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1. RESUMO
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A insulina é um horménio anabolico com efeitos metabdlicos potentes. Os eventos
que ocorrem apds a ligagiio da insulina ao seu receptor sdo especificos e estritamente
regulados. Definir as etapas que levam 2 especificidade deste sinal representa um desafio
para as pesquisas bioquimicas. Todavia, podem resultar no desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas para pacientes que sofrem de estados de resisténcia & insulina,

inclusive o diabetes mellitus tipo 2.

O receptor de insulina pertence a uma familia de receptores de fatores de
crescimento que tém atividade tirosina-quinase intrinseca. Apds a ligagdo da insulina, o
receptor sofre autofosforilagdo em multiplos residuos de tirosina. Isto resulta na ativagdo da
quinase do receptor e conseqiiente fosforilagdo em tirosina de uma familia de substratos do
receptor de insulina (IRSs). De forma similar a outros fatores de crescimento, a insulina usa
fosforilagio e interagdes proteina-proteina como ferramentas essenciais para transmitir o
sinal em direciio ao efeito celular final, tais como transloca¢io de vesiculas contendo
transportadores de glicose (GLUT4) do pool intracelular para a membrana plasmatica,

ativacio da sintese de glicogénio e de proteinas e transcrigdo de genes especificos.

Um grande nimero de estudos tem investigado as vias de transmissdo do sinal da
insulina em modelos animais, utilizando ratos anestesiados. Nesses estudos, diferentes tipos
de anestésicos tem sido utilizados, entre os quais o tiopental sédico, o pentobarbital soédico

¢ o éter dietilico.

Durante uma anestesia de longa duragdo com tiopental, ha relatos de diminui¢&o do
glicogénio hepatico e de significativa elevagdio dos niveis plasmaticos de glicose, acido
lactico e aminoacidos, de forma que o tiopental tem sido alvo de intimeros estudos na

tentativa de identificar os mecanismos envolvidos na génese da hiperglicemia. Em testes
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orais e Infravenosos uma pronunciada intolerdncia & glicose foi observada em diversas
espécies animais, quando o tiopental foi utilizado como anestésico. Virios estudos com
ilhotas pancredticas isoladas indicam que essa intolerdncia ocorre devido a um defeito na
secregfio de insulina, que se manifesta principalmente frente a altas concentragdes de
glicose. Isso ocorreria em fungdio da agdo inibitéria direta do tiopental sobre os canais de
potassio. Desta forma, quando ilhotas pancredticas sdo expostas a altas concentragdes de

glicose, nfio se observa a resposta secretdria caracteristica.

Na anestesia com pentobarbital, a maioria dos autores refere discreta ou nenhuma
modulagfio do metabolismo da glicose, porém, hd relatos de uma inibicdo do transporte
facilitativo mediado por GLUT-1, o que deve interferir na captacdo cerebral de glicose,

independente dos niveis plasmaticos.

O éter provoca aumento da atividade do sistema nervoso simpdtico, com liberagdo
de adrenalina, semelhante a uma reacdio de stress, produzindo glicogenélise hepdtica e
muscular, aumentando acentuadamente a glicemia. Entretanto, a literatura apresenta dados
controversos, que mostram que durante a anestesia com éter as concentragdes de glicogénio
hepatico e muscular sio semelhantes aquelas observadas quando os animais sdo

decapitados.

A elucidagio desses achados laboratoriais depende da caracterizacdo dos efeitos
diretos desses anestésicos sobre 0s mecanismos moleculares da sinalizagdo da insulina, que

ainda sdo desconhecidos.

No presente estudo, foi investigado o efeito do tiopental sodico, do pentobarbital
s6dico e do éter dietilico na taxa de desaparecimento da glicose, na fosforilagdo do IR, IRS-

1 e IRS-2, na associagio dos IRSs com a PI 3-quinase e na ativacdo da Akt e do ERK
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(MAPK) no figado e no musculo de ratos. A determinagio dos niveis de fosforilagdo do IR,
IRS-1 e IRS-2, assim como a quantificacdo da associacfio das proteinas IRSs com a PI 3-
quinase e a ativacio da Akt e¢ do ERK (MAPK) foram realizadas através de

imunoprecipitacio com anticorpos especificos, seguidos de immunoblotting.

Os niveis plasmaticos de glicose foram mais altos nos animais anestesiados com éter
dietilico. A insulina estimulou a fosforilagdo em tirosina do IR, IRS-1 e IRS-2, a associacéo
desses substratos com a PI 3-quinase e a ativagio da Akt e da ERK (MAPK), de modo

semelhante nos 3 grupos avaliados, tanto no figado como no musculo.

Em resumo, os dados do presente estudo mostram que em modelos animais de
avaliagio da sinaliza¢do insulinica, quando a anestesia geral se faz necessdria, o tiopental, o
pentobarbital e o éter podem ser empregados, mas os riscos potenciais de incéndio e
explosdes e a rea¢dio de sitress caracteristica da anestesia com o éter, colocam os dois

agentes barbitlricos como opg¢des mais seguras.
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2. INTRODUCAO
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A insulina € um hormdnio potente, com ac¢do metabdlica e promotora do
crescimento, que atua no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos, bem como
modulando a sintese de RNA ¢ DNA em praticamente todas as células de mamiferos. A
insulina age através da modificacio da expressfo ou da atividade de uma série de enzimas
¢ sistemas. E o principal horménio controlador dos niveis sangiiineos de glicose,
promovendo sua captagdio ¢ metabolismo nos tecidos muscular e adiposo, e inibindo a

neoglicogénese no tecido hepatico (SALTIEL & KAHN 2001).

Como outros hormdnios, a insulina ndo apresenta capacidade intrinseca para
modificar funcdes celulares; exerce seu efeito através da ligagdo a um receptor especifico,
uma glicoproteina presente na membrana celular (FREYCHET et al, 1971,
CUATRECASAS 1972). O receptor de insulina (IR) esta virtualmente presente em todos
os tecidos de animais vertebrados, embora as concentragdes variem de aproximadamente
40 receptores por célula em eritrécitos circulantes a mais de 200.000 em adipécitos e
hepatocitos (GINSBERG et al., 1977). O IR ¢ uma estrutura tetramérica composta de duas
subunidades o, cada uma ligada a uma subunidade . Pontes dissulfeto fazem as ligacdes
inter e intra-subunidades, resultando na estrutura final B-o-a-§ (MASSAGUE et a/., 1981;
KASUGA et al, 1982a). As subunidades o sfo exclusivamente extracelulares, contém o
sitio de ligagdo da insulina e, cada uma, tem peso molecular de 135.000, enquanto as
subunidades f sfo proteinas transmembrana, cada uma com peso molecular de 95.000 e
sdo responsaveis pela transmissdo do sinal insulinico (KASUGA et al., 1982a; KASUGA

et al., 1982b).

Com a demonstracio em 1982, de que a subunidade § do IR possui atividade

quinase intrinseca, a qual € ativada pela ligagdo da insulina & subunidade o, obteve-se
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grande avango na compreensdo dos mecanismos de transmissdo do sinal insulinico. Sabe-
se hoje, que o IR é uma enzima da familia das tirosina-quinases, que comporta-se
funcionalmente como uma enzima alostérica, com uma subunidade o regulatéria € uma
subunidade B catalitica (KASUGA er al, 1982b; KASUGA et ai.; 1982c). Quando a
insulina se liga a subunidade o, ocorre uma alteragdo na conformagdo do receptor e a
atividade quinase na subunidade B é estimulada (HERRERA & ROSEN 1986; WHITE ez
al., 1988b; PERLMAN et al., 1989). Este fato determina a transferéncia de grupos fosfato
do ATP para varios aminodcidos tirosina da subunidade B do receptor, promovendo a

fosforilagd@o de substratos protéicos intracelulares.

O primeiro e mais estudado substrato do receptor de insulina € uma proteina de
aproximadamente 185 kDa, denominada inicialmente ppl85, pela sua mobilidade
eletroforética (WHITE ez al., 1985). Em células transfectadas com o receptor de insulina
humano ha um marcante aumento da fosforilagdo desta ppl85, coincidente com um
aumento da acdo insulinica (SUN et al., 1991a). A fosforilagdo desta proteina estda
diminuida em células que expressam receptores com mutagdes nos sitios de ligagdo do
ATP e sitios cataliticos, de maneira proporcional a reducdo da ativagdo da capacidade
quinase do receptor (WILDEN et al., 1992). Evidéncias adicionais da fung¢do da ppl83,
vieram através de achados inesperados, com mutagdes in vifro no aminoacido tirosina da
posi¢do 972 do IR. Nesta situagdo o receptor apresenta ligagdo normal a insulina, com total
ativagio da capacidade tirosina-quinase in vitro, porém, quando transfectado em células,
este receptor mutante ndo é capaz de fosforilar a pp185 e € incapaz de transmitir o sinal

insulinico (WHITE ez al., 1988a).
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No inicio da década de 90 a ppl85 foi clonada e denominada substrato 1 do
receptor de insulina ou IRS-1 (SUN et al, 1991a). O DNA complementar (cDNA) do IRS-
1 codifica uma proteina de 1235 aminoacidos com diversas caracteristicas interessantes. E
uma proteina de localizacdo exclusivamente citoplasmatica, ndo apresentando porgdo
transmembrana. H4 uma seqiiéncia de aminoacidos compativel com a seqiiéncia de ligaco
para nucleotideos (ATP ou GTP), embora nio haja nenhuma homologia com proteinas
quinases conhecidas. Ainda em relacdo a homologia de seqli€ncias de aminoacidos, ha
multiplos sitios de fosforilacio em serina, treonina e tirosina. Dos 22 sitios potenciais de
fosforilagdo em tirosina, 10 sitios mantém a seqiiéncia YMXM, onde Y é o aminoéacido
tirosina, M é o aminoicido metionina e X corresponde a gualquer aminoacido. Trés
apresentam a seqiiéncia YXXM, e um tem a seqiiéncia EYYE, onde E € o aminoécido
glutamina. A seqiiéncia de aminoacidos YMXM néo existe no receptor de insulina, porém
tem sido observada em varias outras proteinas tirosina-quinases. Nestas proteinas, a
seqiiéncia YMXM estd envolvida em interagSes ndo covalentes com moléculas
sinalizadoras. Estas moléculas sinalizadoras sdo caracterizadas pela presenca de seqiiéncias
de aminoécidos, denominadas SH2 (homologia 2 ao Src) que se ligam as seqiiéncias

YMXM, quando o aminoécido tirosina estd fosforilado (SHOELSON ez al,, 1992).

