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RESUMO




A resisténcia & insulina, definida como uma resposta biologica subnormal a
uma determinada concentragdo de insulina, ¢ componente essencial da fisiopatologia ou
etiopatogenia de importantes doengas como diabetes tipo 2, obesidade e hipertenséo
arterial. Em humanos e em modelos animais, a hiperinsulinemia produzida por "clamp”

normoglicémico por 3 a 5 dias é capaz de induzir resisténcia  insulina

A insulina, ao se ligar & subunidade o de seu receptor heterotetramérico, da
iicio a uma série de agdes imediatas e tardias, metabolicas e promotoras de crescimento.
Tais eventos ocorrem através da estimula¢io da subunidade B transmembrana do receptor,
que se autofosforila e ativa a fosforilacio de substratos endogenos intracelulares,
conhecidos como substratos do receptor de insulina ou IRSs. Os principais substratos do
receptor de insulina sdo o IRS-1 e IRS-2, que quando fosforilados em tirosina se ligam e
ativam proteinas com porgdo SH2, como a PI 3-quinase. A ativagdo destas proteinas
desencadeia a ativagao de duas serina-quinases importantes que sio a AKT e as ERKs
(172), que sdo essenciais, respectivamente, para os efeitos metabdlicos e de controle génico

do horménio.

Neste estudo investigamos o nivel protéico e grau de fosforilagdo em tirosina do
receptor de insulina, dos substratos 1 e 2 do receptor (IRS-1 e IRS-2), a associacdo deles
com a enzima PI 3-quinase, o grau de fosforilagio em serina/treonina da AKT e a
fosforilagdo das ERKs (1/2) em tecido hepatico, muscular, cardiaco, adiposo, ¢ em ilhotas
de Langerhans isoladas de ratos submetidos ao clamp hiperinsulinémico normoglicémico

por cinco dias (Hi5).

A infusdo de insulina por cinco dias induziu aumento dos niveis séricos de

insulina de jejum e reduziu em cerca de 40% a utilizacdo de glicose mediada pela insulina.

No tecido hepatico, a hiperinsulinemia cronica induziu, apés estimulo agudo
com insulina, redu¢do do grau de fosforilagdo do receptor de insulina, do IRS-2, da
associa¢do deste substrato com a PI 3-quinase e da fosforilacdo da AKT. Nio observamos
diferenca nos niveis protéicos do IR e de seus substatos (1 e 2), da fosforilagdo do IRS-1 e

sua associagdo com a PI 3-quinase, e da fosforilagio das ERKs (1/2), em ratos Hi5

comparado aos controles.
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Quando estudamos o tecido muscular, apés estimulo agudo com insulina,
observamos uma diminui¢do significativa no grau de fosforilagdo do receptor de insulina,
do IRS-1, na associa¢io deste substrato com a PI 3-quinase e na fosforilagdo da AKT em
ratos HiS, em relagdo aos controles. Entretanto, a hiperinsulinemia cronica ndo alterou os
niveis protéicos do IR, IRS-1, IRS-2, a fosforilagdo do IRS-2, a associa¢do IRS-2/PI 3-
quinase e a fosforilacdo das ERKSs.

O tecido cardiaco de ratos Hi5 apresentou resultados similares ao musculo
esquelético, com redugdo do nivel protéico e fosforilagdo do IRS-1, da associagdo deste
substrato com a PI 3-quinase e da fosforilagdo da AKT, apos estimulo agudo com insulina.
Nzo houve diferenca no nivel protéico e grau de fosforilagdo do receptor de insulina e do
IRS-2, na associagio IRS-2/PI 3-quinase, e na fosforilagdo das ERKs, entre os grupos

controle e Hi5.

A hiperinsulinemia cronica por cinco dias ndo alterou o nivel protéico e grau de
fosforilagdo do receptor de insulina no tecido adiposo. comparado aos controles, mas
induziu aumento do nivel protéico, grau de fosforilagdo e associagdo com a Pl 3-quinase
dos substratos 1 e 2 do receptor de insulina. No estudo da AKT, observamos aumento da
fosforilagdo no estado basal dos ratos do grupo HiS. Também ndo foi observada alteragao
do grau de fosforilagdo das ERKs.

As ilhotas de Langerhans isoladas de ratos Hi5 apresentaram, como no tecido
adiposo, aumento do nivel protéico, grau de fosforilagdo e associagdo com a PI 3-quinase
dos IRS-1 e -2, sem alterar o nivel protéico e grau de fosforilagdo do receptor de insulina e
das ERKs.

Em resumo, os resultados do nosso estudo demonstraram que a infusdo cronica
de insulina por 5 dias induziu resisténcia a esse horménio, com diminui¢do de transmissdo
do sinal de insulina em figado. musculo e coragdo, e incremento dessas vias em tecido
adiposo e ilhotas. No figado, a menor fosforilagio/ativagido da AKT foi consequente a
menor fosforilagio do IRS-2, e em musculo esquelético e cardiaco a menor fosforilagdo do
IRS-1. Em tecido adiposo e ilhotas, os dois substratos do receptor de insulina, IRS-1 e IRS-

2 aumentaram seus niveis e grau de fosforilagéo.
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A hiperinsulinemia crénica por 5 dias modulou especificamente os efeitos
metabolicos do horménio, através da AKT, sendo que a via mitogénica, através das ERKs

(1/2) ndo sofreu regulagdo em nenhum tecido estudado dos animais His5.

A regulagdo tecido-especifica das vias de transmissdo do sinal de insulina em
ratos que receberam infusdo desse hormdnio por 5 dias, contribui para explicar os
mecanismos moleculares de resisténcia & insulina nestes animais, e sugere também modelos
de regulagdo que podem estar presentes na instalagdo de obesidade, hiperinsulinemia e

resisténcia a insulina.

Resumo
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Diabetes mellitus ¢ uma das principais causas de morbidade e mortalidade em
humanos. Pode ser definido como uma sindrome de hiperglicemia cronica resultante da
falta de producdo de insulina e/ou de resisténcia a a¢do deste hormonio. Uma pequena
parcela de pacientes apresenta diabetes mellitus tipo 1, causado por faléncia da célula B e se
traduz por deficiéncia absoluta de insulina (NATHAN, 1993). O diabetes mellitus tipo 2 é a
forma mais freqiiente da doenca, caracterizado por resisténcia a ag4o da insulina que ndo
pode ser superada pela hipersecre¢do desse horménio pela célula B pancreatica (TAYLOR.
1999).

O diabetes mellitus tipo 2 (DM 2) apresenta multiplos defeitos na agdo e
secregdo de insulina. O centro das investigagdes sobre sua etiologia tem sido definir se é
uma alteragdo na secre¢do de insulina ou resisténcia a insulina, o defeito metabélico
priméario no desenvolvimento da doenga (De FRONZO, 1997).

Estudos epidemiol6gicos recentes sugerem que em algumas populagdes, o
defeito metabdlico iniciante ¢ um aumento na secregdo de insulina, que induziria
rapidamente uma resisténcia a agdo deste horménio (CUSIN et al., 1990a; CUSIN et al.,
1990b; De FRONZO, 1992). Em humanos-e em modelos animais, a hiperinsulinemia
produzida por clamp normoglicémico por 3 a 5 dias é capaz de induzir resisténcia a insulina
(DEL PRATO et al., 1994). Entretanto, o mecanismo celular desta resisténcia hormonal, e a
sequéncia de alteragdes moleculares que ocorrem em diferentes tecidos durante uma
hiperinsulinemia induzida, nio foram ainda investigadas.

A insulina inicia suas agoes a nivel celular pela ligagdo a um receptor especifico
na membrana plasmatica (FREYCHET et al., 1971; CUATRECASAS, 1972). O receptor
de msulina (TR) ¢ uma glicoproteina heterotetramérica constituido por duas subunidades o
e duas subunidades [, cada uma com peso molecular de 135.000 e 95.000, respectivamente,
ligadas por pontes dissulfeto (MASSAGUE et al, 1981; KASUGA et al, 1982a). A
subunidade o € totalmente extracelular e contém o sitio de ligacio da insulina. A
subunidade [ € responsavel pela transmissdo do sinal, sendo uma proteina de localizagio
transmembranica.

Uma propriedade importante da subunidade B do receptor de insulina ¢ ser uma
proteina quinase, estimulada pela insulina, capaz de se autofosforilar e fosforilar outros

substratos em aminoacidos tirosina (KASUGA et al., 1982b). As proteinas-quinases sio

Intfroducao
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enzimas envolvidas na transferéncia de grupos fosfato do ATP para aminoacidos
especificos de proteinas. Entdo, a insulina liga-se & subunidade o, hi uma mudanca
conformacional do receptor e a atividade quinase da subunidade B ¢ estimulada, levando a
transferéncia de grupos fosfato do ATP para aminoécidos tirosina do receptor, promovendo

um aumento da atividade quinase com a fosforilagdo de substratos protéicos intracelulares

(KASUGA et al., 1982b; WHITE et al., 1984).

Para propagar o sinal, a maioria dos receptores tirosina-quinase, uma vez
autofosforilados, ligam-se diretamente a proteinas SH2, assim chamadas por apresentarem
homologia com o oncogene viral Src (CHEATHAM & KAHN, 1995). O receptor de
insulina, diferente de outros receptores com atividade quinase. ndo se liga a proteinas com
por¢do SH2, e transmite seu sinal através da fosforilacdo em tirosina de diferentes
substratos. Assim, a insulina induz a fosforilacdo do receptor, que ativa a capacidade

quinase do mesmo, o qual fosforila um ou mais dos seus substratos.

Ha consideraveis evidéncias indicando que a atividade tirosina quinase do
receptor de insulina é absolutamente essencial no processo de sinalizagdo insulinica.
Estudos de mutagdes in vitro no receptor de insulina, demonstraram que a capacidade do
receptor sofrer autofosforilagdo se altera quando ocorre substitui¢do da lisina na posigdo
1030 do receptor por outros aminoacidos (metionina, arginina ou alanina). Quando as
mutacdes se expressam nas células, a ligagdo da insulina ocorre normalmente, porém seus
receptores sdo inativos como quinases € sem eficiéncia para mediar seus efeitos no
metabolismo celular. Baseando-se em analogia de reagdes com outras quinases, este
aminoacido é provavelmente o sitio de ligagdo do ATP (ELLIS et al., 1986; CHOU et al.,
1987; EBINA et al., 1987; WILDEN et al., 1992). Qualquer diminuicdo da atividade
tirosina quinase do receptor ¢ acompanhada por perda da capacidade de sinalizar os efeitos
metabolicos e de crescimento. Comparando a sintese de glicogénio estimulada pela insulina
em células expressando diferentes receptores (normais, receptores com 1, 2, ou 3 tirosinas
mutantes nas posi¢des 1158, 1162, e 1163, ou receptores totalmente inativos como
quinases), verificou-se perda progressiva do efeito biologico e diminui¢do paralela da
atividade quinase do receptor (WILDEN et al., 1992).
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Com o objetivo de investigar possiveis substratos do receptor de insulina,
diversos laboratérios utilizaram anticorpos antifosfotirosinas e identificaram em culturas de
células e em tecidos, uma fosfoproteina estimulada por insulina, que foi denominada pp185
(WHITE et al., 1985; KADOWAKI et al, 1987). Um componente da pp185 foi purificado e
clonado de varias fontes (ROTHENBERG et al., 1991; SUN et al., 1991; ARAKI et al.,
1993). A proteina clonada foi chamada substrato-1 do receptor de insulina (IRS-1). Este foi
o primeiro e mais estudado substrato do receptor de insulina. A capacidade do IRS-1 ser
fosforilado em tirosina, ap6s estimulagdo insulinica, e de participar na transmissdo do sinal,
depende de uma caracteristica estrutural, que ¢ a presen¢a de multiplos sitios tirosina em
localizagbes estratégicas. Com base em andlise seqiiencial, existem 22 sitios tirosina
potenciais para fosforilagdo no IRS-1. Nove destes possuem uma de duas seqiiéncias
repetitivas: YMXM ou YXXM, onde Y é tirosina, M é metionina e X é qualquer outro
aminodcido. Seguindo-se a estimula¢do insulinica, estas tirosinas, bem como outras
tirosinas potenciais na molécula de IRS-1 sdo rapidamente fosforiladas, resultando em uma
ligagdo do IRS-1 com proteinas especificas (WHITE & KAHN, 1994; KAHN, 1994).

Ha 6 anos, outro constituinte da banda ppl85, chamado IRS-2 foi também
purificado, e a seqiiéncia ¢cDNA foi determinada, tendo aproximadamente 45% de
homologia com o IRS-1. Parece que o IRS-2 atua sinergicamente com o IRS-1 na ativagio
da Pl 3-quinase, tendo portanto um papel importante nos eventos que controlam o
metabolismo de glicose (SUN et al., 1995).

Mais recentemente dois outros substratos dessa familia, o IRS-3 e o IRS-4
foram descritos em tecidos adiposo e renal embrionario, respectivamente, mas nio se
detectou expressdo dessas proteinas em outros tecidos, sugerindo um papel limitado e
tecido especifico na ag¢do da insulina (LAVAN et al., 1997a; SMITH-HALL et al., 1997;
LAVAN et al., 1997b).

Outras proteinas sdo fosforiladas em resposta 4 insulina, e entre elas estdo She e
JAK2 (SKOLNIK et al., 1993; OKADA et al., 1995; HARPUR et al., 1992; SAAD et al.,
1996). As proteinas She (sh, pela homologia com src, e ¢ pela similaridade com proteina do
colageno) e JAK2 (Janus kinase 2) parecem importantes para a transmissio do sinal
insulinico em diregdo ao controle génico, mas sdo irrelevantes no controle de agdes

metabolicas deste horménio.
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Em estudos in vivo em cultura de células e em tecidos animais, o IRS-1 e o
IRS-2 fosforilados associam-se 4 enzima fosfatidilinositol 3-quinase (PI 3-quinase),
ativando-a (FOLLI et al., 1992; SAAD et al., 1993). A enzima PI 3-quinase possui duas
subunidades, uma catalitica de 110 kDa e outra regulatéria de 85 kDa que contém duas
por¢des SH2 e uma SH3 (CARPENTER & CANTLEY, 1990). Estudos recentes
demonstram que a ativagdo da PI 3-quinase ¢ essencial para o transporte de glicose e
sintese de glicogénio (CHEATHAM et al., 1994).

A ativagdo da PI 3-quinase aumenta os niveis teciduais de fosfatidilinositol 3
fosfato, que € um intermedidrio essencial na ativagdo da serina-quinase AKT/PKB (proteina
quinase B) (KOHN et al., 1996; KROOK et al., 1998). Estudos iniciais nio mostraram
observacdo uniforme sobre o papel da ativagdo da AKT na translocagdo do GLUT4
(transportadores de glicose). Entretanto, ficou estabelecido que esta serina-quinase €
essencial para o transporte de glicose (KOHN et al., 1996; KROOK et al., 1998; TANTI et
al., 1997), e ha consenso que a ativa¢do da AKT ¢ uma etapa muito importante na ativagdo
da glicogénio-sintetase e, portanto no armazenamento de glicogénio. A AKT ¢ também
implicada em a¢des mitogénicas da insulina. Portanto, na seqiiéncia de eventos da agdo
insulinica, a ativacdo da PI 3-quinase induz a ativagdo da AKT, e determinacdes dos niveis
de fosforilagdo em serina desta enzima, tém sido utilizadas como boa indicagdo da
atividade da PI 3-quinase (KOHN et al., 1996; KROOK et al., 1998).

Ent3o, a insulina estimula a fosforilagdo do IRS-1 e IRS-2 e, estes fosforilados.
se ligam a outras moléculas de sinaliza¢do intracelular, propagando o sinal insulinico. Além
da P1 3-quinase, outras proteinas com por¢do SH2 também interagem com o IRS-1 e IRS-2,
como SHP2 (fosfotirosina fosfatase) (YAMAUCHI et al., 1995) e GRB2 (proteina ligadora
do receptor para o fator de crescimento) (CHEATHAM & KAHN, 1995).

As proteinas IRS-1, IRS-2 e She, quando fosforiladas em tirosina, se ligam e
ativam a GRB-2, e ¢ através dessa via que a insulina ativa a MAPK (mitogen activated
protein kinase). Para exercer esse efeito a GRB-2, age como uma molécula adaptadora que
ativa a via p21ras/MAPK, ligando-se ao fator permutador de guanina chamado mSOS (son-
of-sevenless). Por analogia, a interagdo do complexo GRB-2/mSOS aos substratos do
receptor de insulina, pode mediar a estimulagdo da p2lras pela insulina. A proteina ras se
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liga a Raf-1, a qual fosforila e ativa a MAPKK, que finalmente ativara a MAPK (WHITE &
KAHN, 1994; JIANG et al, 1999; SKOLNIK et al, 1993). A MAPK possui diversas
subfamilias, entre elas esta a subfamilia das ERKs (1/2) (extracellular signal-regulated
kinases 1/2), proteinas de 43 e 41 kDa, respectivamente (PEARSON et al., 2001).

