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RESUMO




A insulina é o principal hormdnio anabdlico, que atua através da ativacdo de
transportadores, regulacdo de enzimas e expressdo de genes que codificam enzimas
envolvidas na captacdo e armazenamento de substratos. Para exercer suas a¢des, a insulina
emprega duas vias principais de sinalizacdo intracelular: a via da PI 3-quinase e a via da
MAPK. A regulacdo da a¢do do hormonio se faz por meio de varios mecanismos. O
modelo animal de dieta hiperlipidica apresenta alteracdes metabdlicas e de sinalizacdo
semelhantes aos encontrados na resisténcia insulinica de humanos com obesidade induzida
por dieta. O objetivo de nosso trabalho foi estudar em ratos alimentados com dieta
hiperlipidica, etapas da sinalizacdo insulinica e também algumas vias de regulacdo da
sinalizagdo, apds o uso de duas drogas: a rosiglitazona, uma tiazolidinediona usada para o
tratamento do diabetes melito tipo 2 como sensibilizadora de insulina e a lovastatina, droga
inibidora da HMGCoA redutase, que diminui a sintese de colesterol, mas que também tem
apresentado efeito de aumentar a sensibilidade a insulina, tanto em modelos animais como
em humanos. Ratos alimentados com dieta hiperlipidica por quatro semanas e tratados na
ultima semana com as drogas, isoladamente, foram submetidos a extracdo de tecidos
hepatico e muscular e os fragmentos obtidos foram submetidos a andlise de concentragdo
protéica ou de grau de fosforilacdo de proteinas através de técnicas de imunoprecipitagcdo e
immunoblotting. A sensibilidade a insulina foi avaliada pelo teste de tolerancia a insulina e
célculo da constante de decaimento da glicose (Kj:). No estudo da rosiglitazona, foi
observada diminui¢do significativa da sensibilidade a insulina expressa por diminui¢do no
Ki«, nos animais que receberam a dieta e recuperacao da sensibilidade apds o uso da droga.
A fosforilagao do IRS-1, associacdo do substrato com a enzima PI3K e a ativacdo da Akt
no tecido hepatico e muscular também se mostraram diminuidas pela dieta e recuperadas
com o uso da rosiglitazona. O estudo da lovastatina demonstrou efeito positivo da droga
sobre a sensibilidade insulinica, revertendo a resisténcia induzida pela dieta hiperlipidica,
expressa por valor de Kj; semelhante ao dos animais controle. Na via de sinalizacdo da
PI3K: fosforilagdo do IR e do IRS-1, associagdo do IRS-1 a PI3k e ativagdo da Akt, tanto
no tecido hepdtico como muscular, a lovastatina reverteu as alteracdoes da dieta, com
recuperacgdo a valores semelhantes aos do grupo controle. Também nas vias de regulacdo, a
dieta induziu maior fosforilacdo do IR em serina, maior fosforilagdo do IRS-1 em serina307,

maior atividade da JNK e da proteina fosfatase PTP1B e menor ativacdo do IkB, efeitos
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que podem explicar a resisténcia desse modelo. A lovastatina reverteu todas essas
alteracdes. Concluindo, a rosiglitazona reverteu as alteracoes causadas pela dieta
hiperlipidica sobre as etapas iniciais da sinalizag¢@o insulinica na via da PI3K. A lovastatina
recuperou as alteracdes induzidas pela dieta hiperlipidica na transmissao do sinal insulinico,
agindo sobre as vias de regulacdo da sinalizacdo: a¢do da PTP1B, fosforilacdo do IR e do

IRS-1 em serina induzidos pela JNK e PTP1B e ativacao da via inflamatoria.
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ABSTRACT