Através de estudos in vive, em cultura de células e em sistemas reconstituidos in
vitro, o IRS-1 fosforilado associa-se a enzima fosfatidilinositol 3-quinase (P! 3-quinase),
ativando-a (BACKER et al, 1992a; FOLLI et al, 1992a). Demonstrou-se que esta
associacfio e ativagdo também ocorrem em 2 importantes tecidos insulino-sensiveis de
ratos, figado e musculo, quando utilizou-se concentracdes fisiologicas de insulina (FOLLI

et al., 1992a; SAAD et al, 1993b).
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A enzima PI 3-quinase possui duas subunidades, uma catalitica de 110 kDa ¢ outra
regulatéria de 85 kDa, que contém duas por¢des SH2 e uma SH3 (CARPENTER &
CANTLEY 1990). A ligagio e ativagdo descritas envolvem as tirosinas fosforiladas do
IRS-1, préximas das metioninas nas seqiiéncias YMXM, e a porg@o SH2 da subunidade
regulatéria da enzima PI 3-quinase. A insulina aumenta a concentragfo intracelular de
fosfatidilinositol 3-fosfato, sugerindo que a PI 3-quinase é realmente ativada durante a
estimulacdo com este hormdnio. Embora a subunidade de 85 kDa da PI 3-quinase seja
fosforilada apods estimulo com outros fatores de crescimento, 0 mesmo parece nao ocorrer
ap6s estimulo com insulina. Ao invés disso, a ativagio parece advir como conseqiiéncia da

associacio do IRS-1 a PI 3-quinase.

Varios estudos sugerem que a PI 3-quinase, associada e ativada pelo IRS-1, esta
relacionada com muitos efeitos metabdlicos da agio da insulina. Promove a ativacdo do
transportador de glicose (GLUT) com conseqiiente aumento do transporte de glicose nos
tecidos muscular (TSAKIRIDIS ef al., 1995) e adiposo (CLARKE et al, 1994). Ativa a
sintese de glicogénio e o controle do crescimento celular na maioria dos tecidos
(TSAKIRIDIS ef al, 1995), e inibe a fosfoenol piruvato carboxiquinase (PEPCK), enzima

chave para o processo de gliconeogénese (CHEATHAM & KAHN 1995).

Além da PI 3-quinase, pelo menos 3 outras proteinas com por¢io SH2 associam-se
ao IRS-1: SHP2, Grb2 e Nck. A proteina SHP2 ¢ uma fosfotirosina fosfatase que contém
duas porcdes SH2, e parece ter importincia no crescimento celular e na auto-regulagio do
sinal gerado pela insulina. A Grb2 ¢ uma pequena protefna citoplasmatica que contém duas
porgdes SH3 e uma SH2 que se liga a tirosina 895 do IRS-1, agindo como molecula
adaptadora, que compde um complexo ativador da proteina Ras, ativadora das MAP-

quinases (proteinas de ativagfio da mitogénese). A Nck € uma protefna adaptadora com 3
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porgdes SH3 e uma SH2, que une o IRS-1 as vias de crescimento celular (CHEATHAM &
KAHN 1995). Estas associagles, potencialmente, podem ter um importante papel no

crescimento celular.

Em camundongos transgénicos (knockout) sem IRS-1, os efeitos metabdlicos da
insulina parecem ser parcialmente compensados por um outro substrato do receptor de
insulina, que € uma proteina rapidamente fosforilada em tirosina apos o estimulo insulinico,
que migra em SDS-PAGE um pouco mais alto que o IRS-1. Demonstrou-se que este outro
substrato tem caracteristicas idénticas & proteina 4PS, que € também um substrato do
receptor de IL-4. Através da purificacfio da proteina 4PS em células FDC-P2, foi possivel a
clonagem de um cDNA que codifica para uma proteina com varias caracteristicas
estruturais e funcionais semelhantes ao IRS-1, que foi denominada substrato 2 do receptor

de insulina ou IRS-2 (ARAKI er al., 1994b; TAMEMOTO et al., 1994; SUN et al., 1995a).

O IRS-2 apresenta uma por¢do aminoterminal contendo um sftio homélogo ao da
PH, um dominio de unifo as fosfatases altamente conservado e uma porgéio carboxiterminal
com varias seqiiéncias de fosforilagdo em tirosina, pouco conservadas quando comparadas
as do IRS-1. Nos camundongos transgénicos sem IRS-1, o IRS-2 foi encontrado em células
hematopoiéticas, no misculo esquelético, nos pulmdes, no cérebro, no figado, nos rins, no
coracdo e no bago, sugerindo que o IRS-2 possa ser um substrato alternativo do IR (SUN et

al,, 1995a).

A leitura da seqiiéncia genbmica do IRS-2 revelou uma proteina com 1324
aminoéacidos, incluindo 3 residuos na porgdo C-terminal que nfo tinham sido descritos
previamente (SUN et al., 1997). O IRS-2 migra conjuntamente com o IRS-1 durante a

corrida eletroforética do SDS-PAGE, apresentando aproximadamente 35% de identidade na
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regifio C-terminal com o IRS-1, principalmente nos sitios potenciais de fosforilagdo (SUN
et al., 1997). Juntos, o IRS-1 ¢ o IRS-2 formam uma familia de proteinas com capacidade
multipotencial de transmissfo do sinal insulinico, que se unem as proteinas que contém
dominios SH2 (homologia 2 ao Src). De maneira similar ao IRS-1, o IRS-2 também se liga

e ativa a PI 3-quinase ¢ o Grb2.

O IRS-2 parece adquirir importdncia em camundongos transgénicos, com auséncia
de IRS-1 (IRS-1 7). Nestes animais, o tecido hepatico apresenta fosforilagiio do IRS-2 em
tirosina, e mantém uma resposta significativa a insulina e ao IGF-1. Em contraste, o
musculo esquelético nfio apresenta esse aumento compensatério da fosforilacio do IRS-2 e
os animais desenvolvem resisténcia a insulina. Foi demonstrado que durante a
diferenciacio dos fibroblastos 3T3-L1 em adipocitos, ocorre um aumento dos niveis de
fosforilacdo do IRS-1, mas nfo do IRS-2, sugerinde que estas proteinas possuem
mecanismos distintos de regulacfio, podendo inclusive mediar o sinal insulinico de

maneiras diferentes (SUN er al., 1997).

Resultados de estudo onde foram utilizados camundongos transgénicos sem IRS-2
(IRS-2 ), demonstraram que a ausdneia do gene para o IRS-2 alterava a sinalizagdo da
insulina no nivel periférico e no desenvolvimento das células B pancredticas, manifestando
progressivamente o fendtipo de camundongos com diabetes mellitus tipo 2. Desde o
nascimento, estes animais apresentavam resisténcia periférica 2 insulina e deficiéncia das
células B pancreaticas, entretanio, ocorria wn awmento compensatorio da secreclio de
insulina por varias semanas. O subseqiiente aumento da faléncia das células § pancreaticas
e da resisténcia periférica 4 insulina, levaram a uma hiperglicemia de jejum sem cetose, que

¢ a caracteristica mais comum do diabetes mellitus tipo 2 no homem.
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Este estudo também evidenciou potenciais diferencas fisiologicas entre o IRS-1 e o
IRS-2. Os camundongos IRS-2 - apresentaram marcadas anormalidades na homeostase da
glicose, mas minimos defeitos relacionados ao crescimento, situagfio oposta aos
camundongos IRS-1 " Portanto, o IRS-1 ¢ o IRS-2 ndo podem ser intercambiados na
estimula¢io das vias mitogénicas estimuladas pelo IGF-1, como foi sugerido previamente
em estudos realizados in virro (BRUNING et al, 1997), nem na regulagdo metabdlica

estimulada pela insulina.

Estudo da atividade da PI 3-quinase em tecidos muscular e hepético, demonstrou
que os diferentes IRSs ndo apresentavam os mesmos padrdes de associagdo, indicando o
IRS-2 como regulador mais critico in vivo da via de sinalizac@o da insulina (WITHERS et

al., 1998b).

Recentemente, demonstrou-se que a Akt, uma serina treonina-quinase com peso
molecular de 57 kDa, participa da transmisso do sinal da PI 3-quinase e esta relacionada
ao transporte de glicose ap0s o estimulo com insulina. A Akt é uma proteina com N-
terminal, que contém um sitio SH2, atualmente redefinido como sitio homodlogo da
pleckstrina (PH), um sitio catalitico e um sitio C-terminal. Apesar da Akt apresentar
potencial oncogénico, sua fungdo e regulagio normais nfio eram conhecidas, até ser clonada
e relacionada como um intermediario distal no processo de ativagdo da PI 3-quinase. Esta
ativagdo foi baseada em duas observagdes: a ativagio do fator de crescimento induzido pela
Akt pode ser completamente bloqueada pela adigdo de wortmannin (inibidor da PI 3-
quinase); mutacdes dos receptores dos fatores de crescimento que inibem a ativagfio da Pl
3-quinase, também inibem a Akt (COFFER et al, 1998). Estes dados sugerem que a
ativagio da PI 3-quinase ou seus produtos participam como os principais fatores

reguladores da ativagdo da Akt. Porém, podem existir varios outros mecanismos
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alternativos que sfo utilizados por estimulos especificos, tais como choque térmico,
hiperosmolaridade, hipoxemia, fator de crescimento neural e interleucinas (COFFER er al.,

1998).

A expresséo da forma constitutivamente ativa da Akt é suficiente para promover a
translocacio do GLUT4 e aumentar o transporte de glicose nas células adipdcitas 3T3-L1
(KOHN et al., 1996a; TANTI et al., 1997). Portanto, essa proteina desernpenha um papel

importante na via de sinalizaco da insulina, relacionada com o transporte de glicose.

Semelhante a outros fatores de crescimento, a insulina estimula a mifogen-activated
protein kinase (MAPK). Essa via inicia-se com a fosforilacdo das proteinas IRS e/ou She,
que mteragem com a proteina Grb2 (PAEZ-ESPINOSA er al, 1999} A Grb2 estd
constitufivamente associada a SOS, proteina que troca GDP por GTP da Ras, ativando-a. A
ativagdo da Ras requer a participagdo da SHP2. Uma vez ativada, a Ras estimula a
fosforilag@io em serina da cascata da MAPK que leva a proliferacéo e diferenciagfo celular
(BOULTON et al.,, 1991). O blogueio farmacoldgico dessa via previne a acdo da insulina
no crescimento celular, mas nfio tem efeito nas agdes metabdlicas do hormoénio (LAZAR et

al, 19953).

