de 12 a 14 horas.

Os animais do grupo controle ndo apresentaram idades ou pesos diferentes
significativamente dos do grupo séptico. Tanto o nivel de glicose plasmatica de jejum
(Controle: 104+9,5 mg/dl x Sépticos: 130+11,5 mg/dl, p<0,05), quanto a insulina sérica
foram maiores nos animais sépticos, com diferenga significativa entre os grupos. (Controle:

38+7,6 uU/ml x Sépticos: 61+5,3 pU/ml, p<0,05) (TABELA 1).

TABELA 1

GRUPOS PESO (g) GLICEMIA (Mg/dl) INSULINA (pUiml)
Controle 149+21 10419.5 38+7.6
Sépticos 154420 130+11,5% 61+5.3*

* p<0,05

4.2. EFEITO DA SEPTICEMIA NAS ETAPAS INICIAIS DA ACAO INSULINICA:

2.1. Efeito da septicemia na regulagdo do receptor de insulina, do IRS-1 e na
associa¢do IRS-1/PI 3-quinase em tecido hepatico de ratos:

N3zo houve alteragio no nivel protéico do receptor de insulina, como determinado
pelo “immunoblotting”, com anticorpo contra a porgdo terminal-carboxil do receptor de
insulina apés a imunoprecipitagdo do extrato total com anticorpo anti-IR (FIGURA 1). A
analise, por densitometria otica de seis experimentos, mostra que os niveis teciduais de

receptor de insulina nos animais sépticos foi de 92+6%, em relagdo aos animais controles

(p>0,05).
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Utilizando anticorpos anti-IRS-1 para immunoblotting, ap6s prévia
imunoprecipitacdo com anticorpo anti-IRS-1 (FIGURA 2), foi possivel a visualizagdo e
posterior quantificagdo desta proteina nos fragmentos hepaticos dos animais sépticos e
controles. O nivel tecidual do IRS-1 foi semelhante nos dois grupos (Controle: 100+7% x

Sépticos 94+10%, p>0,05; n=6).

O grau de fosforilagdo do receptor de insulina mostrou uma diminui¢do ndo
significativa para 95+8% nos animais sépticos, em relagdo aos controles em experimentos
onde o extrato total foi imunoprecipitado com anticorpo anti-IR e “immunoblotting” com
anticorpo antifosfotirosina (p>0,05; n=7) (FIGURA 3).

Amostras de figado dos animais controles e sépticos foram imunoprecipitadas
com anticorpos anti-IRS-1, e os “immunoblottings” realizados com anticorpos
antifosfotirosina (FIGURA 4). O grau de fosforilagdo do IRS-1 apds estimulo insulinico
aumentou nos animais sépticos de maneira ndo significativa, para para 112+7%

(p>0,05; n=8).

Estudos anteriores (BACKER et al., 1992; FOLLI et al., 1993; ARAKI et al.,
1994; GIORGETTI et al., 1993; HADARI et al., 1992; LAVAN et al, 1992; KELLY &
RUDERMAN, 1993) sugerem a existéncia de uma interagdo relativamente estavel e de alta
afinidade entre o IRS-1 e a subunidade de 85 kDa da PI 3-quinase, de tal forma que ambas as
proteinas podem ser co-precipitadas com anticorpos especificos, contra qualquer uma destas
proteinas. Desta forma, as membranas de nitrocelulose, que continham amostras previamente
imunoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-1, foram incubadas com anticorpos contra a
subunidade de 85 kDa da PI 3-quinase (FIGURA 5). Foi detectada uma discreta banda
correspondente a PI 3-quinase, no estado basal, tanto dos animais controle quanto dos
animais sépticos. Apds a estimulagdo com insulina, a intensidade desta banda aumentou
visivelmente tanto nos animais controles quanto nos sépticos, de forma consistente, com a

formacdo de uma associagdo estavel entre IRS-1 e PI 3-quinase.

A comparacdo das bandas estimuladas pela insulina, entre os animais controles e
sépticos, revelou que a associagdo IRS-1/PI 3-quinase ndo se alterou (Controle: 100+6% x

Sépticos 109+7%, p>0,05; n=4)
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FIGURA 1. Nivel protéico de IR em tecido hepatico
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Figura 1. Efeito da sepse sobre a concentragio protéica do receptor de insulina (IR) em
tecido hepatico de ratos controle (C) e sépticos (S). Amostras de tecido
hepético de ratos submetido a “immunoblotting” com anticorpo contra a por¢ao
terminal-carboxil do receptor de insulina, apds imunoprecipitagdo com anticorpo
anti-IR, onde ndo se observou diferenca na quantidade de receptor entre os

grupos (Controle: 100+8% x Sépticos 92+6%, p>0,05).
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FIGURA 2. Nivel protéico de IRS-1 em tecido hepatico
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Figura 2. Efeito da sepse sobre a concentragio protéica do IRS1 em tecido hepatico de
ratos controle (C) e sépticos (S). Amostras de tecido hepatico de ratos submetido
a “immunoblotting” com anticorpo anti-IRS-1, apdés imunoprecipitacdo com
anticorpo anti-IRS-1, onde ndo se observam alteragbes na quantidade de IRS-1

entre os grupos (Controle: 100+7% x Sépticos 94+10%, p>0,05).
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FIGURA 3. Fosforilagdo do IR em tecido hepitico
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Figura 3. Avaliacdo do grau de fosforilagio do receptor de insulina (IR) em tecido
hepatico de ratos controle (C) e sépticos (S), antes (-) e depois (+) da infusido
de insulina. Amostras de tecido hepético de ratos submetido a “immunoblotting”
com anticorpo anti-fosfotirosina, apés imunoprecipitagdo com anticorpo anti-IR,
onde ndo se verificaram alteragSes no grau de fosforlagdo da subunidade B do
receptor de insulina entre os grupos (Controle: 100+7% x Sépticos 95+8%,
p>0,05).
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FIGURA 4. Fosforilagdo do IRS-1 em tecido hepatico
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Figura 4. Avalia¢io do grau de fosforilagio do IRS-1 em tecido hepatico de ratos
controle (C) e sépticos (S), antes (-) e depois (+) da infusdo de insulina. Com
amostras de tecido hepatico de ratos controle e sépticos foram realizados
experimentos de imunoprecipitagdo apds estimulo com insulina. As amostras
foram imunoprecipitadas com anticorpos anti-IRS-1, e os “immunoblottings”
realizados com anticorpos anti-fosfotirosina. O grau de fosforilagdo do IRS-1
apos estimulo insulinico ndo apresentou diferenca entre os grupos (controle

100+7% x sépticos 112+7% p>0,05).
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FIGURA 5. Associacao IRS-1/PI3-K em tecido hepatico
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Figura 5. Efeito da sepse na associacio IRS-1/PI3-K em tecido hepatico de ratos
controle (C) e sépticos (S), antes (-) e depois (+) da infusdo de insulina. Com
amostras de tecido hepatico de ratos controle e sépticos previamente
imunoprecipitadas com  anticorpos  anti-IRS-1,  foram  realizados
“immunoblottings” com anticorpos anti-PI3-K. A associagdo IRS-1/PI3-K ndo

apresentou alteragdo (controle 100+6% x sépticos 109+7% p>0,05).
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Efeito da septicemia na regulagfo do receptor de insulina, do IRS-1 e na
associag@o IRS-1/PI 3-quinase em musculo de ratos:

De maneira semelhante 2 observada em tecido hepético, a septicemia nao
produziu mudangas no nivel protéico do receptor de insulina, quando quantificado apos
imunoprecipitagio com anticorpo anti-IR e posterior “blotting™ com anticorppo anti-IR no
tecido muscular. Os dados de seis experimentos podem ser observados na FIGURA 6 e
demonstram uma discreta redugiio a 94+6% nos ratos sépticos, em compara¢do com 0S

animais controles (p>0,05).

Contrastando ao que foi observado no tecido hepético quanto ao nivel tecidual de
IRS-1, houve uma dréstica e precoce diminuicdo desta proteina em tecido muscular de
animais sépticos observada em experimentos com imunoprecipitagdo com anticorpo anti-
IRS-1 e “blotting” anti-IRS-1 (FIGURA 7). Em uma média de seis experimentos, 2
quantidade de IRS-1 nos ratos sépticos foi 61+12% (p<0,05), em comparag¢do aos controles.