Fica claro que os IRS-1 e 2 sdo proteinas de grande importéancia no processo de
transmissdo do sinal da insulina, localizadas estrategicamente na fase inicial desta
sinalizagdo e, atuando como ancoradouros/ativadores de proteinas como PI 3-quinase,
SHP2 e GRB-2, ativam diversas enzimas com atividade serina-quinase, como a AKT e
MAPK (ERKs). Portanto, o estudo da regulagdo do IRS-1 e IRS-2, de suas associa¢des e da
ativagdo da AKT e ERKs em tecidos de modelos animais de resisténcia a insulina, pode
contribuir para um melhor entendimento dos mecanismos moleculares pos-receptores de

alteragao de sensibilidade a insulina.

Em cultura de c€lulas, o tratamento cronico com insulina induz uma diminui¢io
nos niveis e grau de fosforilagdo do receptor de insulina e IRS-1 e, na associagdo/ativagio

entre o IRS-1 e a PI 3-quinase (SAAD et al., 1994; SAAD et al., 1995).

Estes dados sao relevantes para muitas situa¢des de resisténcia a insulina,
porque demonstram que a hiperinsulinemia pode induzir alteragdes nas etapas da acéo
insulinica. podendo desempenhar um papel importante na dessensibilizacdo a acdo deste
horménio. Entretanto, o efeito da hiperinsulinemia nas etapas iniciais da a¢do insulinica em

tecidos animais iz vivo ndo foi ainda investigado.
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2. OBJETIVOS
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Os objetivos do presente estudo foram:

Avaliar a sensibilidade a insulina em ratos submetidos a hiperinsulinemia cronica

por cinco dias;

Investigar os niveis e grau de fosforilagdo do receptor de insulina, do IRS-1. do
IRS-2, bem como a interagdo dos IRSs (1 e 2) com a PI 3-quinase, € a conseqiiente
ativagdo da AKT e das ERKSs (1/2) em tecido hepatico, muscular, cardiaco, adiposo,
¢ em ilhotas de Langerhans isoladas de ratos submetidos a hiperinsulinemia cronica

por cinco dias;

Avaliar a secregdo de insulina pelas células B das ilhotas de Langerhans isoladas de

ratos que receberam infusio cronica de insulina.
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3.1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos, da linhagem Wistar-Hannover, pesando
aproximadamente 250-300g, fornecidos pelo Biotério Central da UNICAMP (CEMIB).
Apds o desmame, 0s animais receberam como alimentagdo, ra¢do comercial (Nuvilab CR-

1, da Nuvital).

Ap6s realizagdo dos procedimentos cirurgicos, os animais foram acomodados
em gaiolas metabolicas individuais, em ambiente com temperatura controlada (22 = 1°C),
em ciclo de 12 horas luz e 12 horas de escuro, recebendo agua e ra¢do comercial ad libitum.

Permaneceram em jejum 06 horas prévias aos experimentos.

3.2. MATERIAL

Os reagentes e aparelhos para eletroforese em gel de poliacrilamida com
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) foram adquiridos da Bio-Rad (Richmond, CA).
Metano hidroximetilamina (TRIS), fenilmetilsulfonilfluoreto (PSMF), aprotinina e
ditiotreitol (DTT), triton X-100, tween 20, e glicerol foram fornecidos pela Sigma Chemical
Co. (St. Louis, Mo., USA). Proteina A com iodo radioativo (125]) procedia da Amersham
(Amersham, UK), e a Proteina A Sepharose 6 MB da Pharmacia (Uppsala, Suécia). A
membrana de nitrocelulose (Hybond ECL, 0.45 um) foi obtida da Amersham (Aylesbury,
UK). O agente anestésico tiopental sédico foi adquirido da Cristalia (Itapira/SP, Brasil) e a
Insulina regular humana (Humulin R) da Biobrds (BH, Brasil). Os catéteres foram
construidos com Tygon (Norton Performance Plastics CO, USA), polietileno (PE 50),
obtido da Clay Adams (Parsipany, USA), polivinil (Silverwater B.C., Australia). Os
anticorpos policlonais anti-receptor de insulina, anti-IRS-1, anti-IRS-2, e os anticorpos
monoclonais antifosfotirosina e anti-pERK, foram todos da Santa Cruz Biotechnology (CA.
USA). Também foram utilizados os anticorpos policlonais anti-PI 3-quinase (p85) e anti-
IRS-2 para immunoblotting da Upstate Biotechnology (Lake Placid, NY, USA), ¢ o
anticorpo anti-phospho-AKT (Ser473) da New England Biolabs (Beverly, MA, USA).
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3.3. SOLUCOES UTILIZADAS

- Solu¢do tampio de extragio (para imunoprecipitacio e extrato total):
utilizada para a extragdio de proteinas celulares dos tecidos estudados, que
foram posteriormente imunoprecipitadas. Contém: Trisma base 100 mM,
EDTA 10 mM, pirosfofato de sédio 10 mM, fluoreto de sodio 100 mM,
ortovanadato de sodio 10 mM, PMSF 2 mM (diluido em 4lcool etilico), triton
X-100 1% e 0,1 mg/ml de aprotinina. A solugdo foi mantida a 4°C, sendo que

0 ortovanadato, o PMSF e a aprotinina foram acrescidos no momento do uso.

- Solu¢io tampao para lavagem do imunoprecipitado: contém: Trisma base

100 mM, EDTA 10 mM, ortovanadato de sédio 2 mM e triton X-100 0,5%.

- Tampio de Laemmli (5X): usado para estocar o material extraido e sua
posterior aplicagdo no gel de poliacrilamida para eletroforese (SDS-PAGE),
contém: azul de bromofenol 0,1%, fosfato de s6dio 1M pH 7.0, glicerol 50% e
SDS 10%.

- Solugdo tampio utilizada na eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE): contém: Trisma base 200 mM, glicina 1,52 M, EDTA 7,18 mM e
SDS 0.4%. Para uso, a solucéo foi diluida 1:4.

- Solu¢do tampio para transferéncia: empregada 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. Foi estocada a

4=

- Solugdo tampiao para SDS-PAGE - Gel de resolucio (resolving): tampio
composto de EDTA 4 mM, SDS 2%, trisma base 750 mM, com pH ajustado

para 8.9 com acido cloridrico.
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- Solugio tampdo para SDS-PAGE - Gel da fase de empilhamento
(stacking) das proteinas: contém: EDTA 4 mM, SDS 2%, trisma base 50

mM, com pH ajustado para 6,7 com 4cido fosforico.

- Soluciio Basal: solugdo basica utilizada para o manuseio da membrana de
nitrocelulose apos transferéncia das proteinas, contém: Cloreto de sodio 150

mM, trisma base 10 mM, Tween 20 0,02%.

- Solu¢io bloqueadora: utilizada para incubar a membrana de nitrocelulose,
ap6s a transferéncia, contém: 5% de leite em p desnatado e azida sodica

0,02%, dissolvidos em solugdo basal.

- Solug¢io para anticorpos: solugdio contendo anticorpos especificos que
marcaram as proteinas transferidas para a membrana de nitrocelulose. Contém
0,3% de leite em p6 desnatado e azida sodica 0,02%, diluidos em solugdo
basal. Os anticorpos utilizados foram: anticorpo antifosfotirosina, anticorpo
anti-receptor de insulina (anti-IR), anti-IRS-1, anti-IRS-2, anti-PI 3-quinase,

anti-pERK e anti-pAKT.

- Solugio com proteina A marcada com 135]: permite a visualizagdo das
bandas em autoradiografia, contém 0,1% de leite desnatado, dissolvido em

solugdo basal com 2 pCi de proteina A 12T,

3.4. PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Os ratos foram anestesiados com mistura Cloridrato de Cetamina (Ketalar,
Parke-Davis, Brasil) e Diazepam (Unifio Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Brasil). Esta
mistura foi administrada na proporgdo de 10 mg de cloridrato de cetamina para 0,07 mg de
diazepam, e a dose aplicada foi de 0,2 ml/100g de peso corporal do animal. Em seguida,

foram submetidos a cirurgia para inser¢do de catéteres:

Catéter para infusdo cronica (veia femoral direita): o catéter foi construido
com polietileno (PE 50 - Clay Adams, Parsipany, USA), com 50 cm de comprimento € uma
curvatura de ~150° foi induzida na extremidade venosa do tubo através de aquecimento e

moldagem manual, como mostra a figura abaixo.
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Esquema representativo de catéter venoso.

Catéter para coleta de amostras de sangue (artéria femoral direita): foi
construido com tubo Tygon (Norton Performance Plastics CO, EUA) 50 cm de
comprimento conectado, em uma das extremidades, a um tubo de polivinil (Silverwater
B.C, Australia) 0,5 x 0,8 polegadas - 5cm de comprimento. Para a conexdo entre os dois
tubos utilizaram-se tubos de a¢o de 1 cm de comprimento e didmetro 22 gauge, inseridos no
tubo de polivinil, ap6s este ser tratado em acetona (Chemco Industria e Comércio LTDA.,
Brasil) para facilitar a inser¢do. Ap6s a inser¢do da extremidade reforcada do tubo de
polivinil no Tygon, aplicou-se cola de contato Brascoplast Standard — (Brascola Ltda.,

Brasil) para fixar as superficies justapostas dos dois tubos.

Tubo de aco
v

Pl

T BN
A A
Polivinil Cola Tygon

Esquema representativo de catéter arterial confeccionado.
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Ambos foram exteriorizados na regido posterior do pescogo, onde foi
implantado um botéo metalico revestido com dacron (BardDeBakey Elastic Knit Fabric
(C.R.Bard. Inc. USA) para evitar processo de rejeicdo, proprio para adaptagdo de uma
espiral de aco (30 cm) que fez a protegdo dos catéteres. Ao final da cirurgia, os ratos
receberam 0,2 ml (1,7g em 3 ml) de antibidtico profilatico intramuscular (Pentabidtico
Veterindrio Pequeno Porte — Fort Dodge Brasil), ¢ foram alojados em gaiolas individuais

para recuperagdo durante 2 dias, até o inicio dos experimentos).

3.5. INFUSAO CRONICA

A infusdo cronica foi realizada utilizando o catéter implantado na veia femoral
que foi conectado a um pivd giratorio - swivel (Instech, Plymouth Meeting, PA). O catéter
venoso foi entdo conectado a um condutor de metal da estrutura do pivdé que, por sua vez,
eram conectados a tubos de silicone (Manosil Brand Silicone Rubber Tubing — Manostat —
Division of Barnant Company), e ligados a seringas de 20 ml , montadas em bomba de
infusio (KD Scientific Inc, model 200 series). Este sistema permitia a livre movimentagao

do animal simultaneamente & infusdo continua e coleta de sangue dos animais.

Antes de iniciar a infusdo cronica de insulina, foi feita infusdo continua de
salina (0,9 % - cerca de 18 ml/dia) durante 24 horas. Neste periodo realizou-se coleta de
amostras de sangue através do catéter implantado na artéria femoral direita, para dosagem

controle da glicemia.
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Apos 2 dias de medidas controles, iniciou-se infusdo intravenosa de insulina
(1,25mU.kg‘l.min"), numa velocidade de 0,75 ml/hora. Para prevenir a hipoglicemia nos
ratos com infuséo de insulina, foi utilizado como veiculo solu¢do de glicose 25%. Os ratos

controles continuaram a receber infusido de salina.

Catéter

Venoso Catéter arterial para

"\ coleta de sangue

Bomba
de Infusio

Gaiola metabdlica

Esquema representativo do sistema de infusdo cronica

3.6. CLAMP HIPERINSULINEMICO NORMOGLICEMICO

Realizamos o clamp hiperinsulinémico euglicémico com a determinagdo de
glicemias em intervalos de cinco minutos durante periodo de 2 horas. Foi administrada
infusdo continua intravenosa de insulina regular (3mU.kg'min") a partir do tempo zero,
para aumentar a insulina plasmética e para manutengdo do steady-state (90-120 min). Uma
infusdo de solugéo de glicose (10%) foi iniciada S minutos apos o comeco do experimento,
¢ as taxas de infusdo da glicose foram corrigidas a cada 5 minutos, se necessario, para

manter a euglicemia entre 90 e 110 mg/dl.
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3.7. EXTRACAO DOS TECIDOS

Para o estudo das etapas iniciais da agfio insulinica, ap6s infusdo cronica de
insulina os animais foram anestesiados intraperitonealmente com tiopental sédico (50
mg/kg peso), e submetidos a extragdo dos tecidos, logo apos a perda dos reflexos corneano

e caudal.

Inicialmente foi aberta a cavidade abdominal e retirados fragmentos dos tecidos
a serem estudados (grupo negativo - sem estimulo agudo de insulina). Para os animais do
grupo positivo (com estimulo agudo de insulina), foi injetada insulina regular na veia porta
em concentragdo 10 M, ou seja. 1,5 U ou 60 pg de insulina. Apés 30 segundos da inje¢do
de insulina, retirava-se um fragmento de figado, o qual era colocado imediatamente em
tubo tipo falcon contendo tampao de extragdo, mantido todo o tempo no gelo. O tecido era
homogeneizado durante 20 segundos com processador do tipo “polytron”, operado em
velocidade maxima. Durante e apds o procedimento, o material homogeneizado era
mantido em banho de gelo para evitar a desfosforilagio do receptor de insulina e seus
substratos. Noventa segundos apds a inje¢do de insulina era entdo retirado o fragmento do
musculo gastrocnémio, e trabalhado da mesma forma. E, 120 segundos apo6s a injegdo,
retirava-se fragmento do tecido adiposo e coragdo, respectivamente, procedendo igualmente

aos outros tecidos.

Para avaliagdo do grau de fosforilagio das proteinas AKT e ERKs (1/2),
retirava-se fragmento do figado apés 120 segundos da injegdo de insulina, e fragmentos do

tecido muscular, cardiaco e adiposo, apés 5 minutos do estimulo agudo com insulina.

No final da extragdo, era adicionado triton X-100 1% em todas as amostras e
mantidas em gelo. Apds quarenta minutos, os materiais extraidos e homogeneizados foram
submetidos a centrifugacdo. Utilizou-se a velocidade de 12000 rpm por 20 minutos a 4°C,
para remover o material insoluvel. utilizando-se o sobrenadante para as etapas seguintes:
uma parte foi utilizada para determinar a concentragdo protéica de cada amostra pelo
método colorimétrico de biureto (BRADFORD, 1976); outra parte foi utilizada para
avaliacdo do extrato total, ou seja, separagdo das proteinas em SDS-PAGE, com tampéo de

Laemmli (LAEMMLI, 1970), acrescido de DTT 200 mM, em propor¢do de 5:1, mantido
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sempre a 4°C até o momento de submeter a fervura a 100°C durante 5 minutos, e
posteriormente aplicados em gel de poliacrilamida; e finalmente outra parte foi utilizada

para imunoprecipitagdo com anticorpos especificos.

3.8. IMMUNOBLOTTING OU WESTERNBLOTTING

Aliquotas contendo 200 ug de proteina por amostra foram aplicadas sobre gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE), de 2 mm de espessura. No mesmo gel foi aplicado uma
amostra padrdo de proteinas, ou seja. 0 marcador de peso molecular com pesos moleculares
conhecidos: miosina (205 kDa), beta galactosidase (116 kDa), albumina sérica bovina (80
kDa) e ovalbumina (49 kDa). As proteinas apareciam sob coloragio azul no gel de
eletroforese e na membrana de nitrocelulose, permitindo a orientagdo quanto ao peso

molecular das bandas observadas.

A eletroforese foi realizada em cuba de minigel da Bio Rad (Mini-Protean),
com solugdo tampdo para eletroforese, previamente diluida. O SDS-PAGE foi submetido a
25 volts, inicialmente, até a passagem da linha demarcada pela fase de empilhamento
(stacking) e 120 volts até o final do gel de resolugdo (resolving). A seguir, as proteinas
separadas no SDS-PAGE, foram transferidas para a membrana de nitrocelulose, utilizando-
se o equipamento de eletrotransferéncia de minigel da Bio Rad, e a solugdo tampdo para
transferéncia mantido em voltagem constante de 120 volts por 2 horas (TOWBIN,
STAEHLIN & GORDON, 1979), sob refrigeracdo continua por gelo.