A acio insulinica envolve uma cascata de interacbes covalentes e nfio covalentes,
centralizadas num primeiro nivel no IRS-1 ¢ no IRS-2. A ligacio da insulina ac seu
receptor na superficie celular, determina a fosforilagio do IRS-1 e do IRS-2. Estes servem
como proteinas ancoradouras para varias enzimas intracelulares e adaptadores moleculares.
Tais ligacBes determinam multiplos sinais na cascata da acio msulinica. Como resultado, o
IRS-1 e o IRS-2 s#o pontos importantes nas vias de ac@o insulinica, que contribuem para

determinar a multiplicidade dos efeitos biclogicos finais. Portanto, o estudo da regulagio



destes substratos no figado e no musculo, de modelos animais de resisténcia & insulina,
pode contribuir para a compreensdo de mecanismos moleculares pods-receptores de
alteracdo da sensibilidade a este horménio. Neste sentido, nos ultimos anos, foram
demonstradas alteracBes nestas etapas iniciais da agfo insulinica em tecidos insulino-
sensiveis, dos seguintes modelos animais de resisténcia & insulina: ratos com hipertensfo
espontdnea-SHR (KAHN & SAAD 1992), ratos tratados cronicamente com dexametasona
(SAAD er al., 1993b), ratos tratados com GH (THIRONE et al., 1997), ratos tratados
agudamente com adrenalina (THIRONE er al, 1998), ratos tratados agudamente com
glucagon (SAAD et al., 1995), ratas gravidas (SAAD et al,, 1997) e ratos sépticos (NUNES

et al., 2001).

Portanto, o efeito basal e apds o estimulo com insulina, no metabolismo da glicose,
tem sido extensivamente estudado em ratos. Esses estudos para mensuragfo da sinalizagio
insulinica sdo usualmente realizados com fragmentos de figado e musculo (FOLLI et al,
1992b; SAAD et al., 1993a; CARVALHO er al., 1996; KIDO et al.,, 2000), retirados de
animais submetidos & anestesia geral. Os anestésicos mais freqiientemente utilizados sdo o0s
barbitiricos e o éter dietilico. Os primeiros tém efeito depressor da atividade simpatica,
levando a alteragdes da freqiiéncia cardiaca, da fragdo de ejegdo e da resisténcia vascular
sistémica (BAUM et al, 1985; LANG ef al.,, 1987, WIXSON et al, 1987), assim como
reducdio da temperatura corporal (BAUM et al.,, 1985; WIXSON et al., 1987). O segundo
apresenta efeito caracteristico de reagfio de stress, com liberagio de hormonios catabdlicos,
tais como catecolaminas, GH e cortisol (THURMON et al., 1996). Apesar do uso de ratos
anestesiados em diversos estudos, os efeitos dos anestésicos nas vias de sinalizaco da
insulina ndo sdo conhecidos. Na presente investigagio, trés diferentes agentes anesté€sicos

comumente utilizados em anestesia de animais experimentais foram avahados. As
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principais caracteristicas desses farmacos e seus efeitos sobre o metabolismo de

carboidratos estdo descritos a seguir.
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TIOPENTAL SODICO

Foi o primeiro tiobarbiturato a ganhar popularidade como agente anestésico em
animais. Apresenta-se como um po amarelo cristalino, que ¢ instivel em solug¢fio aquosa ou
quando ¢ exposto ao ar atmosférico. Por essa razio, é armazenado em recipientes lacrados,
misturado com carbonato de soédio. E usualmente diluido em agua destilada ou solugdo
salina, numa concentracdio de 2,5%. Essa solugiio deve ser armazenada em geladeira, entre
5 ¢ 6°C, para retardar a deterioragfo. Com o passar do tempo essa solugdo torna-se turva, ha
uma precipitagio de cristais e uma progressiva perda da atividade, porém, sem aumento da

toxicidade da droga.

Em ratos, a dose de tiopental preconizada para uso por via intraperitoneal € de 40
mg/kg (WHITE & FIELD 1987). No inicic o tiopental produz uma grande depressdo do
centro respiratério, com diminuigdo tanto da freqiiéncia respiratéria como do volume
corrente. Cinco minutos apés sua administragdo, ha aumento da freqiiéncia cardiaca, da
pressio na aorta, da resisténcia vascular periférica, da presséo sistolica do ventriculo

esquerdo e da pressdo diastolica final.

O tiopental é um barbitirico de agdo ultra-curta, em fungdio de sua rapida
redistribuiciio. A redugfio da concentragdo no plasma, nos musculos e nas visceras €
acompanhada de aumento da concentragdo no tecido adiposo. Por outro lado, uma
quantidade aprecidvel é metabolizada pelo figado e isso contribui para uma precoce €
rapida redugdo da concentragéo arterial. Doses repetidas de tiopental t€m efeito cumulativo,

podendo prolongar o tempo de anestesia.

Durante uma anestesia de longa duragfio com tiopental, ha relatos de diminuigéo do

glicogénio hepatico e de significativa elevagfio dos niveis plasmaticos de glicose, acido
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lactico e aminoacidos, de forma que o tiopental tem sido alvo de intimeros estudos na
tentativa de identificar os mecanismos envolvidos na génese da hiperglicemia. Em testes
orais € intravenosos uma pronunciada intolerdncia 4 glicose foi observada em diversas
espécies amimais, quando o tiopental foi utilizado como anestésico (HSU &
HEMBROUGH 1982; TOSO et al., 1993). Estudos com ilhotas pancreaticas isoladas
indicam que essa intolerincia ocorre devido a um defeito na secrecdo de insulina, que se
manifesta principalmente na presenca de altas concentragdes de glicose. Isso ocorreria, de
acordo com Gongalves e colaboradores (GONCALVES er al,, 1986), em fungdo da agdo
inibitéria direta do tiopental sobre os canais de potassio das células B pancreaticas. Desta
forma, quando ilhotas pancredticas sfo expostas a altas concentragdes de glicose, nido se
observa a resposta secretOria caracteristica. Também em animais intactos, Toso e
colaboradores detectaram defeito secretério da ilhota, induzido por anestesia com tiopental

(TOSO et al., 1993).



PENTOBARBITAL SODICO

O pentobarbital sédico comegou a ser utilizado como agente anestésico para cées ¢
gatos no inicio da década de 30. Sua utilizagio passou a ser bastante difundida, tornando-se
uma alternativa a4 anestesia inalatdria com o éter dietilico. O pentobarbital sédico € um
oxibarbitirico, cuja diferenca estrutural com o tiopental € um 4tomo de oxigénio ligado a0
carbono 2, ao invés de um atomo de enxofre o que lhe confere uma duragdo de agfo um
pouco mais longa. O pentobarbital tem sido o mais popular barbitirico utilizado em
anestesia para todas as espécies de roedores, em func@o da sua disponibilidade, baixo custo
e facil manejo, por ndo ser irritante quando administrado por via intraperitoneal e pela

rapida indugfio da anestesia,

O pentobarbital se apresenta como um pé branco ou grinulos cristalinos. E soltvel
em 4gua ou alcool. As preparagBes comerciais consistem de misturas rac€micas do
medicamento. A administracio de subdoses anestésicas é freqiientemente associada com
sinais clinicos de estimulacgio do sistema nervoso central (SNC) e excitagio pré-anestésica.
Seu isdmero (+) causa um breve periodo de hiperexcitabilidade antes da depressdo do SNC,

enquanto seu isdmero (-) promove uma suave e progressiva hipnose.

Estudos do mecanismo de acio dessa droga tém revelado que a mesma deprime a
excitabilidade neuronal de varias maneiras e esses efeitos depressivos parecem ser causados
primariamente pelo isémero (-), através de um mecanismo que envolve o aumento da
condutancia ao cloro (CI'). E provavel que os efeitos do isdmero (-) do pentobarbital sejam
mediados através da ativagdo dos receptores GABA, promovendo a abertura de canais
idnicos GABA-ativados por um periodo mais longo do que quando esses receptores sao

ativados pelo GABA (BARASH 1996).
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Apos uma unica dose intravenosa dessa droga, hd uma diminui¢do da pressio
arterial, o débito cardiaco ¢ varidvel, enquanto a resisténcia vascular periférica aumenta. A
dose e a técmica de administragdo sdo os maiores fatores na variacfo da resposta ao
pentobarbital (THURMON et al, 1996). Na administracdio intraperitoneal, o pico de
concentragdo sangliineo € alcangado mais lentamente que o da administragfo intravenosa, e
a porgdo da droga absorvida pelo sistema portal estd sujeita a uma destrui¢do precoce pelo

figado.

Como a a¢do analgésica do pentobarbital ¢ pequena em roedores, doses necessarias
para promover plano cirirgico de anestesia sdo acompanhadas de progressivo declinio das
pressdes arteriais média, sistolica e diastolica e da freqiiéncia cardiaca. H4 uma diminuicio
do volume corrente, da fregiiéncia respiratéria e do volume minuto, assim como da

resisténcia e da complacéncia pulmonares (THURMON et al., 1996; KHON ef al., 1997).

A eliminacio do pentobarbital depende totalmente da sua biotransformacio pelo
ficado. A insuficiéncia renal nfo altera sua farmacocinética, no entanto, a sensibilidade a
acio dessa droga pode estar aumentada pela uremia. Este fendmeno € causado,
provavelmente, pela diminuiclio da capacidade das proteinas plasmaticas de se ligarem as

drogas acidas.

A injecfio intraperitoneal ¢ comumente utilizada em animais de laboratério, pois
gssa via requer pouca habilidade e nfo resulta em lesdes ou sinais de dor quando drogas
irritantes sfo administradas. No rato, a administragiio deve ser feita no quadrante inferior
esquerdo do abdome, com ¢ animal contido em posi¢do de hiperextensio da cabeca. Deve-
se ter cuidado para que a injecfio seja realizada na cavidade peritoneal, e nfo na parede

abdominal ou no subcutineo (THURMON er al., 1998).
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A dose preconizada por via intraperitoneal ¢ de 40-60 mg/kg (FIELD ez al., 1993).
Nessas doses, a anestesia cirdrgica completa instala-se entre 5 ¢ 15 minutos e sera efetiva
por, aproximadamente, 30 a 45 min de acordo com a espécie animal. Portanto, este agente €
indicado para procedimentos de longa duragio. A completa recuperagdo ocorre em 6al8h,
¢ durante o despertar de uma anestesia com pentobarbital, o animal apresenta tremores,
choro, movimentos involuntarios, aumento da freqliéncia respiratdria, seguidos de
recuperagio dos reflexos e habilidade para ficar em pé. Como a recuperacdo anestésica com
esse agente ¢ bastante lenta, os sinais de despertar citados podem ser tdo exagerados que o

animal pode se ferir (THURMON et al., 1996).