A realizagio de “immunoblotting” com anticorpo antifosfotirosina, apds a
infusdo de insulina na veia porta e apés imunoprecipitagdo com anticorpo anti-IR, mostrou
que o grau de fosforilagdo do receptor de insulina apresentou varia¢des ndo significativas

para 91+5% (p>0,05; n=6) nos animais sépticos, em relagao aos controles (FIGURA 8).

De maneira semelhante ao realizado com o tecido hepatico, foram feitos
experimentos de imunoprecipitagdo com anticorpos especificos, anti-IRS-1. Assim, amostras
de musculo dos animais controles e sépticos foram imunoprecipitadas com anticorpos anti-
IRS-1 e os “immunoblottings™ realizados com anticorpo antifosfotirosina (FIGURA 9). O
grau de fosforilagio do IRS-1, apés estimulo insulinico, diminuiu significantemente em

animais sépticos para 59+9% (p<0,05; n=7).

Para avaliar a associago da subunidade de 85 kDa da PI 3-quinase com o IRS-1,
as membranas, cujas amostras foram previamente imunoprecipitadas com anticorpo anti-
IRS-1, foram incubadas com anticorpo anti-PI 3-quinase. Houve o aparecimento de uma
banda ap6s o estimulo insulinico, nos animais controles e sépticos, sendo evidente a banda
nos animais controles e significativamente reduzida nos animais sépticos, diferente do

observado em tecido hepatico mas concordante com a reducio da fosforilagdo do IRS-1
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observada. Em um total de quatro experimentos, a quantidade de PI 3-quinase associada ao
IRS-1, apés estimulo insulinico, encontrou-se reduzida para 56x£7% (p<0,03), sugerindo,
desta forma, uma associagio muito menor entre IRS-1/PI 3-quinase no tecido muscular de

ratos sépticos (FIGURA 10).

FIGURA 6. Nivel protéico de IR em tecido muscular
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Figura 6. Efeito da sepse sobre a concentragio protéica do receptor de insulina (IR) em
tecido muscular de ratos controle (C) e sépticos (S). Amostras de tecido
muscular de ratos submetido a “immunoblotting” com anticorpo contra a por¢ao
terminal-carboxil do receptor de insulina apés imunoprecipitagdo com anticorpo
anti-IR, onde ndo se observou diferenga na quantidade de receptor entre os

grupos (Controle: 100+3% x Sépticos 94+6%, p>0,05).
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FIGURA 7. Nivel protéico de IRS-1 em tecido muscular
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Figura 7. Efeito da sepse sobre a concentra¢io protéica do IRS1 em tecido muscular de
ratos controle (C) e sépticos (8). Amostras de tecido muscular de ratos
submetido a  “immunoblotting” com  anticorpo  anti-IRS-1  apds
imunoprecipitagio com anticorpo anti-IRS-1, onde se observa uma redugdo
significativa na quantidade de IRS-1 em tecido muscular de ratos sépticos

(Controle: 100+9% x Sépticos 61£12%, p<0,05).
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FIGURA 8. Fosforilaciio do IR em tecido muscular
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Figura 8. Avalia¢io do grau de fosforilagao do receptor de insulina (IR) em tecido
muscular de ratos controle (C) e sépticos (S), antes (-) e depois (+) da infusio
de insulina. Amostras de tecido muscular de ratos submetido a
“immunoblotting” com anticorpo anti-fosfotirosina apos imunoprecipita¢do com
anticorpo anti-IR, onde nfo se verificaram alteragdes no grau de fosforilacdo da
subunidade B do receptor de insulina entre os grupos (Controle: 100£13% x

Sépticos 91+5%, p>0.05).
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FIGURA 9. Fosforilacio do IRS-1 em tecido muscular
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Figura 9. Avaliagio do grau de fosforilagio do IRS-1 em tecido muscular de ratos
controle (C) e sépticos (S), antes (-) e depois (+) da infusdo de insulina. Com
amostras de tecido muscular de ratos controle e sépticos foram realizados
experimentos de imunoprecipitagdo apds estimulo com insulina. As amostras
foram imunoprecipitadas com anticorpos anti-IRS-1, € os “immunoblottings™
realizados com anticorpos anti-fosfotirosina. O grau de fosforilagdo do IRS-1
apos estimulo insulinico diminuiu nos animais sépticos de maneira significativa

(controle 100+7% x sépticos 59+9% p<0,05).

Resultados
42



FIGURA 10. Associagio IRS-1/PI3-K em tecido muscular
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Figura 10. Efeito da sepse na associagao IRS-1/PI3-K em tecido muscular de ratos
controle (C) e sépticos (S), antes (-) e depois (+) da infusio de insulina. Com
amostras de tecido muscular de ratos controle e sépticos previamente
imunoprecipitadas ~com  anticorpos  anti-IRS-1, foram  realizados
“immunoblottings” com anticorpos anti-PI3-K. A associacdo IRS-1/PI3-K
diminuiu nos animais sépticos, de maneira consistente a reducao da fosforilagao

do IRS-1 (controle 100+3% x sépticos 56+7% p<0,05).

Resultados

43



Efeito da septicemia na regulagdo do receptor de insulina, do IRS-1 e na
associagdo IRS-1/PI 3quinase em tecido muscular cardiaco de ratos:

De maneira semelhante ao observado no tecido hepético, a septicemia nao
produziu mudangas nos niveis protéicos do receptor de insulina e do IRS-1, no tecido
muscular cardiaco. Os dados de oito experimentos de imunoprecipitagdo podem ser
observados nas FIGURAS 11 e 12, e demonstram aumento ndo significativo a 101+6%
(p>0.,05) e redugdo a 93+5% (p>0,05) nos niveis protéicos do receptor de insulina e do IRS-

1, respectivamente, nos animais sépticos, em comparagao com 0s animais controles.

O grau de fosforilagdo do receptor de insulina em experimentos utilizando
imunoprecipitagio com anticorpo anti-IR e “blotting™ com antifosfotirosina. apresentou
variacdes ndo significativas para 105£10% (p>0,05; n=6) nos animais sépticos, em relacdo

aos controles (FIGURA 13).

O IRS-1 apresentou, apds o estimulo insulinico, uma redugao nio significativa
no seu grau de fosforilagdo nos animais sépticos. De maneira semelhante ao realizado nos
tecidos descritos acima, foram feitos experimentos de imunoprecipitagdo com anticorpos
especificos, anti-IRS-1. Assim amostras de tecido muscular cardiaco dos animais controles €
sépticos foram imunoprecipitadas com anticorpos anti-IRS-1 e os “immunoblottings”
realizados com anticorpo antifosfotirosina (FIGURA 14). O grau de fosforilagao do IRS-1,
apos estimulo insulinico, reduziu sem significado estatistico em animais sépticos para

97+8% (p>0,05; n=7).

Para avaliar a associagio da subunidade de 85 kDa da PI 3-quinase com o IRS-1,
as membranas, cujas amostras foram previamente imunoprecipitadas com anticorpo anti-
IRS-1 foram incubadas com anticorpo anti-PI 3-quinase (FIGURA 15). E, de forma
semelhante ao ocorrido com o tecido hepatico, houve o aparecimento de uma banda apos o
estimulo insulinico, nos animais controle e séptico, sendo evidente a banda nos dois grupos
de animais. Em um total de quatro experimentos, a quantidade de PI 3-quinase associada ao
IRS-1, ap6s estimulo insulinico, encontrou-se reduzida sem significado para 96+6%
(p>0,05).
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FIGURA 11. Nivel protéico de IR em tecido muscular cardiaco
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Figura 11. Efeito da sepse sobre a concentracao protéica do receptor de insulina (IR)
em tecido muscular cardiaco de ratos controle (C) e sépticos (S). Amostras de
tecido muscular cardiaco de ratos submetido a “immunoblotting™ com anticorpo
contra a por¢do terminal-carboxil do receptor de insulina apds imunoprecipitacdo
com anticorpo anti-IR, onde néo se observou diferenca na quantidade de receptor

entre os grupos (Controle: 100+6% x Sépticos 101+6%, p>0,05).
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FIGURA 12. Nivel protéico de IRS-1 em tecido muscular cardiaco