As membranas de nitrocelulose contendo as proteinas transferidas foram
incubadas em solugdo bloqueadora por 2 horas, a temperatura ambiente, para diminuir a
ligacdo inespecifica de proteinas. A seguir, as membranas foram lavadas com solu¢o basal
por 3 sessdes de 10 minutos, e incubadas com anticorpo antifosfotirosina diluido em
solu¢do tampdo por 4 horas, a temperatura ambiente sob agitagdo constante, ou durante
uma noite a 4°C. Foram entdo lavadas novamente com solugdo basal por 3 sessdes de 10
minutos e incubadas a seguir em solugdo com proteina A, marcada com '*°I. durante 2

horas a temperatura ambiente. O excesso de proteina A foi lavado com solugdo basal e
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entdo, as membranas expostas ao filme de RX (Kodak XAR - Rochester, NY), com
intensificador (Cronex Lightning Plus - DuPont, Wilmington, DE) em cassete mantido a -

80°C. Apds 12 - 48 horas, os filmes foram revelados na forma convencional.

A intensidade das bandas foi determinada através da leitura das autoradiografias
reveladas por densitometria dtica, utilizando um scanner (HP 3400) e o programa Scion

Image (Scion Corporation).

3.9. IMUNOPRECIPITACAO

Volumes das amostras com a mesma concentra¢io protéica foram utilizadas
para imunoprecipitagdo com anticorpo anti-receptor de insulina, anti-IRS-1 e anti IRS-2,
sendo que a determinagdo das proteinas seguiu as etapas descritas anteriormente no item
3.7. As amostras foram colocadas sob incubagdo durante 12-14 horas a 4°C, sob agitacdo
continua. Em seguida acrescentou-se proteina A-Shepharose 6MB em todas as amostras
para precipitagdo do complexo antigeno/anticorpo, sendo mantidas em agitagdo continua
por mais duas horas. Apds nova centrifugagdo por 15 minutos. a 12000 rpm a 4°C, o
sobrenadante foi descartado e o material precipitado lavado por trés vezes com a solugdo

tampao especifico para lavagem.

As proteinas precipitadas, a seguir, foram tratadas com tampdo de Laemmli
(LAEMMLI, 1970) contendo 100 mM de DTT, aquecidas em agua fervente por 5 minutos
e centrifugadas por 1 minuto. As proteinas foram entio submetidas a eletroforese em SDS-
PAGE e transferidas para membrana de nitrocelulose, seguindo as etapas descritas no item
3.8 (Immunoblotting). Nestes experimentos de imunoprecipitagdo, as membranas foram

submetidas ao blotting com anticorpo antifosfotirosina e anti-PI 3-quinase.

3.10. DETERMINACAO DO GLICOGENIO

Glicogénio muscular: Fragdes entre 25-35 mg do musculo diafragma foram
imediatamente pesadas apos retiradas dos animais e digeridas em banho a 100°C em 0.5 ml
de KOH 1IN durante 20 minutos. Foram adicionados 20ul de solugdo saturada de Na,SO, e

o glicogénio foi precipitado através de duas passagens de 2,5 ml de etanol a quente, seguida
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de centrifugacdo, descartando-se o sobrenadante. O glicogénio precipitado foi ressuspenso
em 4,0 ml de dgua e a determinagdo colorimétrica realizada em 1,0 ml de extrato, 20 ul de
fenol a 80% e 2,0 ml de acido sulfirico concentrado, apos fervura de 15 minutos. A
absorbancia foi medida em espectrofotdmetro a 490 nm. Foram utilizadas solugdes de
calibragcdao (HASSID & ABRAHAM, 1957).

Glicogénio hepdtico: As diferencas na determinacdo do glicogé€nio no tecido
hepético, em relagdo ao tecido muscular, sdo as seguintes: as fragdes de tecido hepatico
retiradas pesaram aproximadamente 500 mg, portanto, com necessidade de digestdo em 2
ml de solucdo KOH 30%. A precipitagdo do glicogénio hepatico foi feita em 0,1 ml de
Na,SO4, 7 ml de etanol e, apds extragdo, o precipitado foi suspenso em 25 ml de agua
deionizada (HASSID & ABRAHAM, 1957).

3.11. ISOLAMENTO DE ILHOTAS E DE CELULAS PANCREATICAS:

A obten¢do das ilhotas foi processada pelo método da digestdo por colagenase
de acordo com técnica estabelecida no Laboratorio de Pancreas Endocrino, descrita para

animais adultos (BOSCHERO et al., 1995).

Em alguns experimentos, as ilhotas isoladas dos dois grupos foram estimuladas
agudamente com insulina por 90 segundos, e submetidas a imunoprecipitagio e
immunoblotting com anticorpos especificos. Em outros experimentos, as ilhotas foram

utilizadas para estudo da secrec¢do estatica e dindmica de insulina (descrito a seguir).

3.12. SECRECAO ESTATICA DE INSULINA

Grupos de 4 a 5 ilhotas foram pré-incubados em solugdo de Krebs-bicarbonato
por 30 min a 37°C e pH 7.4. A seguir, o meio de pré-incubacdo foi descartado e as ilhotas
incubadas por periodo suplementar de 60 a 90 min, em banho-maria a 37°C e sob
gaseamento constante com carbogénio, também em Krebs-bicarbonato contendo diferentes

concentragdes de glicose (2,8, 8,3, 11,1, 16,7 e 22,2mM). Apos incubagdo, as ilhotas foram
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retiradas do banho e mantidas em geladeira a 4 + 1 °C, durante 15 min. A seguir, a solucdo
de incubagdo foi retirada isenta de ilhotas ¢ armazenada a —20°C para dosagem posterior da
secre¢do de insulina por radioimoensaio (SCOTT et al., 1981). Em seguida, foi calculado a
concentracdo de glicose que determina 50% do efeito maximo da resposta secretéria de
insulina (ECsj).

3.13. SECRECAO DINAMICA DE INSULINA:

Para analise da secrecdo dindmica de insulina, 4 grupos contendo 100 ilhotas
foram transferidos para 4 camaras de perfusdo contendo um filtro poroso (didmetro do poro
= 8um) de acetato de celulose (Swinnex SX 000/300, Millipore, vol 0,25 ml); em seguida
foram conectadas a um sistema perfusor. As solucdes perfusoras, foram acondicionadas em
erlenmayers de 150 ml, e mantidas a 37°C e equilibradas com carbogénio para manuten¢do
do pH a 7.4, durante toda a perfusdo. A razio de fluxo do sistema foi de 1,1 ml/min,
impulsionado por uma bomba peristaltica de 4 canais (Ismatec SA, MS-REGLO, Modelo
7351-10). Torneiras de 3 vias, colocadas proximo aos erlenmayers, propiciaram as
mudangas das solugdes. Apos o tempo de adaptagio das ilhotas, 20 minutos com perfusao
de solugdo 2,8 mM/1 de glicose, a concentragio de glicose foi entdo aumentada para 22,2
mM/] de glicose ¢ mantida por 50 minutos. As amostras de perfusato foram coletadas a
intervalos de 2 minutos, em banho de gelo (4°C) e armazenadas a —20°C. A insulina
secretada também foi dosada por radioimunoensaio e expressa em pg/ilhota/minuto. A
resposta a glicose durante a secre¢do dindmica de insulina foi avaliada pelo célculo da érea

sob a curva (insulina x tempo).

3.14. DETERMINACAO DA GLICOSE PLASMATICA

A dosagem da glicose plasmatica foi realizada pelo método enzimatico
colorimétrico de glicose oxidase (TRINDER, 1969). Os resultados foram expressos em

mg/dL
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3.15. DETERMINACAO DA INSULINA

A insulina plasmatica (amostras de sangue coletadas no 5° dia de infusdo, com
6 horas de jejum), e a insulina secretada (experimentos de secre¢@o estatica e dinamica)
foram avaliadas por radioimunoensaio e, a curva padrao determinada com insulina de rato

(SCOTT et al., 1981).

3.16. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados comparativamente entre o grupo Controle e o
grupo Hiperinsulinémico (5 dias de infusdo cronica de insulina). A andlise estatistica dos
resultados empregou o Teste ¢ de Student, ndo pareado, com nivel de significancia de 5 %
(p<0,05), sendo os resultados expressos como média * erro padrdo da média (X £ E.P.M.),
e posteriormente representados em porcentagem de variacdo em relagdo aos controles, aos

quais se atribuiu o valor de 100%.

Para analise da secrecdo estatica de insulina pelas ilhotas isoladas, foram
calculada curvas dose-resposta individuais para cada grupo estudado. Os valores da ECsg
foram submetidos ao Teste com nivel de significancia de 5 % (p<0,05), sendo os resultados

expressos como média + erro padrio da média (X £ E.P.M.).

Para andlise da secrec@o dindmica de insulina pelas ilhotas isoladas, calculou-se
a area sob a curva (insulina x tempo), e em seguida utilizou-se o Teste ¢ de Student, com
nivel de significancia de 5 % (p<0,05), sendo os resultados expressos como média + erro

padrdo da média (X £ E.P.M.).
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4. RESULTADOS

7






4.1. CARACTERISTICAS GERAIS DOS ANIMAIS

A TABELA 1 resume os dados dos animais controles e dos animais
hiperinsulinémicos (Hi5), incluindo niveis séricos de insulina, niveis glicémicos ao longo
de 5 dias de infusdo de insulina, a utilizagdo da glicose no intervalo de 90 a 120 minutos do

clamp euglicémico no 5° dia, e o conteudo de glicogénio hepatico e muscular neste dia.

A FIGURA 1 A mostra os niveis plasmaticos de insulina, apds periodo de
jejum de cerca de 6 horas, em ratos controles (C) (receberam infusdo de soro fisiologico), e
em ratos hiperinsulinémicos normoglicémicos (HiS) (receberam infusio crénica de insulina
por 5 dias). Como esperado, os animais hiperinsulinémicos apresentaram niveis elevados de

insulina de jejum em relagdo aos seus controles (p=0,000).

Na FIGURA 1 B observamos que os niveis glicémicos ao longo de 5 dias de
infusdo cronica de salina ou insulina, ndo apresentaram variacdo significativa, mantendo-se
entre 90 e 100 mg/dl.

A FIGURA 1 C mostra a utilizagdo de glicose durante o clamp
hiperinsulinémico normoglicémico por 5 dias. Os ratos hiperinsulinémicos apresentaram
reduzida utilizagdo da glicose induzida pela insulina durante o clamp (C= 19 + 2 vs Hi5=
11+ 1 mgkg"'.min", p=0,002).

Considerando estes dados, constatamos que os animais submetidos a infusdo
cronica de insulina por 5 dias apresentaram um estado de resisténcia a insulina com niveis
aumentados de insulina de jejum, associados a niveis normais de glicose plasmatica e

marcada diminui¢do na utiliza¢do da glicose.

As duas principais vias de distribuicdo da glicose sdo a ndo oxidativa (sintese
de glicogénio) e oxidativa. Em estados de resisténcia insulinica, podemos encontrar
alteragdo no armazenamento de glicose. Observamos na FIGURA 1 D que a
hiperinsulinemia cronica reduziu significativamente o conteudo de glicogénio hepatico (C=
3,00 £ 0.3 vs Hi5= 2,25 £+ 0.15 mg de glicogénio/100 mg de tecido, p=0,036), e glicogénio
muscular (C= 0,52 + 0,07 vs Hi5= 0,33 £+ 0,02 mg de glicogénio/100 mg de tecido,
p=0,02).
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TABELA 1. Caracteristicas dos animais

CONTROLE HIPERINSULINEMICO
© (HiS)
Insulinemia (ng/ml) 1,47 £ 0,24 (16) 3,56 £ 0,45 * (16)
1° dia 90 +2 (20) 91 +2 (20)
2° dia 93 +2 (20) 93 £1(20)
Glicemia  3° dia 91 +1(20) 92 +3 (20)
(mg/dI) 4° dia 92 +2 (20) 90 + 2 (20)
5° dia 95 + 1 (20) 94 + 1 (20)
Utilizacao da glicose 19+2(12) 11+£1*(12)
(mg. Kg'l. min™)
Glicogénio hepatico 3,00+£0,3(12) 225+0,15 *(12)
(mg/100 mg tecido)
Glicogénio muscular 0.52 £ 0,07 (12) 0,33 £0,02 *(12)
(mg/100 mg tecido)

Os resultados sdo expressos em média + erro padrao da média, e a significancia expressa

em * p<0,05. O numero de animais ¢ mostrado entre parénteses.
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FIGURA 1. A. Niveis séricos de insulina de jejum. B. Médias dos niveis glicémicos
durante 5 dias de infusdo cronica. C. Utilizagdo da glicose induzida pela
insulina durante estudo de clamp em ratos controle (C) e ratos submetidos a
infusdo cronica de insulina (Hi5). D. Conteado de glicogénio hepatico e
muscular. Os valores sdo expressos como média + EPM, e a significancia
expressa como *p<0,05.
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4.2. EFEITO DA HIPERINSULINEMIA CRONICA POR 5 DIAS NAS ETAPAS
INICIAIS DA ACAO INSULINICA NO FIGADO DE RATOS:

Néo houve altera¢do no nivel protéico do receptor de insulina, no figado dos
ratos submetidos 4 infusdo cronica de insulina por 5 dias, como determinado pelo
immunoblotting com anticorpo contra a por¢do COOH-terminal do receptor de insulina. A
FIGURA 2 A mostra que o nivel tecidual do receptor de insulina, avaliado por
densitometria otica de 12 experimentos foi de 90 + 6 % no grupo Hi3, € 100 + 4 % no

grupo controle (p = 0,179).

Em amostras de figado, previamente imunoprecipitadas com anticorpo anti-
receptor de insulina e submetidas a immunoblotting com anticorpo antifosfotirosina,
observamos que no estado basal (sem estimulo agudo com insulina) ndo houve diferenca
entre os grupo Hi5 e controle (C =35 £ 8 vs Hi5 =17 £ 5 %, p = 0,08; n = 12). Apds
estimulo agudo com insulina, houve aumento significativo do grau de fosforilagio da
subunidade  do receptor insulina dos dois grupos em estudo, comparado ao estado basal.
Entretanto, esse aumento da fosforilagdo do receptor foi aproximadamente 30% menor nos
animais Hi5 comparados aos animais controles (C = 100 + 4 vs Hi5 = 70 + 4 %, p = 0,000;
n = 12) (FIGURA 2 B).

Utilizando anticorpos especificos anti-IRS-1, observamos que o nivel desta
proteina ndo se alterou ap6s infusdo crénica com insulina por 5 dias, em relagdo aos

controles (C =100 + 6 vs Hi5 =87 £ 7 %, p = 0,181; n= 14) (FIGURA 3 A).

Avaliando o grau de fosforilagdo deste substrato, observamos que no estado
basal, os resultados foram similares para o grupo controle e Hi5 (C = 48 + 9 vs Hi5 =42 +
9 %, p = 0,574; n = 12). Apos estimulo agudo com insulina, observamos um aumento
similar no grau de fosforilagdo do IRS-1 nos dois grupos de animais estudados, comparado
ao estado basal (FIGURA 3 B). Assim, o grau de fosforilagdo do IRS-1 induzido por
insulina ndo apresentou diferengas significativas entre o grupo controle e o grupo Hi5 (C =

100 +5 vs Hi5 =96 + 9 %, p=0,714; n = 12).
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Tendo em vista a importancia da associagdo das proteinas IRSs com a enzima
PI 3-quinase no transporte de glicose e sintese de glicogénio, estudou-se esta associagdo
através da incuba¢do das membranas cujas amostras foram previamente imunoprecipitadas
com anticorpo anti-IRS-1 ou anti-IRS-2, e em seguida submetidas & immunoblotting com
anticorpo especifico contra a subunidade regulatéria de 85 kDa da PI 3-quinase. Estudos
anteriores (BACKER et al., 1992; FOLLI ef al., 1993; ARAKI et al.,, 1994) demonstraram
a existéncia de uma intera¢@o relativamente estdvel e de alta afinidade entre o IRS-1 ¢ 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 delas. Observamos na
FIGURA 3 C, que no estado basal o grau de associagdo IRS-1/PI 3-quinase foi similar entre
os dois grupos (C =54 £ 5 vs Hi5 = 48 £ 5 %, p = 0,486; n = 12), e que apos estimulo
agudo com insulina, também nio houve alteracdo da associag¢do deste substrato a PI 3-
quinase nos ratos do grupo Hi5 comparado aos controles (C = 100 £ 4 vs HiS = 105 + 6 %,

p=10,455;n=12).