Os efeitos metabdlicos do pentobarbital nfio sdo marcantes. Ha indicios de que nos
primeiros 30 a 60 minutos de anestesia ocorra uma reducio dos niveis séricos de
glicocorticoides, com retorno aos niveis normais em anestesias mais prolongadas (ILLERA
et al., 2000). Com relagio ao metabolismo da glicose, a maior parte dos autores refere
discreta ou nenhuma modulagfio pela anestesia com esse agente. Illera (ILLERA et al.,
2000) e Taylor (TAYLOR 1998) nfo encontraram alteracio significativa dos niveis
plasmaticos de glicose em animais anestesiados com pentobarbital. Stephenson ¢
colaboradores (STEPHENSON ef al,, 2000), entretanto, relatam uma inibi¢do do transporte
facilitativo de glicose por GLUT-1, o que deve interferir com a captagio cerebral de
glicose, independente dos niveis plasmaticos. Nenhum estudo até o momento avaliou o

efeito do pentobarbital sobre os mecanismos moleculares da sinaliza¢do da insulina.
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ETER DIETILICO

O éter dietilico, descoberto em 1546 por Valerius Cordus, denominado inicialmente
oleum vitrioli dulce ou vitriolo doce, fo1 utilizado pela primeira vez como agente anestésico
em 1842 por Crawford Williamson Long, mas essas experiéncias néo foram publicadas. Em
1846, William Thomas Green Morton foi o responsavel pela famosa demonstracdo, no
Massachussetts General Hospital, das propriedades anestésicas desse agente {(BARASH,

1996).

Este composto resulta da desidratagfio do alcool pelo 4cido sulfurico em temperatura
abaixo de 140°C. E um liquido incolor, volatil, com ponto de ebuligio de 36,5°C. A

temperatura ambiente (20°C), tem uma presso de vapor de aproximadamente 425mmHg.

O éter dietilico é um liguido altamente combustivel que se inflama espontaneamente
a uma temperatura de 154°C, mas a presenca de perdxidos pode diminuir o seu ponto de
ignicfio para 100°C. No ar ambiente uma fafsca elétrica pode inflama-lo, produzindo uma
chama azul claro, quase invisivel a luz do dia. Na presenc¢a de conceniragdes maiores de

oxigénio pode produzir explosdes de conseqiiéncias devastadoras.

A decomposigio do éter dietilico, que é favorecida pela luz, calor e contato com o
ar, resulta em varias substincias, sendo as duas mais importantes o aldeido acético ¢ o
perdxido de éter, as quais ¢ atribuida uma suspeita nfo confirmada de toxicidade no
homem. Com a finalidade de reduzir a velocidade de decomposiciio o €ter dietilico deve ser

armazenado em locais frescos, em recipientes fechados e escuros.

Em funcio do seu alto coeficiente de solubilidade sangue/gas (12.1) (EGER et al.,

1963), apresenta tempo de inducfio e de recuperacgio anestésicas relativamente longos. Ja a



sua solubilidade em lipidios é baixa, com coeficiente de solubilidade 6leo/gds de 65, o que
caracteriza uma baixa poténcia anestésica. A maior parte da droga (85-90%) ¢ eliminada

sem modificagfio pelos pulmdes, e o restante pela pele, secre¢des orgénicas € urina.

Em concentracbes anestésicas ¢ irritante para a mucosa das vias respiratérias,
produzindo um aumento das secregdes bronquicas, fato este que também pode prolongar o

tempo de indugdo da anestesia.

O aumento da atividade do sistema nervoso simpdtico, sob a forma de liberagdo de
noradrenalina, associado a um bloqueio do sistema nervoso parassimpatico, durante a
anestesia com éter dietilico, compensa parcialmente a sua agdo depressora direta sobre o
miocdrdio. Também em fun¢io do aumento da atividade do sistema nervoso simpatico, ha
liberacdo de adrenalina, produzindo glicogendlise no figado e nos misculos, aumentando
acentuadamente a glicemia (WINDER ef al., 1983; WYLIE & CHURCHILL-DAVIDSON,
2001; YOSHIMURA er al, 1971). A literatura apresenta dados controversos, que
demonstraram que os efeitos da anestesia com éter na concentragio de glicogénio hepatico
e muscular sio semelhantes aquelas observadas quando os animais s@o decapitados € que 0
equilibrio acido - base durante a anestesia com éter € mais proximo do observado no rato

nio anestesiado (MERIN et al., 1971).

O éter dietilico tornou-se o primeiro anestésico de uso rotineiro para pesquisa em
animais de laboratério. Seu baixo custo ¢ a simplicidade dos métodos de administraco
(aquérios de vidros ou tubos contendo algoddio embebecido) tornam a anestesia com esse
agente bastante atrativa. O recipiente de vidro utilizado para anestesiar o rato deve ser, no
minimo, quatro vezes maior que o tamanho do animal. Pesquisadores reconhecem que o

éter dietilico produz uma estabilidade anestésica, com grande margem de seguranca,
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podendo a anestesia ser revertida de maneira previsivel (KHON er al., 1997). Entretanto,
esse agente € explosivo em concentragdes proximas ao limite requerido para produzir
anestesia, ¢ isso pode ocorrer inclusive durante a fase de recuperacfo anestésica. Até os
corpos de animais, apds a eutanasia, continuam exalando éter dietilico por um longo
periodo, podendo ser responséveis por explostes (KHON er al., 1997). Por esses motivos,
apds recomendagdes de varios Comités de Seguranca Institucionais, o Instituto de Pesquisa
em Animais de Laboratorio dos Estados Unidos da América estabeleceu em 1996, um
“Guia de Cuidados e Uso de Animais de Laboratério”, induzindo a substituicdo do éter
dietilico por outros agentes anestésicos de menor risco e maior poténcia (KHON et al.,

1997).

Portanto, agentes anestésicos comumente utilizados em anestesia experimental
podem interferir de forma variada na homeostase da glicose. A caracterizagdic dos
mecanismos moleculares envolvidos na sinalizagio da insulina, em animais submetidos &
anestesia cirGrgica experimental, pode contribuir para que se compreendam como os
diferentes farmacos modulam a captagfo e o metabolismo da glicose, e pode ajudar na
escolha do agente anestésico apropriado, nas mais variadas situacdes clinicas ou

experimentais.
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3. OBJETIVOS

46



1. Investigar o efeito do tiopental sodico, do pentobarbital sédico € do éter dietilico nas
proteinas envolvidas na sinalizagfio da insulina no figado e no musculo de ratos

Wistar.
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4. MATERIAIS E METODOS
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REAGENTES E MATERIAIS

Os reagentes e aparelhos utilizados para eletroforese de gel de dodecil sulfato de
sodio e poliacrilamida (SDS-PAGE) e eletrotransferéncia foram da Bio-Rad (Richmond,
CA, USA). Tri(hidroximetil)-aminometano (Trisma-base), fenil-metil-sulfonil-fluoreto
(PMSF), aprotinina, ditiotreitol (DTT), Triton X-100, Tween 20 e glicerol foram da Sigma
Chemical Co. (St Louis, Mo, USA). Proteina A-Sepharose 6 MB foi1 da Pharmacia
(Uppsala, Sweden); {lzsl]proteina A foi da Amersham (Aylesbury, UK) e a membrana de
nitrocelulose (BA85, 0.2mm) foi da Schleicher & Schuell (Keene, NH, USA). O tiopental
s6dico foi da Abbott Laboratories (North Chicago, Illinois, USA), o pentobarbital sodico
foi da Fontoveter — Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos (Itapira, SP, Brasil) e o éter
dietilico foi da Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Insulina recombinante
humana (Humulin R) foi da Eli Lilly Co. (Indianapolis, Ind, USA). Anticorpos policlonais
anti-IR, anti-IRS-1, anti-IRS-2, anti-pERK e o anticorpo monoclonal anti-fosfotirosina
foram da Santa Cruz Technology (Santa Cruz, CA, USA), o anticorpo monoclonal anti-PI
3-quinase foi da Upstate Biotechnology Inc. (Lake Placid, NY, USA) e o anticorpo anti-

pAkt foi da Cell Signaling Technology (Beverly, MA).

Solugiio tampio de extraciio (extrato total e imunoprecipitagio)

Utilizada para a extragiio das proteinas celulares dos tecidos estudados. Contém:
Triton X-100 1%, Trisma-base (pH 7,4) 100mM, pirofosfato de sédio 100mM, fluoreto de
s6dio 100mM, EDTA 10mM, ortovanadato de sodio 10mM, PSMF 2mM (diluido em
alcool etilico) e aprotinina 0,1mg/ml. Esta solugdo deve ser mantida a 4°C. O ortovanadato,

PMSF e a aprotinina devem ser acrescidos no momento da extragao.
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Solucio tampio de Laemmli (5X)

Utilizada para a aplicagdo do material extraido, no gel de poliacrilamida. Contém:

Azul de bromofeno! 0,1%, fosfato de sodio (pH 7,0) 1M, glicerol 50% e SDS 10%.

Solugdie tampdio para lavagem do imunoprecipitado

Contém: Trisma-base 100mM, EDTA 10mM, ortovanadato de sédio 2mM e Triton

X-100 0,5%. Esta solugfo deve ser mantida a 4°C.

Solucio tampio para SDS-PAGE, Gel de resolucie (“resolving”)

Utilizada para a manufatura do SDS-PAGE, gel de resolugfo. Contém: EDTA
4mM, SDS 2% e Trisma-base 750mM. Este tampéo deve ter seu pH ajustado para 8,9 com

acido cloridrico.

Solucio tampao para SDS-PAGE, gel de empilhamento (“stacking™)

Utilizada na confecgio do SDS-PAGE, fase de empilhamento das proteinas.
Contém: EDTA 4mM, SDS 2% e Trisma-base 50mM. O pH deste tampao deve ser ajustado

para 6,7 com &cido fosforico.

Solugiio tampdo para eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS - PAGE)

Empregada para a realizagdio da eletroforese no SDS-PAGE. No momento da
utilizacdio deve ser diluida 1:4. Contém: Trisma-base 200mM, glicina 1,52M, EDTA

7,18mM e SDS 0,4%.
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Solucido tampdo para transferéncia

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

4°C.

Solucio Basal

Solucéio basica utilizada para o manuseio da membrana de nitrocelulose, apos
transferéncia das proteinas. Contém: Cloreto de sodio 150mM, Trisma-base 10mM e

Tween20 0,02%.

Solu¢io bloqueadora

Utilizada para incubar a membrana de nitrocelulose apds a transferéncia. Contém:

5% de leite em po desnatado e azida sodica 0,02%, dissolvidos em solugdo basal.

Solugido para anticorpos

Solugiio contendo os anticorpos especificos que reagirfdo com as proteinas
transferidas para a membrana de nitrocelulose. Contém 0,3% de leite em p6 desnatado ¢

azida sédica 0,02%, diluidos em solugdo basal.