C S

100% - 1

120% 1

80% -

O controle

60% - -
Hl septico

40% -

20% -

0% -

Figura 12. Efeito da sepse sobre a concentragio protéica do IRS1 em tecido muscular
cardiaco de ratos controle (C) e sépticos (S). Amostras de tecido muscular
cardiaco de ratos submetido a “immunoblotting” com anticorpo anti-IRS-1 apos
imunoprecipitagdo com anticorpo anti-IRS-1, onde ndo se observam altera¢des
na quantidade de IRS-1 entre os grupos (Controle: 100+5% x Sépticos 93+5%,
p>0,05).
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FIGURA 13. Fosforilacio do IR em tecido muscular cardiaco
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Figura 13. Avaliacio do grau de fosforilagao do receptor de insulina (IR) em tecido
muscular cardiaco de ratos controle (C) e sépticos (S), antes (-) e depois (+)
da infusio de insulina. Amostras de tecido muscular cardiaco de ratos
submetido a “immunoblotting” com anticorpo anti-fosfotirosina apos
imunoprecipitagdo com anticorpo anti-IR, onde ndo se verificaram alteragdes no
grau de fosforlagdo da subunidade P do receptor de insulina entre os grupos
(Controle: 100+8% x Sépticos 105+10%, p>0,05).
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FIGURA 14. Fosforilacido do IRS-1 em tecido muscular cardiaco
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Figura 14. Avaliagdo do grau de fosforilagio do IRS-1 em tecido muscular cardiaco de
ratos controle (C) e sépticos (S), antes (-) e depois (+) da infusdo de insulina.
Com amostras de tecido muscular cardiaco de ratos controle e sépticos foram
realizados experimentos de imunoprecipitagdo ap6s estimulo com insulina. As
amostras foram imunoprecipitadas com anticorpos anti-IRS-1, ¢ os
“mmunoblottings™ realizados com anticorpos anti-fosfotirosina. O grau de
fosforilagio do IRS-1 apés estimulo insulinico ndo apresentou diferenga entre os

grupos (controle 100+4% x sépticos 97+8% p>0,05).
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FIGURA 15. Associacio IRS-1/PI3-K em tecido muscular cardiaco
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Figura 15. Efeito da sepse na associacio IRS-1/PI3-K em tecido muscular cardiaco de
ratos controle (C) e sépticos (S), antes (-) e depois (+) da infusao de insulina.
Com amostras de tecido muscular cardiaco de ratos controle e sépticos
previamente imunoprecipitadas com anticorpos anti-IRS-1, foram realizados
“immunoblottings” com anticorpos anti-PI3-K. A associagdo IRS-1/PI3-K ndo
apresentou alteragio (controle 100+8% x sépticos 96+6% p>0,05).
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Efeito da septicemia na regulagio do receptor de insulina, do IRS-1 e na
associagdo IRS-1/PI 3quinase em tecido adiposo de ratos:

De maneira similar aos resultados obtidos em tecido hepatico e muscular
cardiaco, a septicemia nfo produziu mudangas nos niveis protéicos do receptor de insulina e
do IRS-1, no tecido adiposo quando se utiliza imunoprecipitagdo com anticorpos especificos
contra essas proteinas. Os dados de sete experimentos podem ser observados na FIGURA 16
demonstram reducgdo a 94+4% (p>0,05) nos niveis protéicos do receptor de insulina e a
97+5% (p>0,05; n=4) do IRS-1 (FIGURA 17) nos animais sépticos, em comparagdo com 0s

animais controles, ambos sem significado estatistico.

O grau de fosforilagdo do receptor de insulina, avaliado pela imunoprecipitagio
com anti-IR e “blotting” antifosfotirrosina, apresentou variagdes ndo significativas para

97+5% (p>0,05; n=5) nos animais sépticos, em relagdo aos controles (FIGURA 18).

De maneira semelhante ao realizado nos tecidos descritos acima, foram feitos
experimentos de imunoprecipitagdo com anticorpos especificos, anti-IRS-1. Assim amostras
de tecido adiposo dos animais controles e sépticos foram imunoprecipitadas com anticorpos
anti-IRS-1 e os “immunoblottings” realizados com anticorpo antifosfotirosina (FIGURA 19).
O grau de fosforilagio do IRS-1, apds estimulo insulinico, reduziu sem significado

estatistico em animais sépticos para 91+14% (p>0,05, n=4).

Para avaliar a associa¢do da subunidade de 85 kDa da PI 3-quinase com o IRS-1,
as membranas, cujas amostras foram previamente imunoprecipitadas com anticorpo anti-
IRS-1, foram incubadas com anticorpo anti-PI 3-quinase. De forma semelhante ao ocorrido
com os tecidos hepatico e muscular cardiaco, houve o aparecimento de uma banda apds o
estimulo insulinico, nos animais controle e séptico, sendo evidente a banda nos dois grupos
de animais. Em um total de quatro experimentos, a quantidade de PI 3-quinase associada ao
IRS-1, apdés estimulo insulinico, encontrou-se reduzida para 96+8% (p>0,05), sem
significado estatistico (FIGURA 20).
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FIGURA 16. Nivel protéico de IR em tecido adiposo
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Figura 16. Efeito da sepse sobre a concentragio protéica do receptor de insulina (IR)
em tecido adiposo de ratos controle (C) e sépticos (S). Amostras de tecido
adiposo cardiaco de ratos submetido a “immunoblotting” com anticorpo contra a
porgdo terminal-carboxil do receptor de insulina ap6s imunoprecipitagdo com
anticorpo anti-IR, onde ndio se observou diferenca na quantidade de receptor

entre os grupos (Controle: 100+4% x Sépticos 94+4%, p>0,05).
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FIGURA 17. Nivel protéico de IRS-1 em tecido adiposo
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Figura 17. Efeito da sepse sobre a concentracio protéica do IRS1 em tecido adipso de
ratos controle (C) e sépticos (S). Amostras de tecido adiposo de ratos
submetido a  “immunoblotting” com anticorpo  anti-IRS-1  apos
imunoprecipitagdo com anticorpo anti-IRS-1, onde ndo se observam alteracoes
na quantidade de IRS-1 entre os grupos (Controle: 100+1 1% x Sépticos 97+5%,
p>0,05).
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FIGURA 18. Fosforilacao do IR em tecido adiposo
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Figura 18. Avalia¢do do grau de fosforilacio do receptor de insulina (IR) em tecido
adiposo de ratos controle (C) e sépticos (S), antes (-) e depois (+) da infusio
de insulina. Amostras de tecido adiposo de ratos submetido a “immunoblotting™
com anticorpo anti-fosfotirosina apés imunoprecipitagdo com anticorpo anti-IR,
onde ndo se verificaram altera¢des no grau de fosforlagdo da subunidade P do
receptor de insulina entre os grupos (Controle: 100+10% x Sépticos 97+5%,
p>0,05).
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FIGURA 19. Fosforilagdo do IRS-1 em tecido adiposo
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Figura 19. Avaliacio do grau de fosforilagio do IRS-1 em tecido adiposo de ratos
controle (C) e sépticos (S), antes (-) e depois (+) da infusdo de insulina. Com
amostras de tecido adiposo de ratos controle e sépticos foram realizados
experimentos de imunoprecipitagdo apés estimulo com insulina. As amostras
foram imunoprecipitadas com anticorpos anti-IRS-1, € os “immunoblottings™
realizados com anticorpos anti-fosfotirosina. O grau de fosforilagdo do IRS-1
apds estimulo insulinico ndo apresentou diferenca entre os grupos (controle

100+5% x sépticos 91+14% p>0,05).
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FIGURA 20. Associac¢do IRS-1/PI3-K em tecido adiposo
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Figura 20. Efeito da sepse na associa¢io IRS-1/PI3-K em tecido adiposo de ratos
controle (C) e sépticos (S), antes (-) e depois (+) da infusdo de insulina. Com
amostras de tecido adiposo de ratos controle e sépticos previamente
imunoprecipitadas ~com  anticorpos  anti-IRS-1,  foram  realizados
“immunoblottings” com anticorpos anti-PI3-K. A associacdo IRS-1/PI3-K nio

apresentou alteragdo (controle 100+6% x sépticos 9618% p>0,05).
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5. DISCUSSAO
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A insulina inicia suas a¢des metabolicas e promotoras de crescimento quando
se liga a subunidade o extracelular de seu receptor tetramérico, estimulando assim a
capacidade tirosina quinase na subunidade B. Isto leva a uma mudang¢a conformacional do
receptor que ativa tirosinas especificas nesta subunidade, aumentando a atividade tirosina
quinase dirigida a substratos endogenos intracelulares. Estas proteinas citoplasmaticas sao
coletivamente denominadas IRSs (substratos do receptor de insulina), cujo primeiro
componente descrito, e melhor estudado até o momento é chamado substrato 1 do receptor
de insulina (IRS-1). O IRS-1 fosforilado associa-se a enzima fosfatidilinositol 3-quinase

(PI 3-quinase) ativando-a.