O nivel protéico do IRS-2 em figado, determinado por immunoblotting com
anticorpo especifico para este substrato foi similar em ratos submetidos a hiperinsulinemia
cronica por 5 dias e em ratos controles (FIGURA 4 A). A densitometria Gtica de 8
experimentos demonstrou que a quantidade de IRS-2 foi de 100 = 5 % para os controles, e

98 £ 6 % para os Hi5 (p = 0,224).

Diferente dos resultados da fosforilagdo do IRS-1, quando as amostras de tecido
hepético foram imunoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-2, e incubadas com anticorpo
antifosfotirosina, observamos apds estimulo agudo com insulina, redu¢do no grau de
fosforilagdo do IRS-2, nos ratos do grupo Hid, em relagdo aos controles (C= 100 £ 5 vs
Hi5= 73 £ 5 %, p = 0,003; n = 8) (FIGURA 4 B). No estado basal ndo houve diferen¢a
entre os dois grupos (C=47 £ 9 vs Hi5=39 £ 11 %, p=0,597; n = 8).

A associagdo do IRS-2 a PI 3-quinase, antes do estimulo com insulina, foi
similar nos grupos Hi5 e controle (C= 52 + 10 vs Hi5=49 + 8 %, p=0,791;n=10), e a
redu¢do do grau de fosforilagdo deste substrato foi acompanhada de diminuicdo da
associa¢do IRS-2/P1 3-quinase nos ratos Hi5, quando comparado aos controles (C= 100 + 7

vs Hi5= 71 + 8 %, p = 0,016; n = 10) (FIGURA 4 C).
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Como ja citado, a serina/treonina quinase AKT ou proteina quinase B,
recentemente tem sido foco de intensa pesquisa, pelo papel crucial na transmissdo de
multiplas vias de sinalizagdo e agindo como mediador da ativagdo da PI 3-quinase, sendo
fundamental na mediagdo de muitas das agdes metabolicas da insulina. Investigamos
também a fosforilacdo desta serina/treonina quinase no figado de animais
hiperinsulinémicos. Para isso, realizamos immunoblotting utilizando anticorpo anti-pAKT
(Akt Ser473). Em nosso estudo, observamos que no estado basal a fosforilagdo da AKT foi
similar nos dois grupos (C=19 + 1 vs Hi5= 8 + 5 %, p = 0,06; n = 6), e que apds estimulo
agudo com insulina, os animais do grupo Hi5 apresentaram significativa reducdo da
fosforilagdo da AKT, comparado aos animais controles (C= 100 £ 3 vs Hi5= 71 £2 %, p =
0,000; n = 6) (FIGURA 5 A).

Uma vez que as diversas serinas quinases sensiveis a insulina, principalmente a
familia das MAP-quinases, exercem importante papel na via de controle mitogénico,
avaliamos a fosforilagio de uma subfamilia da MAP-quinase, as proteinas ERKs (1/2).
Quando amostras de figado foram submetidas ao immunoblotting com anticorpo anti-
pERK, observamos por densitometria 6tica de 6 experimentos, que ndo houve diferenca
significativa entre os animais Hi5 e os controles, tanto no estado basal (C= 84 + 5 vs Hi5=
75+5 %, p=0,0,104), como apds estimulo agudo com insulina (C= 100 + 3 vs Hi5= 88 +
7 %, p = 0,084) (FIGURA 5 B).
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FIGURA 2. A. Avaliacio do nivel protéico do IR em tecido hepatico de ratos controle (C)
e hiperinsulinémico (Hi5). Amostras de figado foram submetidas a
immunoblotting com anticorpo anti-IR. B. Avaliagdo do grau de fosforilagao
em tirosina do IR em figado, antes (-) e apos (+) estimulo agudo com
insulina. Amostras de figado foram previamente imunoprecipitadas com
anticorpo  anti-IR, e submetidas a immunoblotting com anticorpo
antifosfotirosina. Os valores sdo expressos como % média = EPM, e a
significancia expressa como *p<0,03.
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FIGURA 3. A. Avaliagdo do nivel protéico do IRS-1 em tecido hepético de ratos controle
(C) e hiperinsulinémico (Hi5). Amostras de figado foram submetidas a
immunoblotting com anticorpo anti-IRS-1. B. Avaliagdo do grau de
fosforilagdo do IRS-1 em figado, antes (-) e ap6s (+) estimulo agudo com
insulina. Amostras de figado foram previamente imunoprecipitadas com
anticorpo anti-IRS-1, e submetidas a immunoblotting com anticorpo
antifosfotirosina. C. Avaliacdo da associa¢do IRS-1/PI3-K em figado, antes
(-) e apos (+) estimulo agudo com insulina. Os valores sdo expressos como %
média + EPM, e a significancia expressa como *p<0,05.
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FIGURA 4. A. Avaliacdo do nivel protéico do IRS-2 em tecido hepatico de ratos controle
(C) e hiperinsulinémico (Hi5). Amostras de figado foram submetidas a
immunoblotting com anticorpo anti-IRS-2. B. Avaliagio do grau de
fosforilagdo do IRS-2 em figado, antes (-) e apds (+) estimulo agudo com
insulina. Amostras de figado foram previamente imunoprecipitadas com
anticorpo anti-IRS-2, e submetidas a immunoblotting com anticorpo
antifosfotirosina. C. Avaliacdo da associagdo IRS-2/PI3-K em figado, antes
(-) e ap6s (+) estimulo agudo com insulina. Os valores sdo expressos como %
média + EPM, e a significAncia expressa como *p<0,05.
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FIGURA 5. A. Avalia¢do do grau de fosforilagdo da AKT em figado, antes (-) e apos (+)
estimulo agudo com insulina, de ratos controle (C) e hiperinsulinémico
(Hi5). Amostras de figado foram submetidas a immunoblotting com
anticorpo anti-pAKT. B. Avaliagdo do grau de fosforilagdo das ERKs (1/2)
em figado, antes (-) e ap6s (+) estimulo agudo com insulina. Amostras de
figado foram submetidas a immunoblotting com anticorpo anti-pERK. Os
valores sio expressos como % média + EPM, e a significincia expressa

como *p<0,05.
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4.3. EFEITO DA HIPERINSULINEMIA CRONICA POR 5 DIAS NAS ETAPAS
INICIAIS DA ACAO INSULINICA NO MUSCULO ESQUELETICO DE
RATOS:

De maneira semelhante ao tecido hepatico, quando se realizou immunoblotting
das amostras de tecido muscular com anticorpo anti-receptor de insulina, o grupo Hi5 ndo
apresentou diferenga significativa no nivel protéico do receptor, em relagdo ao controle (C=
100 £ 5 vs Hi5= 107 £ 8 %, p = 0.,467; n = 12) (FIGURA 6 A). No estado basal, o grau de
fosforilagdo do IR foi similar nos dois grupos (C=16 £ 5 vs Hi5=24 + 7 %, p=0,333; n=
12), e apds estimulo agudo com insulina, a hiperinsulinemia crénica induziu menor
aumento do grau de fosforilagdo do receptor, quando comparado ao grupo controle (C= 100

+ 5 vs Hi5= 76 + 6 %, p = 0,003; n = 12) (FIGURA 6 B).

Os ratos do grupo Hi5 ndo diferiram dos controles, quanto ao nivel tecidual de

IRS-1 no musculo (C= 100 %= 6 % vs Hi5= 100 =+ 7 %, p = 0,979; n = 8) (FIGURA 7 A).

Ao contrario do que foi observado no figado, o clamp hiperinsulinémico
normoglicémico por 5 dias induziu a redugdo de 22% na fosforilagdo em tirosina do IRS-1,
apos o estimulo agudo com insulina, em relagdo aos animais que receberam salina (C= 100
+ 3 vs H= 78 = 8 %, p = 0,020; n = 8), sem alteragcdo da fosforilagdo deste substrato no
estado basal, entre os dois grupos (C=17 + 8 vs H=30 = 7 %, p = 0,275; n = 8) (FIGURA
7B).

Quando avaliamos a associagdo IRS-1/PI 3-quinase, observamos que ndo houve
diferenca entre o grupo Hi5 e controle, no estado basal (C= 17 £5 vs Hi5= 28 +5 %, p =
0,339; n = 8), mas apds estimulo agudo com insulina houve reducdo desta associagdo no
musculo esquelético dos animais do grupo Hi5, em relagdo aos controles (C= 100 + 4 vs

Hi5= 59 + 8 %, p = 0,000; n = 8) (FIGURA 7 C).

No immunoblotting com anticorpo anti-IRS-2, ndo houve alteragdo no nivel
tecidual desta proteina, comparando os grupos controle ¢ Hi5 (C= 100 £ 6 vs Hi5= 97 + 11
%. p = 0,816; n = 6) (FIGURA 8 A). O grau de fosforilagdo do IRS-2 no grupo Hi5 ndo
difere do controle no estado basal (C= 27 £ 10 vs Hi5= 38 £+ 11 %, p = 0,476), e apos
estimulo agudo com insulina (C= 100 = 8 vs Hi5= 110 £ 12 %, p = 0,473) (FIGURA 8 B).
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Em concordancia com os resultados acima, a associagdo IRS-2/PI3-quinase no
grupo Hi5, mostrou-se similar a do grupo controle, no estado basal (C= 59 * 12 vs HiS= 79
+ 13 %, p = 0,285), e também sem alteragdo entre os grupos apos estimulo agudo com

insulina (C= 100 + 8 vs HiS= 108 £ 14 %, p = 0,631) (FIGURA 8 C).

Quando realizamos immunoblotting para estudo da fosforilagdo da AKT/PKB,
observamos no estado basal que ndo houve diferenca significativa entre os animais controle
e Hi5S, (C=3 £+ 2 vs Hi5= 6 £ 1 %, p = 0,209; n = 6), e que apds estimulo agudo com
insulina, houve redu¢do na fosforilagdo desta serina-quinase no grupo Hi5, comparado ao

grupo controle (C= 100 £ 2 vs Hi5= 80 + 7 %, p = 0,04; n = 6) (FIGURA 9 A).

Os resultados de immunobloting com anticorpo anti-pERK em tecido muscular,
foram semelhantes aos do figado, ndo havendo altera¢do quando comparados os animais do
grupo controle e Hi5, antes (C= 85 £ 1 vs Hi5= 71 £ 10 %, p = 0,227; n = 6) e apods
estimulo agudo com insulina (C= 100 + 4 vs Hi5= 89 £ 8 %, p = 0,232; n = 6) (FIGURA
9 B).
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FIGURA 6. A. Avaliagdo do nivel protéico do IR em tecido muscular de ratos controle
(C) e hiperinsulinémico (Hi5). Amostras de musculo foram submetidas a
immunoblotting com anticorpo anti-IR. B. Avaliagéo do grau de fosforilagdo
em tirosina do IR em musculo, antes (-) e apds (+) estimulo agudo com
insulina. Amostras de musculo foram previamente imunoprecipitadas com
anticorpo  anti-IR, e submetidas a immunoblotting com anticorpo
antifosfotirosina. Os valores sdo expressos como % média = EPM, e a
significancia expressa como *p<0,05.

Resultados
73



Musculo

C Hi5s
A. Nivel protéico do IRS-1 : 1 ]
IB: anti-IRS-1 S
2 120
o 100
= 80
52 g 60
[¥] 40
=] 20
© 0
B. Fosforilagio do IRS-1 c Hi5
IP: anti-IRS-1 Insulina I - 5 . * i

IB: anti-PY

o 120 - l——|
o 100 J| =
= 80
X5 o |
o 40 |
= o | I
C. Associagio IRS-1/PI3-K - HIS
IP: anti-IRS-1 Insulina P + 0 = F
IB: anti-PI13-K © .é
o e eee
© 120 - b
S5 100 > l
- 80 |
S 60 -
Q 40 1
O 20 -
E o | N

FIGURA 7. A. Avaliag8io do nivel protéico do IRS-1 em tecido muscular de ratos controle
(C) e hiperinsulinémico (Hi5). Amostras de musculo foram submetidas a
immunoblotting com anticorpo anti-IRS-1. B. Avaliagdo do grau de
fosforilagdo do IRS-1 em musculo, antes (-) e apos (+) estimulo agudo com
insulina. Amostras de musculo foram previamente imunoprecipitadas com
anticorpo anti-IRS-1, e submetidas & immunoblotting com anticorpo
antifosfotirosina. C. Avaliagdo da associa¢do IRS-1/PI3-K em musculo, antes
(-) e apos (+) estimulo agudo com insulina. Os valores sdo expressos como %
média + EPM, e a significancia expressa como *p<0,05.
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FIGURA 8. A. Avaliagdo do nivel protéico do IRS-2 em tecido muscular de ratos controle
(C) e hiperinsulinémico (Hi5). Amostras de musculo foram submetidas a
immunoblotting com anticorpo anti-IRS-2. B. Avaliagdo do grau de
fosforilagdo do IRS-2 em musculo, antes (-) e apés (+) estimulo agudo
com insulina. Amostras de musculo foram previamente imunoprecipitadas
com anticorpo anti-IRS-2, e submetidas a immunoblotting com anticorpo
antifosfotirosina. C. Avaliagdo da associa¢do IRS-2/PI3-K em musculo,
antes (-) e ap6s (+) estimulo agudo com insulina. Os valores sd0 expressos
como % média + EPM, e a significAncia expressa como *p<0,05.
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FIGURA 9. A. Avaliagdo do grau de fosforilagio da AKT em musculo, antes (-) e apds
(+) estimulo agudo com insulina, de ratos controle (C) e hiperinsulinémico
(Hi5). Amostras de musculo foram submetidas a immunoblotting com
anticorpo anti-pAKT. B. Avaliagdo do grau de fosforilagdo das ERKs (1/2)
em musculo, antes (-) e ap6s (+) estimulo agudo com insulina. Amostras de
musculo foram submetidas a immunoblotting com anticorpo anti-pERK. Os
valores sdo expressos como % média + EPM, e a significincia expressa
como *p<0,05.
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4.4. EFEITO DA HIPERINSULINEMIA CRONICA POR 5 DIAS NAS ETAPAS
INICIAIS DA ACAO INSULINICA NO TECIDO CARDIACO DE RATOS:

A FIGURA 10 (A e B) mostra que ndo houve alteragdo do nivel protéico do
receptor de insulina (C= 100 + 6 vs HiS= 90 + 4 %, p=0,185; n = 9), e do grau de
fosforilagdo do receptor, apds estimulo agudo com insulina, no coragdo de ratos Hi5
comparado com ratos do grupo controle (C= 100 + 4 vs HiS= 107+ 5 %, p=0,287;n=11).

No estudo dos substratos do receptor de insulina, o musculo cardiaco
apresentou resultados similares aos encontrados no musculo esquelético.

Quando as amostras de coragdo foram submetidas a immunoblofting com
anticorpo anti-IRS-1, houve redugdo significativa do nivel protéico desta proteina nos
animais hiperinsulinémicos, comparado aos controles (C= 100 £ 4 vs HiS= 79 £ 7 %,
p=0,026; n = 6) (FIGURA 11 A). O mesmo foi encontrado quando investigamos o grau de
fosforilagdo do IRS-1, e a associagdo deste substrato a enzima PI 3-quinase, apds estimulo
agudo com insulina. Observamos reducdo de cerca de 50% na fosforilagdo (C= 100 + 10 vs
Hi5= 51 + 5 %, p=0,000; n = 10), e 30% na associa¢do IRS-1/PI 3-quinase, no grupo Hi5
comparado ao controle (C= 100 = 7 vs Hi5= 73 £ 6 %, p=0,009; n=10) (FIGURAS 11 Be
)

Em relacdo ao IRS-2, ndo houve diferenga quanto ao nivel protéico desta
proteina no coragiio de ratos que receberam infusdo cronica de insulina, em relagdo aos
ratos do grupo controle (C= 100 % 6 vs Hi5= 95 + 10 %, p=0,673; n = 11) (FIGURA 12 A).
A densitometria 6tica demonstrou que também ndo houve alteragdo quanto ao grau de
fosforilagdo deste substrato, e sua associagdo com a PI 3-quinase, apos estimulo agudo com
insulina (C= 100 + 12 vs Hi5= 98 + 8 %, p=0,892; n = 6; C= 100 £ 5 vs Hi5= 89 + 8 %,
p=0,263; n = 8, respectivamente) (FIGURAS 12 B ¢ ©).