Os anticorpos utilizados foram os seguintes, nas dilui¢des indicadas: anticorpo anti-
fosfotirosina, diluido 1:200; anticorpos anti-IR, anti-IRS-1 e anti-IRS-2, diluidos cada um

1:100; anticorpos anti-PI 3-quinase, anti-pAkt e anti-pERK, diluidos 1:2000.
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Soluc¢io com ['** 1] Proteina A

Contém a proteina A com 5] para a marcagio dos anticorpos especificos,
prestando-se 4 visualizagdo em auto-radiografia. Contém 0,1% de leite desnatado,

dissolvido em solugdo basal, com 2uCi de ["®IJProteina A (30uCi/pg).

Procedimentos com os animais para a extracfio das proteinas teciduais

Este protocolo de pesquisa foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa Animal da Universidade Estadual de Campinas.

Foram utilizados ratos machos (Rattus norvegicus, variedade albina) da linhagem
Wistar-Hannover, fornecidos pelo Biotério Central da UNICAMP, Campinas-SP, com 8
semanas de idade e peso entre 180 ¢ 200g. Apds o desmame, os animais foram alimentados
com ragio para ratos Labina, marca Purina, que contém 0,3 a 0,5g de sodio/100g de racdo
(85% do sédio na forma de cloreto de sédio) e 0,75g de potassio/100g de ragdo. Portanto,
quantidades superiores ao nivel minimo recomendado para se promover crescimento ¢

reprodugo dos animais (REEVES et al,, 1993).

Os animais foram recebidos do biotério uma semana antes de cada experimento,
foram acomodados em gaiolas plasticas contendo cada uma no méaximo 5 espécimes ¢
mantidos em condicdes de fotoperiodo (12 horas de luz/escuro), com ragdo e agua
fornecidos ad libitum. Os experimentos foram realizados no periodo da manhd e antes de
cada experimento, 0s animais permaneceram em jejum noturno por um periodo de 12

horas.
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Os animais foram distribuidos em 3 grupos, segundo o anestésico utilizado: (1)
animais anestesiados com tiopental sédico na dose de 40mg/Kg de peso corporal, por via
intraperitoneal; (2) animais anestesiados com pentobarbital sédico 40-60mg/Kg de peso
corporal, por via intraperitoneal ¢ (3) animais anestesiados com ¢ter dietilico, por via
inalatéria. A anestesia dos animais deste grupo foi induzida em campénula de vidro com
volume de 2 litros, previamente saturada com vapor de éter, através de um chumago de
algodio embebecido com 6ml do anestésico. Os animais permaneceram nesse recipiente o
tempo necessario para se estabelecer padrdo respiratério regular ¢ imobilidade, sendo
posteriormente transferidos para um sistema de manutenc¢do, composto por uma seringa
descartavel de 20ml com um chumaco de algoddo embebecido com 2ml do anestésico,

simulando urma mascara facial.

Aproximadamente 15 minutos apés a administragio dos anestésicos por via
intraperitoneal ou apés o inicio da fase de manutencfo da anestesia inalatoria, tendo sido
confirmada a abolico dos reflexos corneano e de retirada da pata ao estimulo doloroso
(pingamento), foi realizada laparotomia mediana com exposigdo da veia porta. A amphiagdo

da incisdo permitiu o acesso ao miisculo gastrocnémio da pata traseira esquerda.

Em todos os grupos foram estudados animais estimulados (+) ou ndo (-) com
insulina regular, através de injecfio na veia porta de 0,5ml de solugéo salina 0,9%, contendo

ou ndo 60ug desse hormdnio.

Aos 30 e 90 segundos apds a injegdo de insulina regular ou de solugfo salina, foram
retirados, respectivamente, um fragmento de figado ¢ um de musculo gastrocnémio, cada
um com cerca de 0,5cm’, que foram imediatamente homogeneizados em solugfo tampéo de

extragdio, mantida em banho de gelo a 4°C, com Polytron PTA 20S (modelo PT 10/35,
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Brinkmann Instruments, Westbury, NY, USA) em rotagio maxima, durante 30 segundos.
Os tecidos extraidos e homogeneizados foram centrifugados a 15.000 rpm, a 4°C por 45
minutos, para a remogio do material insoluvel. O sobrenadante foi utilizado para extrato
total ou para imunoprecipitagio com os anticorpos anti-IR, anti-IRS-1 e anti-IRS-2. As
amostras foram estocadas em tampio de Laemmli, contendo 100 mM de DTT em uma
proporgdo de 5:1, até a fase seguinte. Outra pequena porgdo do sobrenadante foi utilizada

para quantificagio da concentragdo protéica de cada amostra, através do método de biureto.

Immunoblotting

Para o estudo do extrato total, 200ug de cada amostra foram aplicados no gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE), de 2mm de espessura, balizado por marcador de alto peso
molecular da Bio Rad. composto por miosina (205 kDa), B-galactosidase (116 kDa),
albumina sérica bovina - BSA (85 kDa) e ovalbumina (49.5 kDa). Realizou-se a
eletroforese em cuba de minigel da Bio Rad, com solugdio tampdo previamente diluida. O
SDS-PAGE foi submetido inicialmente a 25 volts, até alcangar a linha demarcada pela fase
de empilhamento e depois a 120 volts por mais 2 horas, até o final do gel de resolugdo. 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 foi mantido em voltagem constante de 120 volts por 2 horas, como o descrito por
Towbin (TOWBIN et al,, 1979) exceto pela adigio de SDS 0,02% a soluglo tampdo de

transferéncia, para facilitar a remogfio de proteinas de alto peso molecular.
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Ap6s a transferéncia, as membranas foram incubadas em solug@o bloqueadora &
temperatura ambiente, por 2 horas, e posteriormente lavadas com solugdo basal por 3
sessbes de 10 minutos. A seguir, foram incubadas com solugfio contendo o anticorpo anti-

fosfotirosina, por 4 horas a temperatura ambiente, ¢ novamente lavadas com solugfo basal,

IIZS 1125

e entio incubadas com a [I “JProteina A, por 2 horas. O excesso de[l ~]Proteina A fo1
lavado com solugfio basal e entfio 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 ¢, em média, apds

12 a 48 horas, o filme foi revelado de forma convencional.

As bandas identificadas nas auto-radiografias foram analisadas quantitativamente

utilizando-se o softwear Scion Image.

Imunoprecipitacio

Aliquotas do sobrenadante de cada amostra foram utilizadas em experimentos de
imunoprecipitagao com anticorpos anti-IR, anti-IRS-1 e anti-IRS-2. Os volumes das
amostras foram normalizados por concentra¢fo protéica e os volumes de cada anticorpo
aplicado foi fixo (10ul/amostra). As amostras foram incubadas a 4°C por 14-16 horas. A
seguir foram acrescentados 50ul de Proteina A-Shepharose 6MB, e as amosiras foram
mantidas em agitaciio continua a 4°C por 2 horas, para precipitagdo do complexo proteina-
anticorpo. Ao final desse periodo as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm, a 4°C por
15 minutos. O sobrenadante foi descartado, e o complexo precipitado foi lavado por 3 vezes

com tamp#o especifico.

55



As proteinas precipitadas foram tratadas com tampdo de Laemmli (LAEMMLI
1970), contendo 100mM de DTT, aquecidas em &dgua fervente por 4 minutos, € entdo
submetidas 2 eletroforese em SDS-PAGE 6%. O procedimento segue as etapas ja descritas
anteriormente para o immunoblotting. Nestes experimentos de imunoprecipitagdo, o0s
anticorpos utilizados para incubar as membranas foram o anti-fosfotirosina, o anti-P1 3-

quinase, o anti-pAkt e o anti-pERK.

Dosagem de glicose plasmatica

A determinagiio da glicose plasmatica foi realizada através de método enzimatico
colorimétrico, segundo Trinder (TRINDER 1969) (Glicose E enzimatica, Reactoclin)

(REED et al.,, 1972; LOTT & TURNER 1975) ¢ os resultados expressos em mg/dl.

Avaliaciio da acio da insulina com o teste de tolerdncia a insulina curto (TTI)

Os animais foram submetidos ao teste endovenoso de tolerdncia a insulina. Os testes
foram realizados pela manhd, apdés jejum noturno de 12 horas. Os animais foram
anestesiados, em seguida tiveram coletada pequena amostra de sangue por seccao da cauda
e receberam 60 pg de insulina regular na veia peniana. A partir de entdo, houve coleta
seriada de amostras de sangue aos 4, 8, 12 ¢ 16 minutos ap6s a administragdo da insulina.
Estas amostras foram desproteinizadas em 4cido tricloroacético, ¢ apos centrifugacéo,

foram determinadas as glicemias pelo método descrito acima.
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A velocidade de desaparecimento da glicose (Kjy) foi calculada pela formula In2/ti.
O, da glicose foi calculado a partir da inclinagfio da curva de regressdo minima durante a

fase linear de declinio da concentracdo plasmatica de glicose (BONORA et al., 1989).

Dosagem da insulina plasmatica

Para a dosagem da insulina, utilizou-se técnica de radioimunoensaio, empregando-

se 0 método do duplo anticorpo para insulina e os resultados expressos em ng/ml.

Anilise estatistica

Os experimentos foram sempre realizados, possibilitando o estudo de todos os
grupos de animais em paralelo. Para andlise estatistica dos resultados, utilizou-se a Analise
de Variancia (ANOVA One Way) com corregéio de Bonferroni, com nivel de significancia
de 5% (p<0,05), sendo os resultados expressos como media * erro padrdo da média (X *

E.P.M.).
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6. RESULTADOS
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Abstract

A large number of experimental studies have investigated insulin signaling in rats.
In these studies different anaesthetics have been used to anaesthetize rats. However, the
direct effects of anaesthetics on the regulation of the early steps of insulin action are not
known. In the present study, we investigated the effect of thiopental, pentobarbital and
diethyl ether on the plasma glucose disappearance rate, IR, IRS-1 and IRS-2 tyrosine
phosphorylation, IRSs association with PI 3-kinase, Akt and Erk phosphorylation, in liver
and muscle of rats. Fasting plasma glucose levels were higher in animals anaesthetized with
ether. No differences in plasma glucose disappearance rates were observed, however.
Insulin-induced IR, TRS-1 and IRS-2 tyrosine phosphorylation, association of these
substrates with PI 3-kinase and Akt and ERK phosphorylation were similar in the three
groups of animals in both tissues. These data suggest that both thiopental and pentobarbital
may be used in studies where changes in insulin signaling are being measured and where

adequate general anaesthesia is required.
Keywords:

Pentobarbital/*pharmacology; Ether, Ethyl/*pharmacology; Thiopental/*pharmacology;

SignalTransduction/*physiology; Phosphoproteins/ *metabolism
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Basal and insulin-stimulated glucose metabolism have now been extensively studied
in intact rats. These studies are often performed in an anaesthetized preparation to eliminate
the influence of environmental factors. In these studies, different anaesthetics have been
used to anaesthetize rats and fragments of liver and muscle were excised and their insulin
signaling measured 14 Barbiturates are the most widely used anaesthetic with established
effects on lowering sympathetic nervous system (SNS) activity, thus altering hemodynamic
parameters such as heart rate, stroke index, blood pressure, and total cardiac output >7 and
lowering core body temperature >7_ Despite the use of anaesthetized rats in many studies,
there is still some uncertainty concemning the precise effects of anaesthesia on in vivo

insulin action.