Evidéncias provenientes de trabalhos que se utilizam de metodologias variadas
provam que a atividade tirosina quinase do receptor, a fosforilacdo do IRS- 1 e a ativagao
da Pl 3-quinase sdo essenciais para a maioria dos efeitos biolégicos da insulina
(KAHN & GOLDFINE, 1993, YAMAUCHI & PESSIN, 1994).

O estudo da regulagdo das etapas iniciais da a¢do insulinica pode ser realizado
in vitro, utilizando-se receptores de insulina parcialmente purificados € substratos

exdgenos, ou pode ser realizado in vivo, apds o estimulo com insulina.

Inicialmente, os estudos experimentais sobre o processo de sinalizag@do
insulinica utilizavam receptores parcialmente purificados, e a atividade tirosina quinase era
determinada in vitro, em diregdo a substratos exogenos tais como histonas
(ROTHENBERG, WHITE & KAHN, 1990). Embora tais procedimentos fossem uteis na
compreensdo da fisiologia do receptor, eles estavam sujeitos a artefatos bioquimicos
resultantes da homogeneizagdo do tecido e da purificagdo do receptor, como protedlise e
desfosforilacdo, em razio de fosfatases contaminantes presentes no meio (KATHURIA, et
al., 1986). A remogdo do receptor da membrana plasmatica também interfere nas interagoes
com outros componentes celulares, podendo influenciar em sua atividade tirosina quinase
(FEHLMANN, ef al., 1985). Além disso, a atividade quinase quando estudada in vitro,
apresenta diferengas dependendo do substrato utilizado(ROTHENBERG, WHITE &
KAHN, 1990).

Discussdo

57



O protocolo experimental utilizado neste trabalho, estimulagdo in vive com
insulina, extra¢do e homogeneizagdo dos tecidos hepatico, adiposo, cardiaco e muscular em
tampOes desnaturantes ou em condigdes apropriadas para imunoprecipitagdo, € posterior
“immunobloting” com anticorpos especificos, permitiu uma avaliagdo das etapas iniciais da
acdo insulinica nestes quatro importantes tecidos para a homeostase da glicose (SAAD, ef
al., 1989). A metodologia aplicada neste estudo permite uma avaliagdo direta da
fosforilacdo em tirosinas do IRS-1, bem como sua associa¢do com outras proteinas (SAAD,
etal., 1992).

Em estudos in vivo em cultura de células e em sistemas reconstituidos in vifro,
o IRS-1 fosforilado associa-se a enzima fosfatidilinositol -3-quinase (PI3-quinase)
ativando-a (BACKER, et al, 1992, FOLLI, et al, 1992). Em estudos anteriores,
demonstrou-se que esta associagdo e ativagdo também ocorrem em tecidos insulino-
sensiveis de ratos, em concentragdo fisioldgicas de insulina (FOLLI, er al., 1992, SAAD, et
al., 1993). A enzima PI 3-quinase apresenta uma subunidade de 110 kDa e uma regulatoria
de 85 kDa que contém duas por¢des SH2 e uma SH3 (CARPENTER & CANTLEY, 1990).
A ativagdo da PI 3-quinase € essencial para o transporte de glicose (CHEATHAM, et al.,
1994), pois o tratamento de células com um inibidor especifico desta enzima, o

"wortmannim", bloqueia também a captagio dessa hexose.

Assim, a insulina estimula a fosforilagdo do IRS-1 ¢ o IRS-1 fosforilado se liga
a outras moléculas de sinalizag@o intracelular, propagando o sinal insulinico. Além da PI3-
quinase, pelo menos trés outras proteinas com porg¢do SH2 associam-se ao IRS-I: Syp, Nck,
¢ GRB-2 (KUHNE, et al., 1993, CHEATHAM & KAHN, 1995).

A escolha do modelo experimental de indugdo de sepse por ligadura e puncao
de ceco utilizado em nossos experimentos foi resultado da pesquisa de um modelo animal
com evolugdo clinica semelhante a apendicite aguda, com isquemia de alga, contaminagado
do peritonio por conteudo fecal e bloqueio local por omento. O tempo de desenvolvimento
da sepse também foi considerado. uma vez que a infusdo de bacté€rias viaveis ou mesmo
lipopolissacaride A (LPS-A) na corrente sanguinea leva a uma intensa resposta

hemodindmica com hipofluxo precoce que poderia interferir nos resultados.
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A resisténcia a insulina ficou caracterizada ndo s6 pela hiperglicemia verificada
apés jejum no grupo de ratos sépticos como pela hiperinsulinemia. Neste estudo,
investigamos as etapas iniciais da agao insulinica “in vivo” em tecidos metabolicamente
ativos, a procura de um mecanismo molecular para a resisténcia a insulina presente em

animais sépticos.

A pesquisa da quantidade de receptor de insulina presente nos quatro tecidos
estudados utilizando “immunoblotting” com anticorpo anti por¢ao terminal-carboxil do
receptor de insulina apds a imunoprecipitagdo do extrato total com anticorpo anti-IR, ndo
encontrou diferenca entre os dois grupos, assim como a fosforilagao deste, avaliada por
imunoprecipitagdo com anti-IR e “jmmunoblotting” com antifosfotirosina também ndo se

alterou.

A seguir, foi verificado que a quantidade de IRS-1 estava inalterada em tecidos
hepatico, cardiaco ¢ adiposo, mas significativamente reduzida no tecido muscular de ratos
sépticos. A fosforilagdo do IRS-1 (determinada por imunoprecipitagdo com anti-IRS-1 €
“blotting” com antifosfotirosina) também apresentou reduciio em musculo de ratos sépticos

quando comparada ao grupo controle.

Como demonstrado em outros estudos de nosso laboratorio (SAAD, et al.,
1992, SAAD, et al., 1993), a redugdo da fosforilagdo do IRS-1 foi acompanhada pela
diminui¢do da sua associagdo a PI3-quinase, também encontrava-se reduzida em tecido
muscular de ratos sépticos, quando medida através de imunoprecipitagdo com anticorpo

anti-IRS-1 e “immunoblotting” anti PI3-K.

Os resultados obtidos em tecido muscular de ratos sépticos, indicadores da
existéncia de alteragdes moleculares na via de sinalizagdo da insulina, podem contribuir

para explicar a menor sensibilidade a insulina demonstrada nestes animais.

A insulina induz a captagio de glicose em tecido muscular através da
translocagdo de vesiculas contendo GLUT 4 do citoplasma para a membrana plasmatica
(QUON, et al., 1994, RICE & GARNER, 1994, STEPHENS & PILCH, 1995). O GLUT 4

¢ o transportador de glicose especifico do musculo e tecido adiposo. Diferentes métodos
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experimentais tém evidenciado o papel da PI 3-quinase na translocagdo do GLUT 4
estimulada pela insulina (CHEATHAM, ef al., 1994, HARA, et al., 1994, HARUTA, et al.,
1995). Em um estudo em que se induziu uma mutagfio inativadora na PI 3-quinase,
demonstrou-se que a captagio de glicose estimulada pela insulina diminuiu (HARA, ef al.,
1994).

A utilizagdo de inibidores da PI 3-quinase como wortmannin € o LY 294002
reduz a captagio de glicose induzida pela insulina (CLARKE, ez al., 1994, SANCHEZ-
MARGALET, et al., 1994, YEH, et al., 1995). Essas evidéncias sdo importantes e sugerem
que a ativagdo da PI 3-quinase é necessaria para a captagdo de glicose induzida pela

insulina.

Assim, a diminui¢do dos niveis e grau de fosforilagdo do IRS-1. bem como a
menor interagio IRS-1/PI 3-quinase em tecido muscular de animais sépticos podem
contribuir para a menor captagdo muscular de glicose que estes animais apresentam e para a

resisténcia a insulina descrita.