Ainda de maneira semelhante ao musculo esquelético, observamos que o grau
de fosforilagdo da AKT, apos estimulo agudo com insulina, esta reduzido nos animais Hi3,
comparado aos controles (C= 100 + 3 vs Hi5= 80 + 4 %, p=0,003; n = 6) (FIGURA 13 A).
E que o grau de fosforilagio das ERKs (1/2), nos ratos do grupo HiS e controle nédo
apresentam diferenca, apos estimulo agudo com insulina (C= 100 + 12 vs HiS= 103 = 8 %,

p=0,839; n="7) (FIGURA 13 B).
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FIGURA 10. A. Avaliagdo do nivel protéico do IR em tecido cardiaco de ratos controle
(C) e hiperinsulinémico (Hi5). Amostras de coragdo foram submetidas a
immunoblotting com anticorpo anti-IR. B. Avaliagio do grau de
fosforilagdo em tirosina do IR em tecido cardiaco, apds (+) estimulo agudo
com insulina. Amostras de coragdo foram previamente imunoprecipitadas
com anticorpo anti-IR, e submetidas a immunoblotting com anticorpo
antifosfotirosina. Os valores s@o expressos como % média + EPM, e a
significancia expressa como *p<0,05.
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FIGURA 11 A. Avaliacdo do nivel protéico do IRS-1 em tecido cardiaco de ratos controle
(C) e hiperinsulinémico (Hi5). Amostras de coragdo foram submetidas a
immunoblotting com anticorpo anti-IRS-1. B. Avaliagéo do grau de
fosforilagdo do IRS-1 em tecido cardiaco, apés () estimulo agudo com
insulina. Amostras de coragiio foram previamente imunoprecipitadas com
anticorpo anti-IRS-1, e submetidas a immunoblotting com anticorpo
antifosfotirosina. C. Avaliagio da associagdo IRS-1/PI3-K em tecido
cardiaco, apds (+) estimulo agudo com insulina. Os valores sdo expressos
como % média + EPM, e a significancia expressa como *p<0,05.
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FIGURA 12. A. Avaliagdo do nivel protéico do IRS-2 em tecido cardiaco de ratos
controle (C) e hiperinsulinémico (Hi5). Amostras de coragio foram
submetidas a immunoblotting com anticorpo anti-IRS-2. B. Avalia¢do do
grau de fosforilagdo do IRS-2 em tecido cardiaco, ap6s (+) estimulo agudo
com insulina. Amostras de coragfo foram previamente imunoprecipitadas
com anticorpo anti-IRS-2, e submetidas a immunoblotting com anticorpo
antifosfotirosina. C. Avaliagdo da associacdo IRS-2/PI3-K em tecido
cardiaco, ap6s (+) estimulo agudo com insulina. Os valores sdo expressos
como % média = EPM, e a significAncia expressa como *p<0,05.
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FIGURA 13. A. Avaliagio do grau de fosforilago da AKT em tecido cardiaco, apos (+)
estimulo agudo com insulina, de ratos controle (C) e hiperinsulinémico
(Hi5). Amostras de coragdo foram submetidas a immunoblotting com
anticorpo anti-pAKT. B. Avaliagdo do grau de fosforilagdo das ERKs (1/2)
em tecido cardiaco, apds (+) estimulo agudo com insulina. Amostras de
coragdo foram submetidas a immunoblotting com anticorpo anti-pERK. Os
valores sio expressos como % média = EPM, e a significdncia expressa

como *p<0,05.
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4.5. EFEITO DA HIPERINSULINEMIA CRONICA POR 5 DIAS NAS ETAPAS
INICIAIS DA ACAO INSULINICA NO TECIDO ADIPOSO:

Quando analisamos o nivel protéico do receptor de insulina neste tecido,
encontramos resultados similares entre o grupo controle e o grupo Hi5 (C= 100 + 7 vs Hi5=
104 £ 8 %, p=0,711; n = 10) (FIGURA 14 A). Diferente dos demais tecidos estudados, em
amostras de tecido adiposo do grupo Hi5, observamos no estado basal, um aumento da
fosforilagdo do receptor de insulina, embora sem diferenca estatistica, comparado ao grupo
controle (C= 3 + 2 vs Hi5= 14 + 8 %, p = 0,212; n = 6). A densitometria Gtica de 6
experimentos demonstrou que ndo houve alteragio do grau de fosforilagdo do IR, apds

estimulo agudo com insulina entre os dois grupos estudados (C= 100 + 11 vs Hi5= 84 + 18
%, p=0,458; n = 10) (FIGURA 14 B)

Na avaliagdo dos substratos do receptor de insulina, encontramos resultados
surpreendentes. A FIGURA 15 A mostra aumento significativo do nivel protéico do IRS-1
no grupo Hi5, quando comparado ao controle (C= 100 + 4 vs Hi5= 274 + 13 %, p=0,000; n
= 6). Ja no estado basal, o grupo HiS apresentou aumento da fosforilagdo do IRS-1, em
relagdo ao controle (C= 45 + 6 vs Hi5= 139 + 36 %, p=0,030; n = 6). A densitometria Otica
de 6 experimentos demonstrou, apos estimulo agudo com insulina, aumento marcante deste
substrato no grupo Hi5, quando comparado ao controle (C= 100 + 7 vs Hi5= 352 + 21 %,
p=0,000; n = 6) (FIGURAS 15 A ¢ B, respectivamente).

Quanto a associa¢do da protefna IRS-1 com a enzima PI 3-quinase no tecido
adiposo, também foi observado aumento da associacdo deste substrato, antes (C=23 £ 5 vs
Hi5= 124 + 27 %, p=0,003; n = 6) e apés estimulo agudo com insulina (C= 100 + 8 vs
Hi5= 180 + 17 %, p=0,001; n = 6), nos ratos do grupo Hi5, comparado ao controle
(FIGURAS 15 Q).

De maneira semelhante aos resultados obtidos do substrato-1 do receptor de
insulina no tecido adiposo, observamos aumento significativo do nivel protéico do IRS-2
no grupo Hi5 (C= 100 £ 17 vs HiS= 207 + 9 %, p=0,000; n = 6) (FIGURA 16 A). Embora

observamos um aumento da fosforilagio deste substrato no estado basal de ratos His, a
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densitometria otica de 6 experimentos demonstrou que ndo houve diferenca significativa
entre os dois grupos em estudo (C= 49 + 28 vs Hi5= 99 + 9 %, p=0,120; n = 6). Apds
estimulo agudo com insulina, observamos aumento do grau de fosforilagdo do IRS-2 em
ratos do grupo HiS, comparado ao grupo controle (C= 100 £ 39 vs HiS= 228 + 33 %,
p=0,031; n=6) (FIGURA 16 B).

Em relacdo & associagfo IRS-2/PI 3-quinase, observamos aumento no grupo
Hi5, comparado ao controle, antes (C=51 £ 11 vs Hi5= 103 £ 9 %, p=0,004; n = 6), € apos
estimulo agudo com insulina (C= 100 % 2 vs Hi5= 163 £ 10 %, p=0,000; n = 6) (FIGURAS
16 C).

No estado basal, apesar do aumento na fosforilagdo da AKT no tecido adiposo
de ratos Hi5, comparado ao controle (C= 12 £ 4 vs HiS=41 =7 %, p=0,004; n = 7), ndo
houve diferenca significativa na fosforilagdo desta serina-quinase, apos estimulo agudo

com insulina (C= 100 + 11 vs Hi5= 104 £ 14 %, p=0,826) (FIGURA 17 A).

A avaliacdo do grau de fosforilagio das ERKs (1/2) neste tecido foi semelhante
aos demais, os resultados do grupo Hi5 e controle foram similares, antes (C= 73 + 8 v
Hi5=91 + 6 %, p=0,104; n=7), e apds estimulo agudo com insulina (C= 100 + 10 vs HiS=
97 + 6 %, p=0,774; n=7), (FIGURA 17 B).
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FIGURA 14. A. Avaliagio do nivel protéico do IR em tecido adiposo de ratos controle
(C) e hiperinsulinémico (Hi5). Amostras de gordura foram submetidas a
immunoblotting com anticorpo anti-IR. B. Avaliagio do grau de
fosforilagdo em tirosina do IR em tecido adiposo, antes (-) e apos (+)
estimulo agudo com insulina. Amostras de gordura foram previamente
imunoprecipitadas com anticorpo anti-IR, e submetidas a immunoblotting
com anticorpo antifosfotirosina. Os valores sdo expressos como % média +
EPM, e a significincia expressa como *p<0,05.
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FIGURA 15. A. Avaliagio do nivel protéico do IRS-1 em tecido adiposo de ratos controle
(C) e hiperinsulinémico (Hi5). Amostras de gordura foram submetidas a
immunoblotting com anticorpo anti-IRS-1. B. Avaliagio do grau de
fosforilagio do IRS-1 em tecido adiposo, antes (-) e apos (+) estimulo
agudo com insulina. Amostras de gordura foram previamente
imunoprecipitadas com  anticorpo anti-IRS-1, e submetidas a
immunoblotting com anticorpo antifosfotirosina. C. Avaliagdo da
associacdo IRS-1/PI3-K em tecido adiposo, antes (-) e apos (+) estimulo
agudo com insulina. Os valores sdo expressos como % média + EPM, ¢ a
sienificAncia exoressa como *p<0.05.
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FIGURA 16. A. Avaliagdo do nivel protéico do IRS-2 em tecido adiposo de ratos
controle (C) e hiperinsulinémico (Hi5). Amostras de gordura foram
submetidas a immunoblotting com anticorpo anti-IRS-2. B. Avaliagdo do
grau de fosforilagdo do IRS-2 em tecido adiposo, antes (-) e apo6s (+)
estimulo agudo com insulina. Amostras de gordura foram previamente
imunoprecipitadas com  anticorpo  anti-IRS-2, e submetidas &
immunoblotting com anticorpo antifosfotirosina. C. Avaliagdo da
associa¢do IRS-2/PI3-K em tecido adiposo, antes (-) e apds (+) estimulo
agudo com insulina. Os valores sdo expressos como % média + EPM, e a
significancia expressa como *p<0,05.
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FIGURA 17. A. Avaliagdo do grau de fosforilagdo da AKT em tecido adiposo, antes

(-) e apds (+) estimulo agudo com insulina, de ratos controle (C) e
hiperinsulinémico (Hi5). Amostras de gordura foram submetidas a
immunoblotting com anticorpo anti-pAKT. B. Avaliagdo do grau de
fosforilagio das ERKs (1/2) em tecido adiposo, antes (-) € apos (+)
estimulo agudo com insulina. Amostras de gordura foram submetidas
a immunoblotting com anticorpo anti-pERK. Os valores sdo expressos
como % média + EPM, e a significdncia expressa como *p<0,05.
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4.6. EFEITO DA HIPERINSULINEMIA CRONICA POR 5 DIAS NAS ETAPAS
INICIAIS DA ACAO INSULINICA EM ILHOTAS DE LANGERHANS
ISOLADAS:

Em amostras contendo cerca de 350 ilhotas de Langerhans isoladas, submetidas
a immunoblotting com anticorpo anti-receptor de insulina, a infusio de insulina por 5 dias
ndo alterou o nivel protéico do receptor, comparado ao controle (C= 100 + 5 vs Hi5= 98 +

10 %, p=0,864; n = 4) (FIGURA 18 A).

Semelhante ao nivel protéico do receptor de insulina, observamos que ndo
houve alteragdo do grau de fosforilagdo do receptor, antes (C=5+£3vwHI5=12+7 %,
p=0,393; n = 4), e ap6s estimulo agudo com insulina (C= 100 + 68 vs Hi5= 84 + 8 %,
p=0.207; n = 4) nos dois grupos em estudo, controle e HiS (FIGURA 18 B).

A densitometria 6tica de 4 experimentos demonstrou que o nivel protéico do
IRS-1 nos animais hiperinsulinémicos esta aumentado em relacdo aos controles (C= 100 +
T vs Hi5= 137 £ 9 %, p=0,040) (FIGURA 19 A). O grau de fosforilagdo do IRS-1, no
estado basal, foi similar entre os dois grupos estudados (C= 17 + 7 vs Hi5= 21 + 8 %,
p=0,720; n = 4), mas apo6s estimulo agudo com insulina, observamos aumento da
fosforilagdo deste substrato em ilhotas isoladas de ratos Hi5, em relagdo aos controles (C=

100 £ 8 vs HiS= 150 + 11 %, p=0,010; n = 4) (FIGURA 19 B).

Quando as amostras contendo ilhotas isoladas foram previamente
imunoprecipitadas com  anticorpo  anti-IRS-1, e posteriormente  submetidas a
immunoblotting com anticorpo anti-PI 3-quinase, observamos que o grupo Hi5 ndo
apresentou alteragdo da associagdo IRS-1/PI 3-quinase, comparado ao controle, no estado
basal (C=40 + 7 vs Hi5= 42 £ 11 %, p=0,883; n= 4), e apos estimulo agudo com insulina,

aumentou a associagdo (C= 100 + 8 vs Hi5= 128 + 8 %, p=0,04; n = 4) (FIGURA 19 4

A hiperinsulinemia cronica também aumentou o nivel protéico do IRS-2 (C=
100 £ 5 vs HiS= 126 + 7 %, p=0,04; n = 3), sua fosforilagdo (C= 100 + 8 vs Hi5= 132 + 7
%, p=0,04; n = 3) e sua associa¢do com a PI 3-quinase (C= 100 + 8 vs Hi5= 130 + 6 %,
p=0,04; n = 3), apds estimulo agudo com insulina, comparado com os animais do grupo

controle (FIGURAS 20 A, B e C, respectivamente).
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De maneira similar aos demais tecidos estudados, também néo houve diferenca
da fosforilagdo das proteinas ERKs (1/2), no estado basal (C=83 £ 19 vs Hi5= 71 + 28 %,
p=0,730; n = 6), e apos estimulo agudo com insulina (C= 100 * 18 vs Hi5= 94 £ 10 %,
p=0,777; n = 6), comparando ilhotas isoladas de ratos Hi5 e controle (FIGURA 21).
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FIGURA 18. A. Avaliacio do nivel protéico do IR em ilhotas isoladas de ratos
controle (C) e hiperinsulinémico (Hi5). Amostras contendo cerca de
350 ilhotas foram submetidas a immunoblotting com anticorpo anti-
IR. B. Avaliagdo do grau de fosforilagdo em tirosina do IR em
ilhotas, antes (-) e ap6s (+) estimulo agudo com insulina. Amostras
contendo cerca de 350 ilhotas foram previamente imunoprecipitadas
com anticorpo anti-IR, e submetidas & immunoblotiing com
anticorpo antifosfotirosina. Os valores sdo expressos como % média
+ EPM, e a significancia expressa como *p<0,05.
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FIGURA 19. A. Avaliacdo do nivel protéico do IRS-1 em ilhotas isoladas de ratos
controle (C) e hiperinsulinémico (Hi5). Amostras contendo cerca de
350 ilhotas foram submetidas a immunoblotting com anticorpo anti-
IRS-1. B. Avaliagdo do grau de fosforilagdo do IRS-1 em ilhotas,
antes (-) e apds (+) estimulo agudo com insulina. Amostras de
ilhotas isoladas foram previamente imunoprecipitadas com
anticorpo anti-IRS-1, e submetidas a immunoblotting com anticorpo
antifosfotirosina. C. Avaliagdio da associa¢io IRS-1/PI3-K em
ilhotas, antes (-) e apds (+) estimulo agudo com insulina. Os valores
sdo expressos como % média + EPM, e a significdncia expressa
como *p<0,05.
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FIGURA 20. A. Avaliagio do nivel protéico do IRS-2 em ilhotas isoladas de ratos
controle (C) e hiperinsulinémico (Hi5). Amostras contendo cerca de 350
"dhotas foram submetidas a immunoblotting com anticorpo anti-IRS-2. B.
Avaliagdo do grau de fosforilagdo do IRS-2 em ilhotas, antes (-) e apos (+)
estimulo agudo com insulina. Amostras de ilhotas isoladas foram
previamente imunoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-2, e submetidas a
immunoblotting com anticorpo antifosfotirosina.  C. Avaliagdo da
associagdo IRS-2/PI3-K em ilhotas, antes (-) e ap6s (+) estimulo agudo
com insulina. Os valores sio expressos como % média + EPM, ¢ a
significancia expressa como *p<0,05.
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llhotas isoladas

Fosforilagdo da ERK

IB: anti-pERK
C Hi5
Insulina =~ - #00 o +
Ss=g o
-. ' < ERK2
120 o
gwo g
= 80 -
= i
o 40 -
=
2 20 4
0 J

FIGURA 21. Avaliagdo do grau de fosforilagdo das ERKs (1/2) em ilhotas isoladas, antes
(-) e apds (+) estimulo agudo com insulina, de ratos controle (C) e
hiperinsulinémico (Hi5). Amostras contendo 350 ilhotas isoladas foram
submetidas a immunoblotting com anticorpo anti-pERK. Os valores sio
expressos como % média + EPM. e a significincia expressa como *p<0.05.
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FIGURA 22. Resumo das etapas iniciais da a¢do insulinica em tecidos de ratos submetidos a
infusdo cronica de insulina por 5 dias.
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4.7. EFEITO DA HIPERINSULINEMIA CRONICA POR 5 DIAS NA SECRECAO
DE INSULINA POR ILHOTAS DE LANGERHANS ISOLADAS:

A Secregdo Estética foi avaliada frente a diferentes concentragdes de glicose
2,8, 8,3, 11,1, 16,7 ¢ 22,2 mM.