During the past decade, many of the proteins involved in insulin action have been
defined at the molecular level. The insulin receptor is a protein tyrosine kinase which, when
activated by insulin binding, undergoes rapid autophosphorylation and phosphorylates
intracellular protein substrates, including insulin receptor substrates (IRSs —IRS-1 and IRS-
2 are the most important) %10 and She *'. Following tyrosine phosphorylation, the IRSs act
as docking proteins for several Src homology 2 domain-containing proteins, including
phosphatidylinositol 3-kinase (PI 3-kinase), Grb2, SHP2, Nck and Fyn "'*'*, Downstream
to PI 3-kinase there is activation of a serine/threonine kinase, Akt 5 In contrast,
downstream to Grb2 there is activation of the mitogen-activated protein kinase

(MAPK/ERK), which is important in the regulation of gene expression and cell growth 16

18

The effects of different anaesthetics on the regulation of the early steps of insulin
action are not known. In the present study, we investigated the effect of sodium thiopental,

sodium pentobarbital and diethyl ether on IR, IRS-1 and IRS-2 tyrosine phosphorylation
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and association with PI 3-kinase, Akt and ERK phosphorylation in the liver and muscle of
rats stimulated with insulin. We chose to compare these two anaesthetic with ether, since
previous studies have shown that 1) the effects of ether anaesthesia on liver and skeletal
muscle glycogen concentrations are similar to decapitation, cervical dislocation 1921 and 2)
the arterial blood gas and acid-bases status of the rat during ether anaesthesia most closely

resembles that of the rat in the unanaesthetized state 19
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Materials and Methods

Materials

Reagents for sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
(SDSPAGE) and immunoblotting were from Bio-Rad (Richmond, CA, USA). Tris,
phenylmethylsulfonylfiuoride (PMSF), aprotinin, dithiothreitol (DTT), Triton X-100,
Tween 20, glycerol and bovine serum albumin (BSA, fraction V) were from Sigma
Chemical Co. (St. Louis, Mo., USA). Protein A-Sepharose 6 MB was from Pharmacia
(Uppsala, Sweden), ["®I]Protein A was from Amersham (Aylesbury, UK) and
nitrocellulose paper (BA85, 0.2 mm) was from Schleicher & Shuell (Keene, N.H., USA).
Thiopental sodium was from Abbott Laboratories (North Chicago, Illinois, USA),
Pentobarbital sodium was from Fontoveter - Cristdlia Produtos Quimicos Farmacéuticos
(SP, Brazil) and Diethyl ether was from Vetec Quimica Fina (RJ, Brazil). Human
recombinant insulin (Humulin R) was from Eli Lilly Co. (Indianapolis, Ind., USA). Anti-P1
3_kinase antiserum was from Upstate Biotechnology Incorporated (Lake Placid, NY, USA).
Anti-IR, anti-IRS1, anti-IRS2, anti-pAkt, anti-pErk and Monoclonal antiphosphotyrosine
antibody were from Santa Cruz Technology (Santa Cruz, CA, USA). Anti-pAkt antibody

were from Cell Signaling Technology (Beverly, MA).
Anaesthesia, animal tissue extracts and immunoblotting

The University of Campinas Ethical Committee approved all experiments involving
animals. Male Wistar rats (200-230g) were housed with access to standard rodent chow and
water ad libitum. Food was withdrawn 12 h before the experiments. The rats were
anaesthetized with thiopental sodium (40-50 mg/kg, intraperitoneal) or pentobarbital
sodium (40-60 mg/kg, intraperitoneal) or diethyl ether (an anaesthesia chamber was utilized

as the induction method of delivering volatile anaesthetic agent to the rats); the ether was
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volatilized by placing it on cotton balls in the bottom of the jar. The maintenance of
anaesthesia was achieved with a face mask made from a disposable syringe). After 15 min,
as soon as anaesthesia was assured by the loss of pedal and comneal reflexes, the abdominal
cavity was opened, the portal vein exposed, and 0.5 mi of saline (0.9% NaCl) with or
without 10 M insulin was injected. Thirty seconds later, the liver was removed, minced
coarsely and homogenized immediately in approximately 10 volumes of solubilization
buffer maintained at 4°C, using a Polytron PTA 208 generator (model PT 10/35,
Brinkmann Instruments, Westbury, NY, USA) operated at maximum speed (Setting 10} for
30 s. The extraction buffer was composed of 1% Triton X-100, 100mM Tris (pH 7.4), 100
mM sodium pyrophosphate, 100 mM sodium fluoride, 10 mM EDTA, 10 mM sodium
vanadate, 2 mM PMSF and 0.1 mg of aprotinin/ml. Approximately 90s after insulin
injection, hind limb muscle was excised and homogenized, as described for the liver. Both
extracts were centrifuged (15 000 rpm) in a Beckman 70.1 Ti rotor (Palo Alto, CA, USA) at
4°C for 45 min to remove insoluble material. The supernatant of these tissues was used for
immunoprecipitation with anti-IR, anti-IRS-1 and anti-IRS-2 antibodies and Protein A
Sepharose 6 MB or used for total extracts. The samples were treated with Laemmli sample
buffer containing 100 mM DTT and heated in a boiling-water bath for 4 min. For total
extracts, similar aliquots (200 pg of protein) were subjected to SDS-PAGE (6% bis-
crylamide) in a Bio-Rad miniature slab gel apparatus (Min-Protean). Molecular weight
standards were myosin (194 KDa), p-galactosidase (116 KDa), bovine serum albumin (85

KDa) and ovalbumin (49.5 KDa).

Electrotransfer of proteins from the gel to nitrocellulose was performed for 2 h at 20
V (constant) in a Bio-Rad miniature transfer apparatus (Mini-Protean) as described by

Towbin e al. * except for the addition of 0.02% SDS to the transfer buffer to enhance the



elution of high molecular mass proteins. Non-specific protein binding to the nitrocellulose
was reduced by pre-incubating the filter overnight at 4°C in blocking buffer (5% non-fat
dry milk, 10 mM Tris, 150 mM NaCl, and 0.02% Tween 20). The nitroceilulose blot was
incubated with antiphosphotyrosine (1 ug/ml) or anti-P1 3-Kinase (1:1500) antibodies,
diluted in blocking buffer (0.3% bovine serum albumin instead of non-fat dry milk)
overnight at 4°C and washed for 60 min with the blocking buffer without milk. The blots
were then incubated with 2 uCi of ['*I]Protein A (30 pCi / pg) in 10 ml of blocking buffer
for 2 h at room temperature and then washed again for 2 h as described above. ['%*I]Protein
A bound to the antiphosphotyrosine and anti-peptide antibodies were detected by
autoradiography using preflashed Kodak XAR film with Cronex Lightning Plus
intensifying screens at -80°C for 48-72 h. Quantitative analysis of the blots was performed

using Scion Image software.
Other Methods

Plasma glucose concentrations were determined by the glucose oxidase method.
Plasma insulin levels were measured by double-antibody radicimmunoassay (Diagnostic
Products Corp., Los Angeles, CA, USA). Some animals in both groups also underwent an
intravenous insulin tolerance test (0.5 ml of 10" M insulin, injected into the tail vein) and 8
samples for blood glucose determination were collected from the tail at 0 (basal), 4, 8,12
and 16 min after insulin injection. Thereafter, the rate constant for plasma glucose

2 The plasma glucose t'2 was

disappearance (Kitt) was calculated from the formula 0.693/1
calculated from the slop of the least square analysis of the plasma glucose concentration

during the linear phase of decline.
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Statistical analysis

Comparisons among the groups were made using a one-way analysis of variance
with a Bonferroni correction for multiple comparisons. The level of significance employed

was p<0.05. All results are expressed as mean + SEM.
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Results

Animal characteristics

Table 1 summarizes the basal plasma glucose, serum insulin levels and glucose
disappearance rate during an intravenous insulin tolerance test (Kiq) in the three groups. All
experiments were performed, including blood collection, 15 minutes after anaesthesia
induction. Fasting plasma glucose concentrations were higher in rats anaesthetized with
ether compared to rats anaesthetized with thiopental and pentobarbital (p<0.05). Plasma
glucose concentrations in rats anaesthetized with pentobarbital were similar to those

ofthiopental anaesthetized rats. Fasting serum insulin levels were similar in the three
groups.
In order to demonstrate the effect of these three anaesthetics on insulin sensitivity,

the animals were submitted to an insulin tolerance test in the three groups. The glucose

disappearance rate during this test was similar in the three groups.

The effect of thiopental, pentobarbital and ether on early steps of insulin action

in rat liver

Tn samples previously immunoprecipitated with anti-insulin receptor antibody and
blotted with antiphosphotyrosine antibody insulin-induced insulin receptor tyrosine

phosphorylation was similar in the three groups of rats (Fig. 1A).

To better define the levels of IRS-1 and IRS-2 phosphorylation, we performed
Western blot analysis of tyrosyl-phosphorylated proteins in anti-IRS-1 and anti-JRS-2
immunoprecipitated before and after insulin stimulation in all groups of animals. Figures
1B and 1D show that the levels of insulin-induced IRS-1 and IRS-2 tyrosine

phosphorylation were similar in rats anaesthetized with thiopental, pentobarbital or ether.
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Association of the 85 kDa subunit of PI 3-kinase with IRS-1 and IRS-2 were
examined by incubating the same blot with antibodies to this subumt (Fig. 1C, 1E). As
expected, in all groups of animals, a band of 85 kDa was present in the IRS-1 and IRS-2

immunoprecipitated after exposure to insulin.

Using antibodies against serine-phosphorylated Akt, the levels of Akt
phosphorylation were examined in liver after insulin stimulation. As shown in Figure 1F,
insulin-stimulated serine phosphorylation of Akt equally in the liver of rats that recived

different anaesthetics.

Using antibodies against tyrosine-phosphorylated ERK-1/2, the levels of ERK-1/2
phosphorylation were examined in liver after insulin stimulation. As shown in Figure 1G,
insulin stimulated tyrosine phosphorylation of ERK-1/2 equally in the liver of rats that

received different anaesthetics.