(ZELLER, et al., 1994) demonstraram que os niveis de GLUT 4 ndo se
modificam em tecido adiposo € muscular de animais sépticos, sugerindo que nestes animais
a menor sensibilidade a insulina é consequéncia de uma menor transloca¢do do GLUT 4
induzida por insulina, o que vem ao encontro de nossos dados de alteragdes na transmissédo

do sinal de insulina em tecido muscular na sepse.

As alteragdes moleculares observadas apenas na via da sinalizacdo da insulina
em tecido muscular de ratos sépticos, sugerem uma interferéncia tecido-especifica da sepse
que ocorre apos a ligagdo da insulina com o seu receptor, que poderia ser mediada por
citoquinas como o TNF-q, alteragdes hemodinamicas, hormonais ou do ciclo glicose-AGL,
presentes durante o desenvolvimento desta. A possibilidade de interagdes multifatoriais € a

mais provavel, uma vez que a cascata inflamatéria e humoral produzida pela sepse tem

grande proporgdes.
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Um mecanismo regulatorio importante das etapas iniciais da agdo insulinica é
através da fosforilagdo do IRS-1 em aminoacidos serina e treonina (MYERS & WHITE,
1996). Esta regulagdo do IRS-1 pode ser evidenciada em culturas de células, utilizando
metodologia variada (TANTI, et al., 1994).

H4 evidéncias de que a fosforilagdo do IRS-1 em serina e (ou) treonina reduz,
de maneira significativa, a capacidade do receptor de insulina fosforilar este substrato em

tirosina, dificultando a transmissdo do sinal insulinico.

Modelos animais de obesidade e resisténcia a insulina tém expressdo de TNF-a
elevada em tecidos adiposo e muscular (TNF-ao mRNA e proteina), quando comparados
com outros tecidos (HOTAMISLIGIL, SHARGILL & SPIEGELMAN, 1993). Humanos
com obesidade e resisténcia a insulina tém achados semelhantes (HOTAMISLIGIL, et al.,
1995, SAGHIZADEH, et al., 1996). Existem evidéncias de causalidade entre TNF-a e
resisténcia a insulina. A infusdo de anticorpos anti- TNF-a foi capaz de neutraliza-lo “in
vivo” e melhorar a agdo insulinica em ratos Zucker (HOTAMISLIGIL, SHARGILL &
SPIEGELMAN, 1993); enquanto a administra¢do de proteina ligante ao TNF-a solivel em
animais resistentes a insulina melhorou a a¢fdo insulinica in vivo (HOTAMISLIGIL &
SPIEGELMAN, 1994). Ratos geneticamente obesos com supressdo dos receptores p55 e
p75 de TNF-o sdo mais sensiveis a insulina do que os com receptores intactos

(HOTAMISLIGIL, 1999).

Em humanos, ha fortes evidéncias do papel fisiopatolégico do TNF-a na
resisténcia a insulina associada a obesidade, a diabete mellitus tipo II, a sepse, ao cancer e

ao pos-operatério (MICHIE, et al., 1988, OFFNER, et al.., 1990).

A exposi¢do de culturas de células (adipocitos 3T3-L1 ou 3T3-F442A) ao TNF-
a por 3 a 5 dias provoca uma redugdo na fosforilagao induzida pela insulina no IR e IRS-1
(HOTAMISLIGIL & SPIEGELMAN, 1994, GUO & DONNER, 1996), além de uma
diminui¢do na quantidade de mRNA e proteina do GLUT 4, IR e IRS-1 (STEPHENS &
PEKALA, 1991, STEPHENS, LEE & PILCH, 1997). Essas alteracdes observadas na
fosforilacdo induzida pela insulina no IR e IRS-1, apos tratamento com TNF-a, podem
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também ser reproduzidas em culturas de células Fao (de hepatoma de ratos) (FEINSTEIN,
et al, 1993, KANETY, et al, 1995), fibroblastos NIH3T3 (KRODER, et al., 1996) e
miocitos L6 (BEGUM & RAGOLIA, 1996), embora ndo sejam uniformemente observadas
(NOLTE, et al., 1998).

Os possiveis alvos tedricos da agfo inibitoria do TNF-a incluem a fosforilagdo
do IR e IRS-1 em tirosina e a associagdo do IRS-1 fosforilado a PI 3-quinase. Ha
evidéncias de que a ligagdo do TNF-o com seus receptores p55 ou p75 induz a fosforilagao
do IRS-1 em serina, bloqueando a sinalizagdo da insulina (HOTAMISLIGIL, 1999). A
conexdo entre ativagdo do receptor de TNF-a e fosforilagdo em serina do IR e IRS-1 nao
esta completamente esclarecida, mas pode, pelo menos em parte, ser mediada por proteina
quinase C (PKC).

A ligagio do TNF-a a seu receptor ativa a formagido de diacilglicerol via
fosfolipase C, que estimula a atividade serina/treonina kinase, da PKC, o que poderia
induzir a fosforilagdo do IRS-1 em serina (HAYAKAWA, et al., 1993, HOTAMISLIGIL,
et al., 1996).

Em resumo, a elevacgdo dos niveis de TNF-a observada na sepse poderia induzir
fosforilagio do IRS-1 em serina, dificultando sua fosforilagio em tirosina e ainda
facilitando o processo de degradagdo deste substrato, contribuindo para explicar as
alteragdes moleculares nas etapas iniciais da agdo insulinica em musculo de animais

sépticos demonstradas em nosso estudo.

Além disso, a administracdo aguda de TNF-a induz a resisténcia a insulina
caracterizada por diminuigio da captagdo periférica de glicose,que desaparece quando os
efeitos hemodinamicos da insulina sio bloqueados (YOUD, RATTIGAN & CLARK,

2000), sugerindo também um componente vascular associado.

Varios estudos demonstraram que além dos efeitos metabdlicos, a insulina
possui efeitos hemodindmicos capazes de aumentar o acesso da glicose e insulina ao tecido
muscular (BARON & CLARK, 1997, RATTIGAN, CLARK & BARRETT, 1997, YKI-
JARVINEN & UTRIAINEN, 1998). Os efeitos hemodindmicos da insulina podem ser
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divididos em dois componentes: Um aumento do débito cardiaco mediado por uma
vasodilatagdo 6xido-nitrico dependente (STEPHENS & PEKALA, 1991) que na presenga
de um inibidor da oxido nitrico-sintetase diminui 30% (BARON & CLARK, 1997) € um
aumento no recrutamento capilar, que nio parece ter relagdo com o aumento do débito
cardiaco (RATTIGAN, CLARK & BARRETT, 1997). A utilizagdo de a-metil serotonina,
um inibidor do recrutamento capilar, reduz nio apenas o efeito hemodinAmico da insulina,
mas também a captagdo de glicose em aproximadamente 40% (RATTIGAN, CLARK &
BARRETT, 1997).

Os efeitos hemodindmicos produzidos pela insulina dificilmente contribuiriam
para a resisténcia a insulina na sepse, por ter como efeito fisiologico um aumento da
chegada da glicose aos tecidos, além de ndo explicar as alteragdes moleculares observadas

em tecido muscular de animais sépticos.

Em animais sépticos ocorre um aumento dos niveis circulantes de cortisol, que
poderia contribuir para a menor sensibilidade da insulina desses animais. E fato
reconhecido que glicocorticdides causam resisténcia a insulina (DEPIRRO, ef al., 1981,
AMATRUDA, LIVINGSTON & LOCKWOOD, 1985). A hipercortisolemia est4 associada
ao aumento da producdo hepatica de glicose (AMATRUDA, LIVINGSTON &
LOCKWOOD, 1985), redugdo do transporte e utilizagéo periféricos de glicose (DEPIRRO,
et al., 1981) além da diminui¢do da sintese ¢ aumento da degradagdo protéica muscular
(RANNELS & JEFFERSON, 1980), sem altera¢des na capacidade de ligagdo da insulina
com o seu receptor, sugerindo um defeito pos-membrana (BLOCK & BUSE, 1989).
Entretanto, em modelos animais de hipercortisolemia as alteragdes na fosforilagdo do IRS-1
e associagdo deste com a PI 3-quinase também estdo presentes em tecido hepatico, e ndo

apenas em tecido muscular como observado em ratos sépticos.