Nos dois grupos, a relagdo entre concentragdo da glicose e secre¢do de insulina
foi sigmoidal (FIGURA 23 A). A liberagdo de insulina nas concentra¢des de 2,8 mM e 8.3
mM de glicose foi similar nos dois grupos (C= 0,74 + 0,3 ng/ilhota/h vs Hi5= 1,44 + 0,5
ng/ilhota’h, p=0,250; n = 10) (C= 1,66 * 0,5 ng/ilhota/h vs HiS= 3,0 + 0,8 ng/ilhota/h,
p=0,173; n = 10), respectivamente. Nas concentragdes de 11,1 e 16,7 mM de glicose, as
ilhotas do grupo Hi5 mostraram significativamente maior liberagdo de insulina, comparadas
ao grupo controle (C= 4,8 + 0,7 ng/ilhota/h vs Hi5= 10,6 + 2,0 ng/ilhota’h, p=0,013; n =
10) (C= 6,4 £ 0,5 ng/ilhota/h vs Hi5= 11,6 + 0,8 ng/ilhota/h, p=0,000; n = 10),
respectivamente. A liberagdo maxima de insulina, obtida com 22,2 mM de glicose foi 10,2
+ 1,6 ng/ilhota/h, para o grupo controle e 12,2 ng/ilhota/h para o grupo HiS (p=0,299; n =
10).

Os valores para metade da resposta maxima de insulina (ECso) foram 11,2 +
0,09 mM para o grupo controle e 10,6 + 0,22 mM de glicose para o grupo Hi5, mostrando
um deslocamento para a esquerda da curva dose-resposta do grupo Hi5, comparada ao
grupo controle (p=0,02; n=10 para cada grupo).

Quanto & Secregdo Dindmica (FIGURA 23B), observamos que em baixa
concentragao de glicose (2,8 mM), a secregdo de insulina foi similar nos dois grupos. A
meédia da secre¢do nos primeiros 20 minutos do periodo de perfusdo foi 3,5 + 1,0
pg/ilhota/ml”" para o grupo controle, e 3,95 + 1,0 pg/ilhota/mI™" para o grupo HiS. Nos dois
grupos de ratos, a perfusdo de glicose na concentragdo 22,2 mM induziu uma secregdo
insulinica bifésica tipica com uma répida liberagio da primeira-fase, entretanto a secre¢do
do horménio foi precoce e mais acentuada no grupo HiS, mantendo esta diferenca até 50
minutos de perfusdo com glicose 22,2 mM.

O célculo da drea sob a curva do grupo Hi5 foi significativamente maior em
relag@o a drea do grupo controle (C= 2592 + 109, n = 4 camaras vs Hi5= 3340+ 138, n=5

camaras; p=0,005).
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FIGURA 23. A. Secrecio de insulina estimulada por glicose de ilhotas de
Langerhans isoladas (n=10 em cada concentracdo) de ratos controle €
hiperinsulinémico (Hi5). B.  Cinética da liberagdo de insulina
estimulada por glicose de ilhotas de Langerhans isoladas (n=20) de
ratos controle e HiS. Os valores sdo expressos como média + EPM, e a
significincia expressa como *p<0,05.
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5. DISCUSSAO
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A insulina € o principal horménio regulador do metabolismo de nutrientes. Fm
resposta a0 aumento da concentragio sérica de glicose sanguinea, as células B das ilhotas

pancreaticas liberam a insulina na corrente circulatéria, que é conduzida aos tecidos alvos.

Em praticamente todos os mamiferos, os efeitos glicorregulatorios da insulina
sdo predominantemente exercidos nos trés tecidos de maior importancia na homeostase da
glicose: hepatico, muscular e adiposo. No figado, a insulina estimula o armazenamento de
glicogénio e inibe a gliconeogénese e a glicogendlise. Nos tecidos periféricos (musculo e
gordura), a insulina estimula a captagdo, armazenamento e utilizagdo da glicose (FELIG &
BERGMAN, 1990). Somando-se a estes efeitos principais, a insulina também estimula o
metabolismo de glicose em outros tecidos que tém pequeno ou nenhum papel na
homeostase da glicose como um todo. A insulina age nestes tecidos como fator de
crescimento, e de alguma maneira, modifica ou aumenta a func¢do de outros reguladores do
metabolismo destas células (KAHN et al., 1993; BIRNANBAUM et al., 1993).

A resisténcia 4 insulina, definida como uma resposta biolégica subnormal a
uma determinada concentragdo desse horménio, ¢ componente essencial da fisiopatologia

ou etiopatogenia de importantes doengas com alta prevaléncia na populacio como

obesidade, diabetes tipo 2 e hipertensdo arterial.

Nos ultimos 15 anos, a investigagdo etiologica do diabetes tipo 2 concentrou-se
em definir se o defeito primario destes pacientes ¢ alteracdo de secre¢do ou de sensibilidade
a insulina. Neste sentido, procurou-se investigar secregdo e acdo insulinicas em parentes em
primeiro grau de diabéticos tipo 2 ou em populagdes com alto risco de desenvolver a
doenca, antes da hiperglicemia se estabelecer, permitindo uma analise independente do
efeito toxico da glicose (DeFRONZO. 1997).

Em populagdes étnicas de alto-risco para o desenvolvimento do DM 2 (Native
Americans, Mexican-Americans e Pacific Islanders), caracterizadas por hiperinsulinemia,
resisténcia a insulina e obesidade, a secrecdo de insulina esta aumentada, e tanto os niveis
plasméaticos de insulina de jejum como os niveis de insulina estimulados por glicose, estio
elevados durante os primeiros estagios da histéria natural da doenga. A maioria das

evidéncias disponiveis sugere que nestas populacdes, a resisténcia insulinica é a primeira
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alteragdo e que a fun¢do aumentada da célula B representa uma adaptagdo compensatoria
para o defeito da agdo insulinica (DeFRONZO, 1997). Além disso, estudos recentes usando
clamp de insulina euglicémico tém demonstrado que a progressao da tolerancia a glicose
normal para reduzida esta associada com o desenvolvimento de resisténcia a insulina grave,
enquanto as concentragdes de insulina plasmatica, tanto de jejum como em resposta a uma
sobrecarga de glicose, estio marcadamente aumentadas, sugerindo que a resisténcia a
insulina, inicia o desenvolvimento de diabetes tipo 2 nestas populagbes (DeFRONZO,
1988: DeFRONZO, 1992; LILLIOJA et al., 1988; LILLIOJA et al., 1991).

Entretanto, em indios Pima, em resposta a administragdo oral ou intravenosa de
glicose, observam-se niveis de insulina plasmatica significativamente maiores que na
populagio de caucasianos, com uma relagdo linear e paralela entre secregdo e sensibilidade
4 insulina (LILLIOJA, et al, 1991). Tais resultados sugerem que a hipersecre¢do de
insulina primaria, mas nido compensatdria, pelas células p pancredticas pode representar um
defeito basicamente genético responsavel pelo diabetes tipo 2 nesta populacdo
(DeFRONZO, 1997). Adicionalmente, estudos demonstraram que a hiperinsulinemia de
jejum e pos-prandial antecedem o desenvolvimento da resisténcia a insulina em individuos
com obesidade no principio da adolescéncia (LeSTUNFF & BOUGNERES, 1994), ¢ em
varios modelos animais de obesidade e diabetes (JEANRENAUD, 1994).

DEL PRATO et al., em 1994, demonstraram que a hiperinsulinemia
euglicémica fisiologica, por 3-5 dias, pode induzir resisténcia a insulina em individuos
jovens saudaveis, com tolerancia a glicose normal e sem historia familiar de diabetes tipo 2.
Esta resisténcia induzida pela hiperinsulinemia foi explicada por um defeito na
metabolizacdo ndo oxidativa de glicose, principalmente na sintese de glicogénio no

musculo. Resultados similares também foram descritos por CUSIN e colaboradores (1990).

A observacio de que a manuten¢do de uma situagdo de hiperinsulinemia pode
induzir resisténcia a insulina, sugere uma nova hipotese para explicar a patogénese do
diabetes tipo 2 em certas populagdes. Nesta hipotese, a hipersecregdo de insulina primaria
representa um distirbio com base genética, e a resisténcia a insulina desenvolve-se

secundariamente a dessensibilizagdo & a¢do deste hormonio (JEANRENAUD, 1994).
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Entretanto, independente da alteragio inicial, € certo que a hiperinsulinemia,
compensatoria ou primaria, estd presente em parentes em primeiro grau de pacientes com
diabetes tipo 2, e em populagdes com alto risco de diabetes, e pode induzir ou agravar a
resisténcia a esse horménio. Porém, o mecanismo molecular dessa dessensibilizacio ainda
ndo foi investigado em tecidos animais, e pode envolver as etapas iniciais da acao
molecular da insulina.

A insulina inicia suas a¢des metabélicas e promotoras de crescimento quando
se liga a subunidade a extracelular de seu receptor tetramerico, estimulando assim a
capacidade tirosina quinase na subunidade B. Isto leva a uma mudanca conformacional do
receptor que ativa tirosinas especificas nesta subunidade, aumentando a atividade tirosina
quinase dirigida a substratos endogenos intracelulares. Estas proteinas citoplasmaticas sio
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) (SUN et al., 1991: SUN et al., 1992). Em 1995, descreveu-se o IRS-2,
que foi também purificado, e teve seu cDNA determinado, tendo aproximadamente 45% de
homologia com o IRS-1. Parece que o IRS-2 atua sinergicamente com o IRS-1 na ativagao

da PI 3-quinase, tendo portanto um papel importante nos eventos que controlam o
transporte de glicose (SUN et al., 1995).

Os IRSs (1 e 2) fosforilados associam-se a enzima fosfatidilinositol 3-quinase
(PI 3-quinase), ativando-a (FOLLI et al., 1992; SAAD et al., 1993). A associagdo/ativacio
da PI 3-quinase ativa em seguida, a enzima serina/treonina-quinase AKT que parece
exercer papel importante no controle do metabolismo de glicose (KOHN et al., 1996;
KROOK et al., 1998). Outra serina-quinase ativada nas etapas iniciais da agdo insulinica,
distal aos IRSs, é a MAPK (mitogen-activated protein kinase), que possui diversas
subfamilias, entre elas as ERKs (1/2). Esta via regula principalmente efeitos mitogénicos da
insulina (PEARSON et al., 2001 a e b).

A investigagdo destas etapas iniciais da acfio insulinica em animais com
resisténcia a esse horménio pode contribuir para o esclarecimento dos mecanismos

moleculares de resisténcia a insulina.
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Inicialmente, os estudos experimentais sobre 0 processo de sinalizacdo
insulinica utilizavam receptores parcialmente purificados, e a atividade tirosina quinase era
determinada in virro, em direcdo a substratos exogenos tais como histonas
(ROTHENBERG et al., 1990). Embora tais procedimentos fossem tteis na compreensdo da
fisiologia do receptor, eles estavam sujeitos a artificios bioquimicos resultantes da
homogeneizagdo do tecido e da purificagdo do receptor, como protedlise e desfosforilagdo,
em razdo de fosfatases contaminantes presentes no meio (KATHURIA et al, 1986). A
remocdo do receptor da membrana plasmatica também interfere nas interagdes com outros
componentes celulares, podendo influenciar em sua atividade tirosina quinase (FEHLMAN
et al, 1985). Finalmente, ha diferencas importantes na atividade quinase do receptor,
quando estudada in vitro, dependendo do substrato exégeno utilizado (ROTHENBERG et
al., 1990).

A metodologia utilizada neste trabalho, estimulagdo in vivo (figado, musculo,
coragdo e tecido adiposo) e in vitro (ilhotas de Langerhans isoladas) com insulina. extragéo
e homogeneizagdo dos tecidos em tampdes com inibidores de fosfatases e proteases ou em
condicdes apropriadas para imunoprecipitagdo, e posterior immunoblotting com anticorpos
especificos, permitiu uma avaliagio das etapas inicias da agdo insulinica em Importantes

tecidos para a homeostase da glicose (SAAD et al., 1989).

Com este protocolo experimental foi realizado um estudo direto da fosforilagao
em tirosina do IR. IRS-1 e IRS-2, bem como a associagdo destes substratos com a PI 3-
quinase, e a fosforilagdo em serina/treonina da AKT, e ERKs (1/2) em ratos submetidos ao

clamp hiperinsulinémico normoglicémico por cinco dias.

A técnica do “clamp hiperinsulinémico normoglicémico” € considerada como
“padrdo ouro” para a quantificagio da sensibilidade a insulina in vivo, pois este método
determina diretamente os efeitos da insulina na utilizagdo de glicose sob condigbes
constantes (steady state). A técnica consiste em aumentar agudamente a concentragdo de
insulina plasmatica, manté-la elevada através da infusio continua do hormoénio, com
concentragdo constante da glicose plasmatica em niveis basais, através de uma infusdo

variavel de glicose (DeFRONZO et al.. 1979).
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Como descrito anteriormente, em humanos e em modelos animais, a
hiperinsulinemia causada pelo clamp normoglicémico por 3 a 5 dias é capaz de induzir
resisténcia a insulina (DEL PRATO et al., 1994). Entretanto, 0 mecanismo celular desta
resisténcia hormonal, e as alteragdes moleculares que ocorrem em diferentes tecidos

durante uma hiperinsulinemia induzida, ndo foram ainda invest igadas.

Observamos que a infusdo cronica de insulina por cinco dias em ratos, induziu
um aumento dos niveis séricos de insulina de jejum, de aproximadamente 2.5 vezes, e

reduziu em cerca de 40% a utilizagdo de glicose mediada pela insulina.

Apesar da quantidade semelhante de receptores de insulina no tecido hepatico,
em animais controles e hiperinsulinémicos (Hi5), encontramos diminui¢do de 30% no grau
de fosforilagdo do receptor de insulina em ratos que receberam infusdo crénica do
horménio. Interessantemente, ndo observamos neste tecido, altera¢do no nivel protéico,
grau de fosforilagio do IRS-1, e sua associagdo com a enzima PI 3-quinase nos animais

Hi5, comparados aos controles.

SAAD et al., em 1995, demonstraram que a hiperinsulinemia crénica (100nM
de insulina) em cultura de células de hepatoma de ratos (células Fao) por 24 horas, induziu
a reducdo do nivel protéico e de fosforilagdo em tirosina do receptor de insulina e do IRS-1,
bem como a associagdo deste substrato com a PI 3-quinase. Entretanto, a analise
metodologica pode contribuir para explicar essa discrepancia de resultados. No estudo em
cultura de células a concentrago de insulina utilizada foi 10~ M, que induz efeito maximo
do horménio, e ¢ muito maior que a hiperinsulinemia observada nos animais do presente
estudo. Assim, os niveis bem menores de insulina que atingiram o figado, o tempo maior de
infusdo de insulina, e especificidades teciduais do 6rgdo em comparagdo a cultura de
células podem explicar as diferen¢as em relacdo a regulagdo do IRS-1 descrita em cultura

de c€lulas e o presente estudo.

Ao contririo do IRS-1, a hiperinsulinemia crénica por cinco dias induziu
redugdo de aproximadamente 30% na fosforilacdo do IRS-2 e na associagdo deste com a PI

3-quinase.
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A associagdo do complexo p85/p110 da PI 3-quinase aos substratos do receptor
de insulina, resulta na produgio de fosfatidilinositol 3,4,5-fosfato (PIP3), levando a ativagdo
da PDKI (quinase 1 dependente de fosfatidilinositol), a qual fosforila e ativa a AKT,
(também denominada proteina quinase B -PKB ou Rac) uma proteina serina/treonina
quinase com peso molecular 60 kDa, que ¢ estimulada por um amplo namero de receptores
tirosina quinase (KHON et al., 1995; BURGERING & COFFER, 1995; FRANKE et al.,
1995; DIDICHENKO et al., 1996, KLIPPEL et al., 1996). A AKT parece ter um papel
importante na regulagdo da sobrevivéncia da célula, e tem sido implicada nas vias de
sinalizagdo que levam a utilizagdo da glicose (YAO & COOPER, 1995; KOHN et al., 1996;
TANTI et al., 1997). Esta serina/treonina quinase medeia a agdo da insulina para a sintese
de glicogénio no tecido hepatico, através da GSK-3 (glicogénio sintetase 3 quinase)
(CROSS et al., 1995).