The effect of thiopental, pentobarbital and ether on early steps of insulin action

in rat muscle

In order to investigate the effect of different anaesthetics in insulin-induced insulin
receptor tyrosine phosphorylation in muscle, samples from rats anaesthetized with
thiopental, pentobarbital or ether, were extracted, homogenized and immunoprecipitated
with anti-insulin receptor antibody and then immunoblotted with antiphosphotyrosine
antibody. The results demonstrated that insulin-induced insulin receptor tyrosine

phosphorylation was similar in the three groups of rats (Fig. 2A).

In samples from muscle previously immunoprecipitated with anti-IRS-1 and IRS-2
antibodies and immunoblotted with antiphosphotyrosine antibody, insulin-induced IRS-1

and IRS-2 tyrosine phosphorylation were similar in all groups of rats (Fig. 2B, 2D).
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Previous studies suggested that there is a relatively stable and high affinity
interaction between IRS-1, IRS-2 and the 85 kDa subunit of PI 3-kinase, such that both
proteins are co-precipitated by antibodies to each protein. In samples from muscle
previously immunoprecipitated with anti-IRS-1 and anti-IRS-2 antibodies, and
immunoblotted with antibodies directed against the 85 kDa subunit of PI 3-kinase, there
was little or no detectable PI 3-kinase immunoreactivity in the basal state in the three
groups (Fig. 2C, 2E). After stimulation with insulin, a band consistent with the expected
molecular weight of the regulatory subunit of PI 3-kinase (85 kDa) was present in anti-IRS-
1 and IRS-2 immunoprecipitated of muscle from all groups of animals. This observation 18
consistent with the existence of a stable complex between IRS-1/2 and PI 3-kinase. When
we compared the bands from samples that were stimulated with insulin, PI 3-kinase/IRS-1
and PI 3-Kinase/IRS-2 associations were paralleled with tyrosine phosphorylation bands of

the latter, and were similar in the three groups of animals (Fig. 2D, 2E).

Using antibodies against serine-phosphorylated Akt, the levels of Akt
phosphorylation were examined in muscle after insulin stimulation. As shown in Figure 2F,
insulin stimulated serine phosphorylation of Akt equally in the muscle of the different

anaesthetics.

Using antibodies against tyrosine-phosphorylated ERK-1/2, the levels of ERK-1/2
phosphorylation were examined in muscle after insulin stimulation. As shown in Figure 2G,
insulin stimulated tyrosine phosphorylation of ERK-1/2 equally in the muscle of the

different anaesthetics.

69



Discussion

The major aim of the present investigation was to determine whether the
administration of pentobarbital or thiopental would be acceptable anaesthetics in studies
examining tissue insulin signaling. To accomplish this aim, we investigated IR, TRS-1 and
IRS-2 phosphorylation and association with PI 3-kinase, as well as Akt and ERK-1/2

phosphorylation in the liver and muscle of rats submitted to three different anaesthetics.

Our results indicate that the glucose disappearance rate was similar in animals
anaesthetized with thiopental, pentobarbital or ether. In addition, insulin-induced IR, IRSs,
Akt and ERK phosphorylation was similar in the three groups, both in liver and muscle,

and did not depend on the anaesthetic that was used.

The regulation of the early steps of insulin action after hormone binding may have
an important role in insulin sensitivity. Insulin increases glucose uptake into cells, partly
through the translocation of GLUT4 from intracellular compartments to the plasma
membrane in muscle and adipose tissue *°. Distinct experimental approaches have led to the
conclusion that PI 3-kinase is necessary for insulin-stimulated GLUT4 translocation 226,
Other studies have also presented evidence to demonstrate a correlation between P1 3-
kinase activity and glycogen metabolism 2728 Thus, it is reasonable to speculate that the
IRS-1/PI 3-kinase pathway may be linked to the activation of glucose transport in muscle
and glycogen synthesis in liver and muscle. In this regard, the similar glucose

disappearance rate in the three anaesthetic groups parallels the early steps of insulin

signaling.

As is the case for other growth factors, insulin stimulates ERK. Activated ERK can
translocate into the nucleus, initiating a transcriptional programme that leads to cellular

proliferation or differentiation 2 In this respect our results showed that thiopental and
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pentobarbital did not alter the effect of insulin on ERK tyrosine phosphorylation when
compared to ether anaesthesia. Another interesting finding in our study is the increase in
fasting plasma glucose in animals anaesthetized with ether, without alterations in msulin
sensitivity. The fasting plasma glucose is influenced by glucose utilization in an insulin
dependent and independent manner, but is mainly regulated by hepatic glucose output 031
The early steps in insulin action, mainly IRS-1 and -2/PI 3-kinase association, may
contribute to inhibit glucose production by the liver, but the three anaesthetics have the
same influence on the regulation of these steps. It is possible that, in animals that received
ether, an increase in hepatic glucose output, by glycogenolysis or gluconeogenesis,
regulated without the influence of the early steps in insulin action, may explain the increase
in fasting plasma glucose levels. The mechanisms whereby ether induces the above
mentioned alterations are unknown but may be related to the hormonal milieu. An increase
in circulating hormones such as cortisol, growth hormone and epinephrine, which act as

antagonists of insulin, may contribute to the elevation in plasma glucose levels in these

animals.

In summary, data from the present study support the contention that both thiopental
and pentobarbital can be used in investigations where changes in insulin signaling are being

measured and general anaesthesia is required.
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Table 1

Characteristics of the animals studied

Groups Plasma glucose Serum Insulin Kitt
(mg/di) (ng/mi) (Ya/min}
Tiopental 79£3(22) 2.08£0.23(13) 4.08 £0.20 (14)
Pentobarbital 81x2(22) 2.67+0.15(12) 3.84+0.14 (14)
Ether 90 £ 3 (24)* 2.15+£0.2113) 3.90 £ 0.26 14)

The data are represented as the mean = S.E.M. of the number of animals shown in parenteses.

* p < 0,05 vs. thiopental and pentobarbital treated rats by factorial One-Way Analysis of Variance
with a Bonferroni correction.
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Fig. 1
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Fig. 2
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Figure legends

FIGURE 1- Insulin signaling in liver of thiopental, pentobarbital and diethyl ether
anaesthetized-rats. Liver extracts from rats injected with saline (-) or insulin (+) were
prepared as described in material and methods. Tissue extracts were immunoprecipitated
with anti-IR antibody and immunoblotted with antiphosphotyrosine antibody (A). Tissue
extracts were also immunoprecipitated with anti-IRS-1 and anti-IRS-2 antibodies and
immunoblotted with anti-phosphotyrosine (B and D) or anti-P1 3-kinase antibodies (C and
E). Whole tissue extracts were immunoblotted with anti-phospho Akt (F), and anti-phospho
ERK1/2 (G). The results of scanning densitometry (n=10) were expressed as arbitrary units.

Columns and bars represent the mean + SEM.

FIGURE 2- Insulin signaling in muscle of thiopental, pentobarbital and diethyl
efher anaesthetized-rats. Muscle extracts from rats injected with saline (-) or insulin (+)
were prepared as described in material and methods. Tissue extracts were
immunoprecipitated with anti-IR antibody and immunoblotted with antiphosphotyrosine
antibody (A). Tissue extracts were also immunoprecipitated with anti-IRS-1 and anti-IRS-2
antibodies and immunoblotted with anti-phosphotyrosine (B and D) or anti-PI 3-kinase
antibodies (C and E). Whole tissue extracts were immunoblotied with anti-phospho Akt (F),
and anti-phospho ERK1/2 (G). The results of scanning densitometry (n=10) were expressed

as arbitrary units. Columns and bars represent the mean £ SEM.
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5. DISCUSSAO
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Nos estudos anteriores com animais, que procuraram investigar a fisiologia
molecular do receptor de insulina, os receptores eram parcialmente purificados € a
atividade quinase era determinada in vitro, utilizando-se substratos exdgenos, como as
histonas (ROTHENBERG et al., 1991). Embora informativo, tal procedimento ¢ suscetivel
a artefatos bioquimicos resultantes da homogeneizagio do tecido e purificagio do receptor,
como protedlise e desfosforilagio do receptor por fosfatases contaminantes e remogdo do
receptor da membrana plasmatica, onde interagdes com outros componentes celulares
podem influenciar a atividade do receptor (FEHLMANN er al, 1985). Alem disso,
diferengas importantes na atividade quinase do receptor podem manifestar-se in viiro,

dependendo do substrato exégeno utilizado (ROTHENBERG et al,, 1991).

Os métodos utilizados neste estudo, isto ¢, estimulagio in vive com insulina,
extracio e homogeneizagio de tecido hepatico e muscular em condigdes desnaturantes ou
em condicdes apropriadas para imunoprecipitagdo e posterior imunoblotting nao sao
sujeitos a essas complicagdes. Além disso, a utilizacio de anticorpos especificos anti-IR,
anti-IRS-1, anti-IRS-2, anti-fosfotirosina, anti-PI 3-quinase, anti-pAkt e anti-pERK
permitiram a avaliagdo de algumas etapas da sinalizagdo da insulina apds sua ligagdo no

receptor.

Utilizando essa metodologia, estudamos algumas etapas da agfio insulinica em
tecidos muscular e hepatico de animais que receberam diferentes anestésicos: tiopental
sodico, pentobarbital sédico e éter dietilico, com o objetivo de investigar o efeito direto
desses anestésicos na transmissdo do sinal insulinico em tecidos metabolicamente ativos,

com grande importancia na homeostase da glicose.
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Paralelamente, tentamos determinar se o tiopental e o pentobarbital podem ser
aceitos como anestésicos nesse modelo animal de avaliagio da sinalizac@o da insulina em
substitui¢io ao éter, em fungfo de suas caracteristicas farmacologicas desfavoraveis, como
reagdo de stress , poluigdo ambiental e os potenciais riscos de incéndio e explosoes.

Nossos resultados demonstraram que a velocidade de desaparecimento da glicose
durante o TTI foi similar nos trés grupos de animais, sugerindo que a reacdo de stress
induzida pelo éter dietilico nfo teve efeito, pelo menos no tempo estudado, sobre a
sensibilidade & insulina desses animais. E importante destacar que no nosso estudo, com
animais anestesiados, os resultados do TTI foram similares aos encontrados em outros
experimentos com animais que ndo receberam anestesia, O (ue sugere que no tempo
avaliado a anestesia com esses trés anestésicos nfo teve influéncia na sensibilidade desses
animais a insulina.