A fosforilagdo do IRS-1 em musculo de animais hipercortisolémicos apresenta
resultados discrepantes (GIORGINO, ef al, 1993). Assim, a hipercortisolemia pode
contribuir, mas de maneira menos efetiva, para as alteragdes moleculares encontradas nas

etapas iniciais da a¢do da insulina em musculo de ratos sépticos.
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Outra caracteristica hormonal importante da septicemia, € a elevagdo dos niveis
de catecolaminas na circulagio sistémica desde as suas fases iniciais. E fato bem
estabelecido que a estimulagdo do receptor P-adrenérgico por isoproterenol é capaz de
inibir o transporte de 3-0-metilglicose em musculo esqueléticos de humanos (ZIERATH, ef
al., 1996). Trabalhos visando esclarecer os mecanismos moleculares envolvidos no evento
descrevem aumento da quantidade de receptor de insulina em tecido adiposo epididimal,
reducdo em tecido hepatico e manutengio da quantidade em tecido muscular com a infusdo
prolongada de adrenalina em ratos (CAMPION, et al, 1997), e reducdo tanto da
fosforilagdo do IRS-1 quanto da sua associagdo com a PI-3 quinase, sem alterar suas
concentragdes, em tecido muscular e hepatico de animais expostos a doses agudas de
adrenalina (THIRONE, et al., 1998). Os resultados descritos sdo semelhantes aos nossos
em tecido muscular exposto agudamente a adrenalina mas € pouco provavel que este
mecanismo isoladamente justifique as alteragdes encontradas. O modelo utilizado € de
peritonite fecal evoluida, onde dificilmente os niveis circulantes de adrenalina se
aproximariam dos utilizados por Thirone, e alteragdes das vias de transmissdo do sinal

insulinico também seriam esperadas em outros tecidos.

A infecg@o por bactérias gram (-) aumenta a oxidagao de lipideos (WOLFE &
SHAW, 1985) e a relagdo entre disponibilidade plasmatica de glicose e metabolismo
lipidico pode estar alterada nestas condigoes (WOLFE, SHAW & DURKOT, 1985).

E fato bem estabelecido que na sepse ocorre elevagio dos niveis circulantes de
dcidos graxos livres (AGL) (WOLFE & SHAW, 1985, LANZA-JACOBY & ROSATO,
1994, CHAMBRIER, et al., 2000, WOLFE & MARTINI, 2000), ¢ o aumento da
concentracdo plasmatica de AGL esta associado a diversos estados de resisténcia a insulina,
incluindo diabete tipo II e obesidade (REAVEN & CHEN, 1988), e o aumento artificial da
concentra¢do plasmatica de AGL em individuos saudaveis pode induzir, agudamente,
resisténcia a insulina (THIEBAUD, et al., 1982, WOLFE, SHAW & DURKOT, 1985).

O estudo classico de Randle (RANDLE, ef al., 1963) demonstrou a existéncia
de um ciclo glicose-AGL, interligados de tal forma que um aumento nos niveis circulantes

de AGL reduz a captagado e oxidagdo da glicose. Os mecanismos moleculares para explicar
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tal ciclo tiveram diversas interpretagdes ao longo desses quase 40 anos, mas recentemente
demonstrou-se que a elevagdo dos niveis de AGL reduz a fosforilacdo do IRS-1 e a
interagdo deste com a PI 3-quinase (DRESNER, et al., 1999). Assim, € possivel que o
aumento dos niveis de AGL descrito em animais sépticos possa contribuir, pelo menos em
parte, para justificar as alteragdes moleculares na via de transmissao do sinal da insulina em

musculo desses animais.

Os resultados de nosso estudo demonstraram alteracdes nos niveis € grau de
fosforilagdo do IRS-1 bem como na interagdo deste substrato com a PI 3-quinase em tecido
muscular de ratos sépticos que podem ser conseqiiéncia de multiplos fatores. As alteragoes

encontradas podem contribuir para a resisténcia a insulina existente nesses animais.

Discussdo

65



]

A
:
-
O
Z
O
&

66



1. Os resultados obtidos em nosso estudo demonstram que nao houve
alteragOes nas etapas iniciais da agdo insulinica em figado, tecido adiposo e coragdo de

ratos sépticos.

2. Demonstrou-se menores niveis teciduais e grau de fosforilagdo do IRS-1,
bem como menor interagdo deste com a PI 3-quinase em musculo esquelético de ratos

sépticos.

3. Essa regulagdo tecido-especifica das vias de transmissdo do sinal insulinico

pode contribuir para a resisténcia a insulina observada nesses animais.
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Sepsis is known to induce insulin resistance, but the exact molecular
mechanism involved is unknown. In the present study we have examined the levels and
phosphorylation state of the insulin receptor and insulin receptor substrate 1 (IRS-1), as
well as the association between IRS-1 and phosphatidylinosito]l 3-kinase (PI 3-kinase) in
the liver, muscle, heart and fat of septic rats by immunoprecipitation and immunoblotting

with anti-insulin receptor, anti-IRS-1, anti-PI 3-kinase and anti-phosphotyrosine antibodies.

There were no changes in the insulin receptor concentration and
phosphorylation levels in any tissue of septic rats. IRS-1 protein levels were decreased to
61 + 12% (p < 0.05) in muscle but not in other tissues of septic rats. In samples previously
immunoprecipitated with anti-IRS-1 antibody and blotted with antiphosphotyrosine
antibody, the insulin-stimulated IRS-1 phosphorylation levels in the muscle of septic rats
decreased to 59 = 9% (p < 0.05) and insulin-stimulated IRS-1 association with PI 3-kinase

decreased to 56 + 7% in muscle (p < 0.05), but no changes were seen in liver, heart or fat.

These data suggest that there is a tissue-specific regulation of early steps of
insulin signal transduction in septic rats, and the changes observed in muscle may have a

role in the insulin resistance of these animals.
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Abstract

Sepsis is known to induce insulin resistance, but the exact molecular mechanism involved is
unknown. In the present study we have examined the levels and phosphorylation state of the insulin
receptor and of insulin receptor substrate 1 (IRS-1), as well as the association between IRS-1 and
phosphatidylinositol 3-kinase (P 3-kinase) in the liver and muscle of septic rats by immunoprecipitation
and immunoblotting with anti-insulin receptor, anti-IRS-1, anti-P1 3-kinase and anti-phosphotyrosine
antibodies. There were no changes in the insulin receptor concentration and phosphorylation levels in
the liver and muscle of septic rats. IRS-1 protein levels were decreased by 40 = 3% (p < 0.01) in mus-
cle but not in liver of septic rats. In samples previously immunoprecipitated with anti-IRS-1 antibody
and blotted with antiphosphotyrosine antibody, the insulin-stimulated IRS-1 phosphorylation levels in
the muscle of septic rats decreased by 38 = 5% (p < 0.01) and insulin-stimulated IRS-1 associa-
tion with PI 3-kinase decreased by 44 = 7% in muscle (p < 0.01) but no changes were seen in liver.
These data suggest that there is a tissue-specific regulation of early steps of insulin signal transduction
in septic rats, and the changes observed in muscle may have a role in the insulin resistance of these
animals. © 2001 Elsevier Science Inc. All rights reserved.

Keywords: Insulin action; Insulin receptor substrate-1; Insulin resistance; Sepsis; Tyrosine phosphorylation

Introduction

Gram-negative infection produces characteristic alterations in carbohydrate metabolism
that are observed under experimental and clinical conditions [1, 2]. A hallmark of various
stress states is a decreased ability of insulin to stimulate glucose uptake [2, 3]. The occur-
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rence of insulin resistance during sepsis is evidenced by diminished glucose tolerance and
hyperinsulinemia [4, 5]. Factors that have been implicated in the development of insulin
resistance during sepsis include the stress response of fever, catabolism, and elevated levels
of hormonal antagonists of insulin action such as growth hormone, catecholamines, cortisol,
and glucagon [6, 7]. Despite the wide acceptance of these concepts, there is a relative paucity
of information about the site and the molecular mechanisms involved in the alterations of
insulin action in sepsis.

In recent years, our understanding of the molecular mechanisms of insulin action has
increased as evidence of the complex signaling pathways and multiple 1soforms of key sig-
naling molecules has accumulated. The initial mechanism of insulin action involves binding
of the hormone to specific cell surface receptors, which leads to the autophosphorylation and
activation of an intrinsic tyrosine kinase of the insulin receptor (IR) B-subunit [8, 9].