A hiperinsulinemia cronica por cinco dias também induziu a redugdo da
fosforilagio da AKT em aproximadamente 30%, apos estimulo agudo, em figado de ratos,
sugerindo possivel contribuigio na resisténcia a insulina observada nestes animais. Em
concordéncia com o papel relevante da AKT na sintese de glicogénio, observamos redugao
no conteiido hepatico de glicogénio nos animais Hi5. As duas principais vias de
distribuigio da glicose intracelular sdo a ndo oxidativa (principalmente sintese de
glicogénio) e oxidativa. Alteragdo no armazenamento de glicose ¢ uma caracteristica
encontrada em estados de resisténcia insulinica, incluindo obesidade, diabetes, € a

combinacdo de obesidade com diabetes (CUSIN et al.. 1990).

Os resultados observados neste estudo, redugdo no conteudo de glicogénio
hepatico, associado a reducdo da fosforilagdo do IRS-2, com conseqiiente diminui¢do da
associagdo IRS-2/PI 3-quinase e da fosforilagdo da serina-quinase AKT, sem alteragdo da
fosforilagigo do IRS-1 no figado de animais HiS, sugerem que o IRS-2 no figado € mais
importante que o IRS-1 na regula¢do da AKT.

Estudos recentes utilizando camundongos knockout IRS-1" e IRS-2",
estabeleceram o papel desses substratos na sinalizagdo insulinica que reduz a produgdo
hepatica de glicose (PREVIS et al, 2000). A infusio de insulina reduziu em

aproximadamente 60% a produgdo hepatica de glicose em camundongos controle e IRS- G
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mas ndo se observou essa esperada diminui¢io em camundongos IRS-2"". Esses dados
sugerem que a dele¢do do IRS-2 altera profundamente o metabolismo hepatico de
carboidratos in vivo, incluindo alteragdes na produgdo de glicose e sintese de glicogénio.
Por outro lado, animais sem IRS-1 apresentam resposta a insulina no metabolismo hepético
de glicose relativamente preservada, confirmando a preponderancia do IRS-2 como
substrato essencial do receptor de insulina no figado, em vias direcionadas ao controle
glicémico.

A associagdo destas informagdes com o0s nossos dados, nos permite sugerir que
a modulagao do IRS-2 induzida pela hiperinsulinemia crénica foi suficiente para a redugio
de ativagdo da AKT, contribuindo decisivamente para a instala¢do da resisténcia & insulina

no figado dos animais His5.

Observamos que ndo houve alteragio significativa do grau de fosforilagdo das
ERKs (1/2), uma subfamilia da MAPK, com importante papel na via mitogénica, apos

estimulo com insulina, nos ratos hiperinsulinémicos, em relagdo aos ratos controle.

Assim como no tecido hepatico, no musculo esquelético, ndo houve alteragio
do nivel protéico do receptor de insulina, mas houve reducdo de 25% no grau de
fosforilagdo em tirosinas do receptor, apos estimulo agudo com o horménio, nos animais do
grupo Hi5, comparados ao grupo controle. Entretanto, a avaliagdo dos substratos do
receptor de insulina no musculo esquelético foi curiosa comparada a do figado, pois
comportaram-se de maneira contraria, com diminuicio de aproximadamente 25% na
fosforilagdo do IRS-1 e consegiiente reducdo de sua associagdo com a enzima PI 3-quinase
em 40%, sem alteragdo do grau de fosforilago do IRS-2 e sua associagdo a PI 3-quinase,
nos ratos Hi5. Nao houve alteracio nos niveis protéicos de ambos os substratos estudados,

em animais que receberam infusdo crénica de insulina.

De forma semelhante ao estudo das proteinas serina/treonina-quinase no figado,
observamos no musculo esquelético, redugdo de cerca de 20% na fosforilagdo da AKT nos
animais tratados por cinco dias com insulina, em relagdo aos animais controles. A AKT tem
sido relacionada com a regulagio da translocagdo de GLUT4. transportador de glicose
insulino-sensivel, expresso em musculo (CZECH & CORVERA, 1999), além de exercer

importante papel no armazenamento de glicogénio neste tecido (KOHN et al., 1996).
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Em concordancia com a redugdo do grau de fosforilagdo do IRS-1, e associagao
deste a PI 3-quinase, e diminuicio da fosforilagao da AKT no musculo esquelético,
observamos também reducdo significativa no conteudo de glicogénio muscular. Como
descrito acima, parece haver uma associagdo entre resisténcia a insulina e redu¢do no
armazenamento de glicose. LILLIOJA et al. (1986), demonstraram que O menor
armazenamento de glicose representa um importante fator na resisténcia a insulina in vivo
em obesos com tolerdncia a4 glicose normal ou levemente alterada. Estes resultados sao
similares também aos encontrados por GOLAY et al. (1988), que demonstraram que o
desenvolvimento da obesidade, com tolerdncia a glicose normal ou reduzida, era
caracterizada por uma importante alteragdo no armazenamento de glicose, sob condigdes
hiperinsulinémicas euglicémicas. Estes resultados demonstram que a reducdo da agao da
insulina na sintese de glicogénio, pode representar também uma caracteristica e uma
alteragdo inicial no desenvolvimento da resisténcia insulinica tanto em individuos obesos

quanto em pacientes com diabetes tipo 2 (DeFRONZO, 1997; CLINE et al., 1999).

Todas estas observagdes sdo consistentes com os resultados encontrados por
PREVIS e colaboradores (2000), que demonstraram que a delecdo do IRS-1 causa um
marcante prejuizo na sintese de glicogénio estimulada pela insulina no musculo, ¢ ao
contrario, a dele¢do do IRS-2 exerce discreto efeito na sintese de glicogénio estimulada por
insulina neste tecido. Resultados similares foram encontrados no trabalho de HIGAKI et al.
(1999), que mostraram que o IRS-2 no é necessario para estimular o transporte de glicose
no musculo esquelético, em resposta a insulina. YAMAUCHI e colaboradores (1996),
também demonstraram que o IRS-1 tem um papel central nas agdes biologicas da insulina
no musculo, e que a resisténcia insulinica no camundongo deficiente em IRS-1 ¢
principalmente devido a resisténcia no musculo. KIDO et al. (2000), recentemente
demonstraram que o camundongo heterozigoto com delecdo combinada (IR"/IRS-1")
desenvolve grave resisténcia a insulina no musculo, acompanhada de reducdo na ativagdo
da PI 3-quinase estimulada pela insulina, ¢ em contraste, as alteragdes no musculo de

camundongos (IR”/IRS-2""), sio bem discretas.
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A associagdo destas observagdes sugere que in vivo o IRS-1 exerce papel mais

importante que o IRS-2, na regulagio do metabolismo de carboidratos no musculo
(PREVIS et al., 2000).

Néo houve alteragdo significativa no grau de fosforilagdo da ERKs (1/2),
quando comparado os dois grupos, antes ou apos estimulo agudo com insulina. Este dado
sugere que a via mitogénica de transmissio do sinal de insulina é preservada em musculo

de animais HiS5.

Apesar da hiperinsulinemia crénica ndo induzir diferenca significativa no grau
de fosforilagdgo do receptor de insulina e em seu nivel protéico, no musculo cardiaco,

induziu resultados muito similares aos do musculo esquelético, em relagdo aos substratos
do IR.

Observamos redugdio de cerca de 45% no grau de fosforilagdo do IRS-1, e
aproximadamente 30% na sua associacdo a PI 3-quinase, com diminui¢io de 20% no nivel
protéico deste substrato em ratos hiperinsulinémicos comparados aos controles. N3o houve
diferenca no nivel protéico, grau de fosforilagio do IRS-2 e sua associacdo com a PI 3-
quinase, entre os dois grupos estudados, no tecido cardiaco. Como observado em musculo
esquelético, nossos resultados demonstraram reducdo de aproximadamente 20% na
fosforilagdo da AKT em coragdio de ratos hiperinsulinémicos, em relagdo aos controles. A
fosforilagdo/ativacdo dessa serina quinase, esta envolvida com o transporte de glicose,
através da regulagdo do GLUT4 (KOHN et al., 1996) nesse tecido, € com a sintese de
glicogénio, através da GSK3 (CROSS et al., 1995). A reducéo do grau de fosforilagdo da

AKT no coragédo de ratos Hi5 deve estar envolvida com a resisténcia 2 insulina neste tecido.

Esse efeito da hiperinsulinemia, regulando de maneira similar as vias de
transmissdo do sinal de insulina em musculatura esquelética e cardiaca deve resultar em
resisténcia a insulina nessas duas musculaturas. Em concordancia, estudos em animais
obesos, com resisténcia a insulina e hiperinsulinemia, demonstram redugdo de captacdo de
glicose, paralelamente, em musculatura esquelética e cardiaca, acompanhada de reducdo da
interacdo IRS-1/PI 3-quinase nessas musculaturas (KOLTER et al., 1997; FOLLI et al.,
1993).
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Os mecanismos responséveis pela redugdo do grau de fosforilagdo em tirosina
dos substratos do receptor de insulina nessa situagdo de hiperinsulinemia ndo estdo
totalmente estabelecidos. Um mecanismo regulatério importante das etapas iniciais da acg@o
insulinica ocorre através da fosforilagio do receptor de insulina e de seus substratos, em
aminoacidos serina e (ou) treonina (WHITE, 1997). Esta fosforilacdo reduz de maneira
importante a capacidade de fosforilagdo em amino4cidos tirosina apos estimulo com
insulina no receptor (TAKAYAMA et al., 1988), e no IRS-1 (TANTI et al., 1994),
dificultando a transmissdo do sinal insulinico. Estudo recente, utilizando cultura de células
Fao, mostra que a hiperinsulinemia crdnica pode induzir o aumento de fosforilagao em
serina/treonina do receptor de insulina, e seus principais substratos (IRS-1 e 2) (PAZ et al.,
1997). Diversas enzimas com capacidade serina quinase como a propria Pl 3-quinase, a
MAP quinase, a proteina quinase-C (PKC), e a proteina quinase-A (PKA) podem fosforilar
o receptor, o IRS-1, e (ou) o IRS-2 em serina ou treonina, induzindo tais altera¢des

(WHITE & KAHN, 1994).

A PKC ¢ um candidato potencial com relevancia fisiologica, exercendo papel
importante na transmissdo do sinal de varios horménios, fatores de crescimento, €
neurotransmissores (CHIN et al., 1993; De VENTE ez al, 1996; BOSSENMAIER et al.,
1997). Sua ativagdo ocorre em resposta ao aumento de diacilglicerol (DAG), produtos de
fosfatidilinositol, e exposi¢do a agentes indutores de tumores (HUG & SARRE, 1993).

Em adi¢do, AVIGNON et al. (1996), demonstraram que a hiperinsulinemia
(observada em algumas linhagens de rato como diabético tipo 2 Goto-Kakizaki e Zucker)
contribui para o aumento dos niveis de diacilglicerol ¢ aumento da ativagdo da PKC.
ISHIZUKA e colaboradores. (1990), também demonstraram que a insulina induz um rapido
aumento no conteudo de diacilglicerol em musculos incubados, levando a atividade elevada
da PKC. Parece entdo, que a hiperinsulinemia pode induzir o aumento da formacdo de
diacilglicerol (DAG), e conseqiientemente maior atividade da proteina-quinase C. Assim, ¢
possivel que o aumento do DAG e da PKC possam induzir a fosforilagdo do IRS-1 e (ou)
IRS-2 em serina e treonina, tornando-os menos receptivos a fosforilagdo em tirosina, nos
diferentes tecidos, explicando sua menor fosforilagao e dificultando a intera¢do dos
substratos intracelulares com a PI 3-quinase, no modelo de hiperinsulinemia cronica por

cinco dias.
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Nestes 3 tecidos estudados a menor sensibilidade & insulina foi acompanhada,
inicialmente, de redugdes dissociadas do grau de fosforilagdo dos substratos do receptor.
Em figado, houve redugio de fosforilagdo do IRS-2 e em musculo esquelético e cardiaco,
do IRS-1. Essa dissociacdo de fosforilagdo entre substratos do IR foi descrita em células
com muta¢oes em tirosinas na regiio de autofosforilagdo do receptor (OUWENS et al.,
1994) € em cultura de células tratadas com dexametasona e wortmannin (GIORGINO &
SMITH, 1995; LI & GOLDSTEIN, 1996).

O mecanismo dessa transmissio diferenciada do sinal de insulina, com
especificidade tecidual, ndo é completamente conhecido. Tanto o IRS-1 quanto o IRS-2
ligam-se & regido justamembrana do receptor, que contém a tirosina 972, sugerindo que
possa haver uma competicdo entre esses substratos (WARD et al., 1996). Nesse sentido, o
estado prévio de fosforilagio do substrato em serina pode torné-lo menos competitivo para
se ligar ao receptor. Qutro fator importante que deve ser considerado na avaliacdo dessa
competicdo € a quantidade dessas proteinas expressas em diferentes tecidos. No nosso
estudo, este wltimo fator ndo teve nenhum papel na regulagdo diferencial, porque os niveis

de IR, IRS-1 e IRS-2 ndo variaram em figado e musculo de animais hiperinsulinémicos.

Assim, ¢ possivel que o grau de fosforilagdo em serina desses substratos possa
contribuir para explicar a menor fosforilagdo do IRS-2 em figado, e do IRS-1 em musculo
esquelético e cardiaco. Além da fosforilagio em serina/treonina, o receptor de insulina e
seus substratos sdo também regulados pelas fosfotirosinas fosfatases, que por
desfosforilarem tais proteinas, inibem a transmissio do sinal de insulina. Entretanto, o
efeito da infusdo cronica de insulina na modulagdo dessas fosfatases nio foi ainda
investigado, mas deve ser destacado que em modelos animais de obesidade, que apresentam
hiperinsulinemia, observa-se aumento dos niveis de PTPIB (proteina tirosina fosfatase),

que ¢ uma fosfatase importante na regulagdo da agdo insulinica (AHMAD & GOLDSTEIN,
1995; TAO et al., 2001).

O tecido adiposo mostrou uma regulacdo distinta e bastante interessante em
relagdo aos demais tecidos estudados. A hiperinsulinemia crénica por cinco dias ndo alterou
0 nivel protéico e grau de fosforilacdo do receptor de insulina, entretanto induziu aumento

no nivel protéico e grau de fosforilagdo dos IRSs -1 e -2, e na associagdo destes substratos
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com a PI 3-quinase. apés o estimulo agudo com insulina. No estado basal houve aumento
no grau de fosforilagdo dos substratos do receptor de insulina (IRS-1 e 2), na associa¢d@o
destes com a PI 3-quinase, e na fosforilagdo da AKT, dos ratos Hi5 comparados aos

controles.

Esse aumento de sensibilidade a insulina, demonstrado nas vias de transmissdo
do sinal em tecido adiposo, estd em concordincia com estudos prévios, que mostraram
maior efetividade da insulina em tecido adiposo em situagdes similares (CUSIN et al., 1990
aeb).

CUSIN e colaboradores (1990a), observaram que a hiperinsulinemia induzida
por infusdo cronica de insulina, em poucos dias. induz aumento da utilizagdo de glicose,
lipogénese com acumulo de gordura no tecido adiposo e figado, e resisténcia a insulina no
musculo. Em estudo posterior CUSIN et al., (1990b) demonstraram que o aumento de
sensibilidade a insulina em animais que receberam infusdo cronica do horménio era
acompanhado por uma elevagdo de RNAm e contetiido protéico de GLUT4 no tecido

adiposo, mas ndo em musculo esquelético.

Esse efeito da hiperinsulinemia dissociando a ag¢@o insulinica em tecido adiposo
e musculo é também observado em modelos animais de obesidade e hiperinsulinemia.
Assim. GUERRE-MILLO & LAVAU (1987), demonstraram que ratos obesos Zucker
(fa/fa) com apenas 16 dias de vida apresentaram transporte de glicose aumentado no tecido
adiposo, quando a insulinemia basal era ainda normal. ROHNER-JEANRENAUD &
JEANRENAUD (1985) observaram que apesar da insulinemia basal normal em ratos fa/fa
com 17 dias de vida, a secrecdo de insulina induzida por substratos estava aumentada. Com
30 dias de vida, os ratos obesos (fa/fa) apresentaram: hiperinsulinemia basal, aumento da
utilizagio da glicose e do nimero de transportadores dessa hexose no tecido adiposo, €
resisténcia a insulina no misculo (GUERRE-MILLO et al., 1985; KRIEF et al., 1988).