A glicemia basal, no entanto, foi mais elevada no grupo que recebeu éter dietilico.
Estes resultados sugerem que a glicemia basal nos animais anestesiados teve um controle
independe da sensibilidade & insulina. E provavel que a reaglio de stress induzida pelo éter
dietilico tenha elevado os niveis de horménios que estimulam a produgdio hepatica de
glicose, aumentando a glicemia. Nesse caso, ¢ possivel que essa elevagdo hormonal, no
periodo avaliado, tenha sido suficiente para aumentar a produgdo hepatica de glicose, sem

modular a sensibilidade a insulina.

A figura 3 mostra um esquema simplificado das etapas de sinalizagdo intracelular,
desde a ligagio da insulina ao seu receptor até a ativagdo do transporte de glicose. A
sinalizacéio intracelular da insulina comega com a sua ligagdo a um receptor especifico de
membrana, uma proteina heterotetramérica com atividade quinase, composta por duas

subunidades o e duas subunidades B, que atua como uma enzima alostérica, na qual a
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subunidade o inibe a atividade tirosina quinase da subunidade P. A ligagdo da insulina a
subunidade o permite que a subunidade B adquira atividade quinase, promovendo alteragdo
conformacional e autofosforilagio, que aumentam ainda mais a atividade quinase do
receptor (PATTI & KAHN 1998). Os nossos estudos demonstraram que O uso de
anestésicos barbittricos nZo modificou a capacidade de autofosforilagio do receptor de

insulina quando comparados a anestesia com éter dietilico.

- S
insulina

P 3K D e oo Py v
v “ iy
¢ opke | O pmsRccasmmg Erk
p70* | GSK3 | - MAPK
| |
« ¥ / i
v
Metabolismo de gicose Crescimento e Expressao génica
Sintese de glicogénio lipideos e proteinas diferendagio inespecifica
Expressao génica especifica ceiular

Figura 3.Vias de sinaliza¢fio da insulina.

Uma vez ativado, o receptor de insulina fosforila varios substratos protéicos em
tirosina. Atualmente, dez substratos do receptor de insulina ja foram identificados. Quatro

desses pertencem a familia das proteinas IRSs (WHITE 1998). Qutros substratos incluem
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She, Gab-1, p60%, Cbl, JAK2 e APS (SAAD et al., 1996; PESSIN & SALTIEL 2000;
CARVALHEIRA ef al., 2001). A fosforilagio em tirosina das proteinas IRSs cria sitios de
reconhecimento para moléculas contendo dominios com homologia 2 ao Src (SH2). Dentre
estas se destaca a fosfatidilinositol 3-quinase (PI 3-quinase). As fungdes fisiolégicas do
IRS-1/2 foram recentemente estabelecidas através da produgfo de camundongos sem 0s
genes que codificam o IRS-1 ¢ o IRS-2 (camundongos knockout para IRS-1 ¢ IRS-2). O
camundongo que nio expressa IRS-1 apresenta resisténcia a insulina e retardo de
crescimento, mas ndio ¢ hiperglicémico (ARAKI et al., 1994a). Foi demonstrado que o IRS-
2 poderia compensar parcialmente a auséncia de IRS-1, o que explicaria o fendtipo de
resisténcia 4 insulina sem hiperglicemia do camundongo knockout de IRS-1. O
camundongo que nio expressa o IRS-2 foi recentemente gerado (WITHERS ez al, 1998a) e
apresenta um fendtipo diferente do camundongo sem IRS-1. Apresenta hiperglicemia
acentuada, devido a diversas anormalidades na agfio da insulina nos tecidos periféricos e a
faléncia da atividade secretéria das células B, acompanhada de redugdo significativa da
massa de células P pancreaticas. Os nossos estudos demonstraram que 0 uso de anestésicos
barbitiricos ndo alterou os efeitos da insulina na fosforilagdo do IRS-1 e IRS-2 quando

comparados & anestesia com éter dietilico.

O receptor de insulina, além de ser fosforilado em tirosina, também pode ser
fosforilado em serina, o que atenua a transmissdo do sinal através da diminuigdo da
capacidade do receptor em se fosforilar em tirosina apds estimulo com insulina
(HOTAMISLIGIL et al., 1996). Essas fosforilagoes inibitérias causam feedback negativo
na sinalizagio insulinica e podem provocar resisténcia & insulina (CARVALHEIRA et al.,
2002). Estudos recentes indicam que a resisténcia a insulina induzida pela obesidade pode

ser decorrente da ativagdo seqiiencial da proteina quinase C (PKC) e da quinase inibidora
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do fator nuclear xB (IKkB), entretanto os detalhes dessa via de sinalizagdo ainda ndo s&o

claros (KIM et al., 2001; YUAN et al.,, 2001).

A acdo da insulina também € atenuada por proteinas fosfatases de tirosina, que
catalisam a rapida desfosforilagio do receptor de insulina e de seus substratos. Vérias
proteinas fosfatases de tirosina foram identificadas, dentre essas se destaca a PTP1B.
Camundongos knockouts para PTP1B tém aumento da fosforilagéo em tirosina do receptor
de insulina e das proteinas IRSs no misculo, conseqlientemente apresentam aumento da
sensibilidade 2 insulina (ELCHEBLY et al, 1999). Como nfo observamos alteragbes das
etapas iniciais da sinalizagio insulinica ¢ razodvel que se especule que o tiopental, o

pentobarbiotal e o éter ndo alteram as vias que bloqueiam a sinalizago insulinica.

A PI 3-quinase ¢ importante na regulacio da mitogénese, diferenciagfo celular e
transporte de glicose estimulado pela insulina (FOLLI et al., 1992b; SAAD et al., 1992;
SAAD et al, 1993a; SHEPHERD et al, 1995). A PI 3-quinase foi originalmente
identificada como um dimero composto de uma subunidade catalitica (p110) e uma
subunidade regulatéria (p85). A ligagdo dos sitios YMXM e YXXM (onde Y = tirosina, M
= metionina e X = qualquer aminoécido) fosforilados das proteinas IRSs ao dominio SH2
da subunidade p85 da PI 3-quinase ativa o dominio catalitico associado (BACKER et al.,
1992b). A enzima catalisa fosforilagdo dos fosfoinositideos na posigdo 3 do anel de inositol
produzindo fosfatidilinositol 3 fosfato, fosfatidilinositol 3,4 difosfato ¢ fosfatidilinositol

3,45 trifosfato (LIETZKE et al., 2000).

Atualmente, a PI 3-quinase € a tnica molécula intracelular considerada essencial
para o transporte de glicose (CZECH & CORVERA 1999). As proteinas alvo conhecidas

dessa enzima sio a Akt e as isoformas atipicas da aPKC (£ e A), porém a fungio destas
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proteinas no transporte de glicose ainda ndo esta bem estabelecida (KOHN er al., 1996b;
BANDYOPADHYAY ef al., 1997; KITAMURA ef al., 1998; KOTANI et al., 1998; KIM
et al., 1999). Os nossos estudos demonstraram que o uso de anestésicos barbittricos ndo
modificou os efeitos da insulina na via PI 3-quinase / Akt quando comparados & anestesia

com éter dietilico.

Como a via IRSs / PI 3-quinase / Akt é essencial para a homeostase da glicose, tanto
por estimular a captagfo pelo misculo como por inibir a producdo hepatica, podemos
sugerir que a eqiiidade dos resultados da metabolizagdo de glicose durante o TTI,
provavelmente, ¢ conseqiiéncia de ativagSes similares dessa via pela insulina, independente

do anestésico utilizado.

Semethante a outros fatores de crescimento, a insulina estimula a mitogen-activated
protein kinase (MAPK). Uma vez ativada, a cascata da MAPK leva a proliferacio e
diferenciacio celular (BOULTON et al, 1991). Os nossos resultados também ndo

mostraram alteragdes dos efeitos da insulina na fosforilagdo da MAPK.

Neste estudo, os 3 anestésicos se mostraram adequados para a avaliagdo molecular
da sinalizagdo da insulina. No entanto, o éter apresenta como desvantagens a poluigio
ambiental, os riscos potenciais de incéndios e explosdes e as reagdes de stress
caracteristicas da anestesia com esse agente, demonstradas neste estudo pelo significativo

aumento da glicemia basal.

Em resumo, os dados do presente estudo mostram que em modelos animais de
avaliacdo da sinalizagdo insulinica, quando a anestesia geral se faz necessaria, o tiopental

sodico e o pentobarbital sodico podem ser empregados em substituicdo ao éter dietilico.
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6. SUMMARY
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Insulin is an anabolic hormone with powerful metabolic effects. The events afier
insulin binds to its receptor are highly regulated and specific. Defining the key steps that
lead to the specificity in insulin signaling presents a major challenge tfo biochemical
research, but the outcome should offer new therapeutic approaches for treatment of patients
suffering from insulin-resistant states, including type 2 diabetes mellitus. The insulin
receptor belongs to the large family of growth factor receptors with intrinsic tyrosine kinase
activity. Following insulin binding, the receptor undergoes autophosphorylation on multiple
tyrosine Tesidues. This results in activation of the receptor kinase and tyrosine
phosphorylation of a family of mnsulin receptor substrate (IRS) proteins. Like other growth
factors, insulin uses phosphorylation and the resultant protein—protein interactions as
essential tools to transmit and compartmentalize its signal. These intracellular protein—
protein interactions are pivotal in transmitting the signal from the receptor to the final
cellular effect, such as translocation of vesicles containing GLUT4 glucose transporters
from the intracellular poo! to the plasma membrane, activation of glycogen or protein

synthesis, and initiation of specific gene transcription.

A large number of experimental studies have investigated the insulin signaling in rats.
In these studies different anesthetics have been used to anesthetize rats, however the effects
of anesthetics on the regulation of the early steps of insulin action are not known. In the
present study we have investigated the effect of thiopental, pentobarbital and ether on
plasma glucose disappearance rate, IR, IRS-1 and TRS-2 tyrosine phosphorylation and
association with PI 3-kinase, in liver and muscle of rats. Determination of insulin
stimulated phosphorylation of IR, IRS-1 and IRS-2, IRSs association with PI 3-kinase and
activation of Akt and MAPK was performed by immunoprocipitation with specific

antibodies followed by immunoblotting. Fasting plasma glucose levels were higher in
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animals anesthetized with ether, while glucose disappearance rate was lower in animals that
received pentobarbital. Insulin-induced IR, IRS-1 and IRS-2 tyrosine phosphorylation,
association of these substrates with PI 3-kinase and activation of Akt and MAPK was
similar in the three groups of animals in both tissues. These results suggest that the
alterations observed in plasma glucose in animals treated with ether, and in glucose
disappearance rate in animals treated with pentobarbital may be related to steps distal to
IRS-1 and IRS-2/PI 3-kinase association, since the early steps in insulin signal transduction
were similar in the three groups of animals. Thus the data from the present study support
the contention that both thiopental and pentobarbital can be used in investigations where

changes in insulin signaling are being measured and general anesthesia is required.
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