This tyrosine kinase subsequently phosphorylates proteins known as insulin receptor sub-
strates (IRS-1 and IRS-2) [9, 10]. IRS proteins act as messenger molecules activated recep-
tors to signaling proteins with Src homology 2 (SH2) domains, which are important steps in
insulin action. After stimulation by insulin, IRS-1 associates with several proteins, including
phosphatidylinositol (PT) 3-kinase, phosphotyrosine phosphatase Syp, and adapter molecules
as Nck, Grb2, and Fyn [11, 12, 13].

The enzyme PI 3-kinase is one of the best studied SH2 domain proteins, and has been
shown to play a critical role in many of the metabolic effects of the insulin, including stimu-
lation of glucose transport, activation of glycogen synthase, and inhibition of phosphoenol
pyruvate carboxykinase (PEPCK), the key enzyme of gluconeogenesis [8].

In different animal models of insulin resistance our laboratory have demonstrated changes
in the early steps of insulin action in the liver and muscle which may have a role in the mo-
lecular mechanism of reduced sensitivity to this hormone [14—17]. Little is known about the
regulation of early steps in insulin action in an animal model of sepsis. The aim of this study
was to investigate the insulin-induced IR and IRS-1 tyrosine phosphorylation levels and asso-
ciation of the latter with PI 3-kinase in liver and muscle of septic rats.

Methods
Materials

Reagents for sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and
immunoblotting were from Bio-Rad (Richmond, CA). N-2-Hydroxyethyl-piperazine-N-2
ethanesulfanic acid (HEPES), phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF), aprotinin, dithiotreitol
(DTT), Triton X-100, Tween 20, glycerol and bovine serum albumin (BSA, fraction V) were
from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). Protein A-Sepharose 6MB and '**I-protein A
were from Amersham Pharmacia Biotech UK Ltd. (Buckinghamshire, UK). and nitrocellu-
lose paper (BASS, 0.2 mm) was from Schieicher & Schuell. Sodium amobarbital (Amytal)
and human recombinant insulin (Humulin R) were from Eli Lilly. Monoclonal antiphospho-
tyrosine antibody and anti-PI 3-kinase antiserum was from UBI (Lake Placid, NY). Anti-
insulin receptor antibody and anti-IRS- | antibodies were from Santa Cruz biotechnology, Inc
(Santa Cruz, CA, USA)
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Animals and tissue extracts

Male rats (150 — 180 g) were allowed access to standard rodent chow and water ad libi-
tum. Initially, the animals were anaesthetized with ether and made septic by ligature and
cecum punction as described by Pedersen et al. [18]. The animals were studied after 20-24 h
of induced sepsis. The studies were performed in parallel for the control and septic rats in
each pair.

The rats were anaesthetized with sodium amobarbital (15 mg/kg body weight intraperitonial)
and used as soon as anesthesia was assured by loss of the pedal and corneal reflexes. The
abdominal cavity was opened, the portal vein exposed and 0.5 ml of normal saline (0.9%
NaCl) with or without 6 p.g of insulin was injected.

Thirty seconds later, the livers were removed, minced coarsely and homogenized immedi-
ately in approximately 10 volumes of solubilization buffer at 4° C using a Polytron PTA 20S
generator (Brinkmann Instruments model PT 10/35) operated at maximum speed (setting 10)
for 40 seconds. The solubilization buffer was composed of 50 mM HEPES (pH 7.4), 100 mM
sodium pyrophosphate, 100 mM sodium fluoride, 10 mM EDTA, 10 mM sodium vanadate, 2
mM PMSEF, 0.1 mg/ml aprotinin and 1% triton X-100.

Approximately 90 s after insulin injection, hindlimb muscles were excised and homoge-
nized with a Polytron in 6 volumes of solubilization buffer at 4°C. The extracts were centri-
fuged at 55000 r.p.m. at 4°C in a Beckman 70.1 T1 rotor for 60 min to remove insoluble
material and the supernatant was used for immunoprecipitation with anti IR and IRS-1 anti-
bodies and protein A sepharose 6-MB.

Protein analysis by immunoblotting

After immunoprecipitation the samples were treated with Laemmli sample buffer [19]
containing 100 mM DTT and heated in a boiling water bath for 4 min and then subjected to
SDS-PAGE (6% Tris acrylamide) in a Bio-Rad miniature slab gel apparatus. The elec-
trotransfer of proteins from the gel to nitrocellulose was performed for 2 h at 120 V (constant)
using a Bio-Rad miniature transfer apparatus (Mini-Protean) as described by Towbin et al.
[20] but with 0.02 % SDS added to the transfer buffer to enhance the elution of high molecular
mass proteins. Non-specific protein binding to the nitrocellulose was reduced by preincubating
the filter overnight at 4°C in blocking buffer (3 % BSA, 10 mM Tris, 150 mM NaCl, and
0.02% Tween 20). Prestained molecular weight standards were myosin (205 kDa), galactosi-
dase (116 kDa), bovine serum albumin (80 kDa) and ovalbumin (49.5 kDa).

The nitrocellulose blot was incubated with antiphosphotyrosine antibodies, anti-insulin
receptor antibodies, with anti-IRS-1 antibodies or anti-PI 3-kinase antibodies diluted in
blocking buffer for 4 h at 22°C and washed for 60 min in blocking buffer without BSA. The
blots were then incubated with 2 pCi of ['°I] protein A (30 pCi/pg) in 10 ml of blocking
buffer for 4 h at 22°C and washed for 60 min in blocking buffer without BSA. Protein A
bound to the antiphosphotyrosine, anti-IRS-1, and anti- P1-3-kinase antibodies were detected
by autoradiography using preflashed Kodak XAR film with Cronex Lighting Plus intensify-
ing screens at — 70°C for 12-48 h. Band intensities were quantitated by optical densitometry
(Molecular Dynamics) of the developed autoradiographs.
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Other

Protein determination was performed by the Bradford dye method [21] using the Bio-Rad
reagent and BSA as the standard.

The plasma glucose concentrations were measured by the oxidase method. Plasma insulin
levels were measured by double-antibody radiommunoassay (Diagnostic Products Corp., Los
Angeles, Calif., USA).

Statistics

Experiments were always performed by analyzing samples from the septic animals in par-
allel with a control group. Comparisons were made using Student’s unpaired t test. The level
of significance selected was P < 0.05.

Results
Animal characteristics

Fasting plasma glucose concentrations were similar in control and 1n septic rats (C: 6.11 =
0.38 X S: 6.44 + 0.66 mmol/l), and fasting serum insulin concentrations were higher in sep-
tic rats than in controls (C: 1.91 + 0.37 X S: 3.05 £ 0.26 pmol/l). Thus the serum insulin
concentration was inappropriately high for the plasma glucose concentrations in septic rats.
[insulin-to-ghicose ratio (pmol/mmol 0.47 in septic rats vs. 0.31 mn control rats], suggesting a
state of insulin resistance.

The effect of sepsis on insulin receptor and IRS-1 phosphorylation in rat muscle

In septic rats, there were no changes in the insulin receptor levels in muscle as shown by
immunoblotting with anti-insulin receptor antibody (Fig. 14). In samples from muscle previ-
ously immunoprecipitated with anti-IR antibody and immunoblotted with antiphosphoty-
rosine antibody, insulin-induced insulin receptor phosphorylation in septic rats was similar to
that of controls (Fig. 1B8).