Nossos resultados demonstram que a infusdo cronica de insulina modula
positivamente as vias de transmissdo do sinal desse hormdnio em tecido adiposo, diferente
de figado, musculo e coragdo, induzindo uma situagdo que favorece o armazenamento de

energia, podendo inclusive ter implicagdes fisiopatologicas para instalagdo de obesidade e
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resisténcia a insulina em outras situagdes de hiperinsulinemia. O mecanismo molecular
dessa regulagdo é desconhecido, mas pode envolver desativagio de fosfatases ou serina

quinases no tecido adiposo, ou ativagdo dessas enzimas em figado, musculo e coragio.

Recentemente, varios estudos tém mostrado que a cascata de sinalizacdo da
insulina pode ter um importante papel no desenvolvimento e regulagdo das ilhotas de
células B (VELLOSO et al., 1995), as quais apresentam-se com fungdo e/ou crescimento
alterado na auséncia do receptor de insulina, IRS-1 ou IRS-2 (WITHERS et al., 1998:;
KULKARNI et al., 1999a; KULKARNI et al., 1999b). Adicionalmente, a secre¢do de
insulina estimulada pela insulina em células B € mediada pelo receptor de insulina e IRS-1
funcionais (ASPINWALL et al., 2000).

Para estudar as etapas iniciais da agdo insulinica em ilhotas de Langerhans
isoladas, utilizamos um protocolo experimental diferente, onde as ilhotas foram obtidas
pelo método da digestdo por colagenase de animais controle e Hi5, e em seguida foram
incubadas com insulina por 90 segundos, para serem entio submetidas ao immunoblotting
com anticorpos especificos. Em outros experimentos o isolamento das ilhotas foi similar e

investigou-se a secregdo de insulina induzida por glicose.

Observamos que a hiperinsulinemia crénica nio alterou o nivel protéico e grau
de fosforilagio do receptor de insulina em ilhotas de ratos Hi5, mas aumentou
significativamente os niveis protéicos de IRS-1 e IRS-2, bem como o grau de fosforilagao
destes substratos. em relagdo as ilhotas de ratos controles. A associagdo IRSs/PI 3-quinase

também mostrou-se aumentada em ilhotas de ratos Hi5.

E, finalmente, de maneira semelhante aos demais tecidos estudados, a
hiperinsulinemia crénica nio alterou a fosforilagdo das proteinas ERKs (1/2), apds estimulo

agudo com o horménio, nas ilhotas de Langerhans isoladas, comparadas ao controles.

Esses resultados sfo interessantes, e mostram que a hiperinsulinemia crénica

regula de maneira distinta as etapas iniciais da agdo insulinica nos diferentes tecidos.
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A ativagdo das vias de transmissdo do sinal de insulina na célula f induz um
aumento na sintese de insulina, com controle transcricional € traducional, aumentando ©
contetido celular liberavel desse horménio em culturas primarias ou clonais de células B
(XU, G. et al., 1998; XU & ROTHENBERG, 1998). Em células clonais sem expressao do
IRS-1, o conteudo de insulina é reduzido, bem como a secregdo desse horménio induzida

por glicose (KULKARNI et al., 1998).

ASPINWALL et al. (1999), investigaram o efeito da insulina exégena no
controle de secrecio desse horménio em c€lulas f isoladas, através da avaliagdo da
amperometria. Os resultados demonstraram que a insulina induz secrecdo deste horménio,
amplificada pela estimulagdo com glicose, em paralelo a um aumento do Ca'? intracelular.
Recentemente, demonstrou-se que a hiperexpresso do IRS-1 e do IR, em célula B clonal,
aumenta os niveis de [Ca®']; e a secregdo de insulina (XU et al., 1999), em concordancia

com o estudo descrito acima.

Os estudos em camundongos que ndo expressam o IR, IRS-1 e IRS-2 também
contribuiram para um melhor entendimento do papel das vias de transmissdo do sinal de

insulina na sua secreg¢ao.

Em camundongos que nio expressam, especificamente, o receptor de insulina
nas células P, observa-se menor secregdo de insulina induzida por glicose e intolerancia a
carboidratos (KULKARNI et al., 1999a). Camundongos com auséncia de IRS-2 apresentam
reducdo de aproximadamente 50% na massa de célula B, e instalagao precoce de um quadro
de diabetes mellitus (WITHERS et al., 1998). A auséncia de expressdo do IRS-] induz
resisténcia a insulina e hiperinsulinemia em camundongos. Entretanto a investigacdo
funcional das células B destes animais mostra altera¢des importantes na secreco de
insulina induzida por glicose ou arginina associada a redug¢do na expressao de insulina

(KULKARNI et al., 1999b).
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Estudo recente amplia essas informagdes, demonstrando que o tratamento com
insulina exdgena aumenta o [Ca’"],, devido a liberagdo de estoques intracelulares,
especialmente do reticulo endoplasmatico, em processo mediado por IRS-1 e PI 3-quinase
(ASPINWALL et al., 2000).

Assim, as proteinas envolvidas na via de transmissio do sinal de insulina
parecem importantes para a integridade funcional da célula B, e o aumento dos niveis
protéicos e maior grau de fosforilagdo do IRS-1 e IRS-2 bem como maior associagdo destes
com a PI 3-quinase em ilhotas de animais Hi5, podem contribuir para explicar alteragdes

funcionais na secregdo de insulina induzida por glicose, observado por diferentes

metodologias.

Inicialmente, no estudo da funcdo secretoria das ilhotas de Langerhans isoladas,
observamos que a hiperinsulinemia crénica induziu aumento na secre¢do de insulina em
resposta a concentragdes de glicose de 11,1 e 16,7 mM. A analise da ECso mostra um
desvio para esquerda da curva dose-resposta das ilhotas de animais que receberam infusdo

cronica de insulina, indicando maior sensibilidade dessas ilhotas a glicose.

Quanto a secregdo dindmica, observamos que em concentragdes sub-limiares de
glicose (2,8 mM), a secrecdo de insulina foi similar nos dois grupos. Em concentragdes
supra-limiares de glicose (22,2 mM) ocorreu uma secre¢do insulinica bifasica tipica, com
uma rapida liberagdo de insulina na primeira-fase apés cerca de 15 minutos, nos dois
grupos. Entretanto, o padrdo de secre¢do de insulina das ilhotas Hi5 foi precoce e mais
acentuado, quando comparado ao grupo controle, mantendo esta diferenga até 50 minutos
de perfusio com solugio 22,2 mM de glicose, confirmando a maior sensibilidade dessas
ilhotas a glicose. A secre¢do insulinica, em um padrdo bifasico, com uma “explosdo” na
liberagdo de insulina dentro dos primeiros minutos, seguida por um aumento gradual de
secregdo, que persiste ao longo do estimulo hiperglicémico, ¢ bem estabelecida tanto em
humanos (DeFRONZO et al., 1979) quanto em animais (CURRY et al., 1968).

Nossos resultados, demonstrando que a hiperinsulinemia cronica aumenta a
expressao dos substratos do receptor de insulina, paralelo a uma maior sensibilidade da

ilhota na secre¢do de insulina induzida por glicose, sugerem um efeito de retro-alimentagdo
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positiva da insulina na ilhota. Essa regulagdo pode ter implicagdes em fases iniciais de
instalagio de obesidade. Assim, em diferentes modelos animais de obesidade, a
hiperinsulinemia é marcante quando os animais sdo muito jovens., € se mantém mesmo
depois de instalada a resisténcia & insulina (ROHNER-JEANRENAUD & JEANRENAUD,
1985: GUERRE-MILLO et al., 1985; KRIEF et al, 1988). Com a retro-alimenta¢ao
positiva sugerida por nosso estudo, ¢ possivel apresentar a hipétese de que a
hiperinsulinemia gera maior eficiéncia da ilhota para secretar insulina, induzir obesidade e

até para manter resisténcia a insulina sem alteragao de tolerancia a glicose.

Em resumo, os resultados do nosso estudo demonstram que a infusdo cronica de
insulina por 5 dias induziu resisténcia a esse hormoénio, com diminui¢do de transmissdo do
sinal de insulina em figado, musculo e coragdo, e incremento dessas vias em tecido adiposo
e ilhotas. No figado, a menor fosforilagdo/ativagdo da AKT foi conseqiiente a menor
fosforilagdo do IRS-2, e em musculo esquelético e cardiaco a menor fosforilagdo do IRS-1.
Em tecido adiposo e ilhotas, os dois substratos do receptor de insulina, IRS-1 e IRS-2

aumentaram seus niveis e grau de fosforilac@o.

A hiperinsulinemia cronica por 5 dias modulou especificamente os efeitos
metabélicos do horménio, através da AKT, sendo que a via mitogénica, através das ERKs

(1/2) ndo sofreu regulagido em nenhum tecido estudado dos animais Hi5.

A regulagdo tecido-especifica das vias de transmissdo do sinal de insulina em
ratos que receberam infusio desse horménio por 5 dias. contribui para explicar os
mecanismos moleculares de resisténcia a insulina nestes animais, e sugerem também
modelos de regulagio que podem estar presentes na instalagdo de obesidade,

hiperinsulinemia e resisténcia a insulina.
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6. CONCLUSOES
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Os resultados do presente trabalho demonstraram que:

*

O clamp hiperinsulinémico normoglicémico por 5 dias induziu um
aumento dos niveis séricos de insulina de jejum e reduziu a utilizacdo de

glicose mediada pela insulina.

No tecido hepatico, a hiperinsulinemia crénica induziu a diminui¢do do
grau de fosforilagdo do IR e IRS-2, a associagdo IRS-2/PI 3-quinase ¢ a

fosforilagao da AKT, apos estimulo agudo com insulina.

No tecido muscular esquelético, apds estimulo agudo com insulina,
ocorreu reducdo do grau de fosforilagdo do IR e do IRS-1, da associagao
IRS-1/PI 3-quinase e da fosforilagdo da AKT em ratos que receberam
infusdo de insulina por 5 dias.

A regulacdo das etapas iniciais da ag@o insulinica no musculo cardiaco
foi similar a0 musculo esquelético, com diminui¢do do nivel protéico e
grau de fosforilagdo do IRS-1, da associagdo IRS-1/PI 3-quinase e da

fosforilagdo da AKT em ratos hiperinsulinémicos, apds estimulo agudo

com insulina.

No tecido adiposo, a hiperinsulinemia cronica induziu um aumento do
nivel protéico, grau de fosforilagdo e associagdo com a PI 3-quinase dos
substratos 1 e 2 do receptor de insulina, apds estimulo agudo com o

hormonio, e um aumento da fosforilagao no estado basal da AKT.

De maneira similar ao tecido adiposo, houve aumento do nivel protéico,
grau de fosforilagdo e associacdo com a PI 3-quinase dos IRS-1 e 2,
apods estimulo agudo com o horménio, nas ilhotas de Langerhans

isoladas de ratos hiperinsulinémicos.

Cenclusdes
119



#*

A hiperinsulinemia cronica modulou especificamente os efeitos
metabdlicos do hormonio, através da AKT, sendo que a via mitogénica,
através das ERKs (1/2) ndo sofreu regulagio em nenhum tecido

estudado dos animais Hi5.

A regulagdo tecido-especifica das vias de transmissio do sinal de
insulina em ratos submetidos ao «clamp hiperinsulinémico
normoglicémico por 5 dias, contribui para explicar os mecanismos
moleculares de resisténcia a insulina nestes animais, e sugerem também
modelos de regulagdo que podem estar presentes na instalacdo de

obesidade, hiperinsulinemia e resisténcia a insulina.
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7. SUMMARY
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Insulin resistance, defined as subnormal response to a given concentration of
insulin, is an important component in the pathophysiology of diseases with high prevalence
in the population as obesity, diabetes mellitus type 2 and hypertension. The chronic

euglycemic hyperinsulinemia for as 3-5 days can induce insulin resistance.

Insulin initiates its growth and metabolic promoting effects by binding to its
receptor at the plasma membrane, which has tyrosine-kinase activity, and is able to
autophosphorylates and phosphorylates cytoplasmatic proteins called insulin receptor
substrates (IRSs). The main substrates of insulin receptor are IRS-1 and IRS-2, which when
phosphorylated in  tyrosine bind and activate several proteins, including
phosphatidylinositol (PI) 3-kinase. These initial steps lead to the activation of two
serine/treonina kinases — AKT and the ERK family (1/2) of MAPK.

In this study we investigated the levels and phosphorylation of the insulin
receptor, IRS-1 and IRS-2, their association with PI 3-quinase, and the phosphorylation of
AKT and ERKs (1/2) in liver, muscle, heart, adipose tissue and in isolated pancreatic islets
of rats with chronic euglycemic hyperinsulinemia for 5 days (Hi5).

The 5 days of euglycemic hyperinsulinemia increased the fasting plasma insulin
concentration and decreased the whole-body insulin-mediated glucose disposal. However,
the insulin secretion in response to glucose in isolated islets was increased in

hiperinsulinemic rats compared to controls.

In liver of Hi5 rats there was a decrease of insulin-stimulated receptor
autophosphorylation, without change in the insulin receptor protein levels. The chronic
hyperinsulinemia did not change the protein level, the phosphorylation status of IRS-1 and
its association with PI 3-kinase, although there was a decrease in the phosphorylation of
IRS-2, its association with PI 3-kinase and the phosphorylation of AKT in this tissue. The
IRS-2 protein level and the phosphorylation of ERKs (1/2) were similar in Hi5 and control

rats.
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Chronic insulin infusion for 5 days did not significantly change the level of IR,
IRS-1 and IRS-2 protein in muscle. After stimulation with insulin, phosphorylation of the
insulin receptor, IRS-1, the association IRS-1/PI 3-kinase and the phosphorylation AKT
were reduced in Hi5 rats compared to the controls. However, there was no change in the
insulin-stimulated IRS-2  phosphorylation, ~IRS-2/PI  3-kinase association and
phosphorylation of ERKSs (1/2).

The protein level and the insulin-stimulated autophosphorylation of the insulin
receptor were similar in the heart in both the Hi5 and control rats. Following stimulation
with insulin, the chronic hyperinsulinemia induced a decrease in the IRS-1 protein level.
and as in muscle, also decreased the IRS-1 phosphorylation. the IRS-1/PI 3-kinase
association and phosphorylation of AKT, without changing the level, the phosphorylation
of IRS-2, its association with PI 3-kinase, and the phosphorylation of ERKs (1/2),

compared to the controls.

In the adipose tissue, the chronic hyperinsulinemia did not change the protein
level and the phosphorylation status of insulin receptor, before and after stimulation with
insulin. In contrast, there was an increase in the IRSs protein levels, phospholylation and
association with PI 3-kinase before and after stimulation with insulin, in the Hi5 rats
compared to the controls. Basal AKT phosphorylation was higher in Hi5 rats compared to
control group. There was no change in ERKs (1/2) phosphorylation in the adipose tissue of

Hi5 rats compared to the controls.

Similarly, no significant change occurred in the protein level and
phosphorylation of the insulin receptor in isolated islets from HiS rats when compared to
the controls. However. the chronic hyperinsulinemia increased the protein levels,
phospholylation and associations with PI 3-kinase of the IRS-1 and 2, after stimulation with
insulin, compared to the controls. The insulin-stimulated phosphorylation of ERK was

similar in isolated islets in both the Hi5 and control rats.

In summary, our results demonstrated that 35 days of euglycemic
hyperinsulinemia induced insulin resistance, with a decrease in insulin signal transductional

in liver, muscle and heart. and an increase in these pathways in adipose tissue and isolated
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islets. In liver, the reduced phosphorylation/ativation of AKT was consequence of reduced
IRS-2 phosphorylation, and in muscle and heart due to reduced IRS-1 phosphorylation. In
adipose tissue and islets, the protein levels and phosphorylation status of the two insulin

receptor substrates, IRS-1 and IRS-2, were increased.

The chronic hyperinsulinemia modulated specifically the metabolic pathway
through AKT. However, the mitogenic pathway, through ERKs (1/2) did not undergo
regulation in neither of tissues studied from animals His.

The tissue-specific regulation of insulin signal transductional pathways in rats
with chronic insulin infusion during 5 days, contribute to explain the molecular
mechanisms of insulin resistance in these animals, and also suggest models of regulation

which can be present in the early stages of obesity, hyperinsulinemia and insulin resistance.
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