On the other side, the levels of IRS-1 protein in muscle detected by immunoblotting were
reduced by 40 = 3% (P < 0.01) in septic rats (Fig. 24). In samples from muscle previously
immunoprecipitated with anti-IRS-1 antibody and immunoblotted with antiphosphotyrosine
antibody, there was a clear decrease in insulin-stimulated IRS-1 phosphorylation by 38 = 5%
(P < 0.01) in septic rats. (Fig. 2B). Previous studies [11, 12, 22] have suggested that there is
a relatively stable, high affinity interaction between IRS-1 and the 85 kDa subunit of the P1 3-
kinase, such that antibodies to either protein coprecipitate both proteins. In samples from
muscle previously immunoprecipitated with anti-IRS-1 antibody and immunoblotted with
antibody against the 85 kDa subunit of PI 3-kinase, there was little or no detectable PI 3-kinase
immunoreactivity in the basal state in either the normal or septic ammals (Fig. 2C). After
insulin stimulation, a band with the expected molecular weight of the regulatory subunit of
the PI 3-kinase (85 kDa) was present in anti-IRS-1 antibody immunoprecipitates of muscle
from both groups of rats. This observation is consistent with a stable association of IRS-1and
PI 3-kinase. However, the amount of PI 3—kinase associated with IRS-1 was reduced to 56 = 7%
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Fig. 1. Insulin receptor protein and tyrosine phosphorylation levels in muscle of control and septic rats. The proteins
were isolated with extraction buffer, as described in Methods, and kept on ice. After centrifugation, aliquots of the
supernatant were immunoprecipitated with anti-IR antibody and immunoblotted with anti-IR (A) and antiphos-
photyrosine (B) antibodies and ['?*]] protein A, and then subjected to autoradiography. Scanning densitometry
was performed on autoradiograms of seven experiments for IR protein levels and seven experiments for IR
tyrosine phosphorylation. Data are expressed as mean = SEM and are normalized for protein contents. *p < 0.01.

(P< 0.01) in septic rats, thus suggesting a reduced association between IRS-1 and PI 3-ki-
nase (Fig. 2C).

The effect of sepsis on insulin receptor and IRS-I phosphorylation in rat liver

As determined by immunoblotting there was no change in the hepatic insulin receptor protein
levels in septic animals (C: 100 * 3 X S: 92.2 £ 5 %). After insulin treatment, insulin receptor
phosphorylation in liver was similar in control and septic rats. (C: 100 = 6 X S: 94.9 = 4 %)
(Fig 3).

The levels of IRS-1 protein in liver detected by immunoblotting were similar in control
and in septic rats (C: 100 + 4 X S: 106 * 3 %) (Fig. 44). To better define the levels of IRS-1
phosphorylation, we performed Western blot analysis of tyrosyl-phosphorylated proteins in
anti-IRS-1 immunoprecipitates before and after stimulation with insulin in both groups of an-
imals. Figure 4B shows that there is no change in insulin-stimulated IRS-1 phosphorylation
in the liver of septic animals, when compared with controls (C: 79 = 3 X 8: 89.2 = 5 %). To
examine the association of the 85 kDa subunit of PI 3-kinase with IRS-1, the same blot was
incubated with anti PI 3 kinase antibody. As expected, in both groups, a band of 85 kDa was
present in the IRS-1 immunoprecipitates after exposure to insulin, but the intensity of the
bands were similar in both groups (C: 80 * 4 X S: 86.1 = 3 %) (Fig. 4C). This result sug-
gests that sepsis does not alter the association between IRS-1 and PI 3-kinase 1n liver.
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Fig. 2. Insulin-stimulated tyrosine phosphorylation of IRS-1 and its association with PI 3-kinase in the muscle of
control and septic rats. The proteins were isolated with extraction buffer, as described in Methods, and kept on ice.
A fter centrifugation, aliquots of the supernatant were immunoprecipitated with anti-IRS-1 antibody and mmuno-
blotted with anti-IRS-1 (A), antiphosphotyrosine (B) and PI 3- kinase (85 kDa subunit) (C) antibodies and ['°T]
protein A, and then subjected to autoradiography. Scanning densitometry was performed on autoradiograms of
nine experiments for IRS-1 protein levels and phosphorylation and nine experiments for the associaion between
IRS-1 and PI 3-kinase. Data are expressed as mean * SEM and are normalized for protein contents. * p < 0.01.

Discussion

Whole body insulin resistance has been demonstrated in septic patients and in the infected
animals [3, 4]. It was previously demonstrated that gram-negative sepsis in the rat decreased
insulin action in extrahepatic tissues while not altering the msulin-induced suppression of he-
patic glucose output [23]. Although skeletal muscle represents a large percentage of the total
body mass and is an insulin-sensitive tissue, these data only imply that muscle is the primary
site of the sepsis-induced whole body insulin resistance. Muscle insulin resistance has been
demonstrated in a canine model of chronic hypermetabolic sepsis, by isolating the gracilis
muscle in situ and infusing insulin directly into the muscle bed (24). Similarly, a decreased
glucose uptake by muscle following a maximally stimulating dose of insulin has also been
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Fig. 3. [nsulin receptor protein and tyrosine phosphorylation levels in liver of control and septic rats. The proteins
were isolated with extraction buffer, as described in Methods, and kept on ice. After centrifugation, aliquots of the
supernatant were immunoprecipitated with anti-IR antibody and immunoblotied with anti-IR (A) and antiphos-
photyrosine (B) antibodies and ['?*1] protein A, and then subjected to autoradiography. Scanning densitometry
was performed on autoradiograms of six experiments for IR protein levels and six experiments for IR tyrosine
phosphorylation. Data are expressed as mean + SEM and are normalized for protein contents. * p < 0.01.

observed during endotoxic and bacteremic shock in dogs (25, 26). Lang et al. (27) demon-
strated in rats that a decrease rate of insulin-mediated glucose uptake in muscle is primarily
responsible for the whole body insulin resistance seen during hypermetabolic sepsis, and that
the impairment of insulin action in skeletal muscle is not dependent on the fiber type or to
changes in blood flow.

Our results indicate that sepsis has no significant effect on insulin receptor protein and tyro-
sine phosphorylation levels in the two tissues studied. However, insulin-induced IRS-1 tyrosine
phosphorylation levels and association with PI 3-kinase 1s reduced in muscle but not in liver,
suggesting a tissue-specific regulation of these pathways in septic rats. The alterations de-
scribed in early steps in insulin action in muscle may have an important role in the insulin
resistance observed in septic rats.

Insulin increases glucose uptake into cell, in part by causing translocation of GLUT4 from
intracellular compartments to the plasma membrane in muscle (28). At present, only one
downstream signaling molecule is unequivocally essential for insulin-stimulated GLUT4
translocation, the PI 3-kinase (29). Multiple studies using various pharmacological inhibi-
tors, microinjection of blocking antibodies, and expression of dominant-interfering and con-
stitutively active mutants are all consistent with a necessary role for PI 3-kinase activity in insulin-
stimulated glucose uptake and GLUT4 translocation (28). Several studies have suggested that
the interaction of IRS-1 with PI 3-kinase is necessary for the appropriate activation and/or
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Fig. 4. Insulin-stimulated tyrosine phosphorylation of IRS-1 and its association with PI 3-kinase in the liver of
control and septic rats. The proteins were isolated with extraction buffer, as described in Methods, and kept on ice.
After centrifugation, aliquots of the supernatant were immunoprecipitated with anti-IRS-1 antibody and immuno-
blotted with anti-IRS-1 (A), antiphosphotyrosine (B) and PI 3- kinase (85 kDa subunit) (C) antibodies and ['**[]
protein A, and then subjected to autoradiography. Scanning densitometry was performed on autoradiograms of seven
expeniments for IRS-1 protein levels and phosphorylation and seven experiments for the association between
IRS-1 and PI 3-kinase. Data are expressed as mean * SEM and are normalized for protein contents. * p < 0.01.

targeting of the enzyme to a critical intracellular site, perhaps including its association with
GLUT4 vesicles (29). Thus, it is reasonable to suggest that the IRS-1/PI 3-kinase pathway
may be linked to the activation of glucose transport in muscle and that a reduction in this as-
sociation in sepsis may have a role in the insulin resistance observed in these animals.

The mechanism(s) whereby sepsis induces these alterations are unknown but the increased
levels of tumor necrosis factor-a (TNF-a) may have a role. TNF-a has previously been
reported to diminish insulin-induced IRS-1 tyrosine phosphorylation in hepatocytes and adi-
pocytes, resulting in impaired insulin action (30-32). Recently it was demonstrated that
TNF-a decreased insulin-induced IRS-1 tyrosine phosphorylation and activation of PI 3-kinase
in C2C12 muscle cells (33). These alterations on early steps in insulin action are probably
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related to TNF-a induced IRS-1 serine phosphorylation, which can attenuates insulin signal
transduction (30).

In summary, this study has shown a reduced insulin-induced IRS-1 tyrosine phosphoryla-
tion and association with Pl 3-kinase in muscle of septic rats. These data suggest that
changes in these early steps in insulin signal transduction in muscle may have a role in the
msulin resistance observed in these animals.
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