Insulin is the major anabolic hormone and acts through transporter activation, enzymes
regulation and gene expression. This hormone uses two main signaling pathways: the PI3K
pathway, involved in its metabolic effects and the MAPK pathway, responsible for cell
growth and differentiation. There are many mechanisms of regulation of insulin signaling.
The use of a high-fat diet is a known model of insulin resistance with metabolic and
signaling changes similar to those of human insulin resistance syndrome observed in diet
induced obesity. Rosiglitazone is an agent of the class of thiazolidinediones,
insulin-sensitizing agents whose effects are mainly due to the activation of PPARy and are
used to treat type 2 diabetes. Lovastatin is one of a class of a class of cholesterol synthesis
inhibitors; recent studies have shown that this agent might have relevant effects on insulin
resistance in both animal models and humans. The aim of this study was to evaluate the
effects of two different drugs independently, rosiglitazone and lovastatin, on insulin
signaling in liver and muscle of rats fed on a high-fat diet. We used four week old male
Wistar rats, fed on a high-fat diet during four weeks and treated with rosiglitazone or
lovastatin during the last week, compared to rats fed on standard chow. Fragments of liver
and muscle tissues were extracted from anesthetized animals and protein concentrations
and phosphorylation degree were studied through immunoprecipitation and immunoblotting
techniques. Insulin sensitivity was evaluated by insulin tolerance test and calculation of the
disappearance rate constant (Kj;). We observed that high-fat fed diet rats presented a
significant decrease in Kj, compared to control rats. The animals that were fed with the
high-fat diet and were treated with either one of the drugs presented a reversal of this effect.
In the study of rosiglitazone, the high-fat model demonstrated a decrease in the IRS-1
phosphorylation, IRS-1/PI3K association and activation of Akt and rosiglitazone
administration resulted in the reversion of all the effects in liver and muscle. In addition to
the effect on insulin sensitivity, the use of lovastatin was also associated with an increase in
insulin-induced IR tyrosine phosphorylation and, in parallel, a decrease in IR serine
phosphorylation and association with PTP1B. Our data also show that lovastatin treatment
was associated with an increase in the insulin-stimulated IR/IRS-1/PI3K/Akt pathway in
the liver and muscle of high-fat fed rats, in parallel with a decrease in the inflammatory
pathway (JNK and IKKP/IkB/NFxB) related to insulin resistance. In conclusion,
rosiglitazone and lovastatin improved the alterations in insulin signaling pathways

presented by the high-fat model of insulin resistance.
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1.1- Sinalizacao insulinica

Insulina ¢ o principal hormonio anabdlico, cuja agdo ¢ fundamental para o

desenvolvimento e crescimento dos tecidos € manutengdo da homeostase de glicose.

Suas agodes incluem ativacdo de transportadores, regulacdo da atividade de
varias enzimas e da expressdo de genes que codificam enzimas envolvidas na captagdo e

armazenamento de substratos.

Para exercer suas inumeras agdes, a insulina emprega duas vias metabolicas
distintas: a via da fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) — AKT/proteina quinase B, que ¢
responsavel pela maioria das a¢des metabdlicas do hormonio e a via da proteina quinase
ativadora do mitogénio (MAPK) que regula a expressao de varios genes e interage com a

via da PI3K no controle do crescimento e diferenciagao celular (Avruch, 1998).

A via da PI3K/Akt inicia-se com a ligacdo da insulina ao seu receptor
trans-membrana (IR). Este ¢ composto por duas subunidades o e duas subunidades 3, que
funcionam como enzimas alostéricas em que as subunidades o inibem a atividade quinase
das subunidades . Quando a insulina se liga as subunidades o, ocorre uma alteracdo
conformacional na molécula, aumentando sua atividade quinase e levando a
autofosforilacdo do receptor em residuos de tirosina (Saad et al., 1993; Patti ¢ Kahn, 1998).
Essa reacdo desencadeia a fosforilagdo de varias proteinas intracelulares, entre elas os
substratos do receptor de insulina (IRS), Gab-1, p60dok, Cbl, APS e Shc (Pessin e Saltiel,
2000). Os residuos de tirosina fosforilados nessas proteinas agem como sitios de ligacdo
para proteinas que contém dominios SH2 (Src-homology-2), sendo essas proteinas, tanto
moléculas adaptadoras, tais como a subunidade regulatoria p85 da PI3K e Grb2, ou
enzimas, como a fosfotirosina fosfatase (SHP2) e a tirosina-quinase citoplasmatica Fyn. A
ligacdo de substratos a essas proteinas com dominios SH2 pode regular a atividade ou

modificar a localizacdo intracelular desses substratos (Saltiel e Kahn, 2001).

A familia dos IRSs inclui diferentes substratos que apresentam alto grau de
homologia. Os IRS-1 e 2 sdo os mais importantes no metabolismo da glicose. Estudos com

a técnica de knockout t€ém demonstrado que as agdes desses substratos sdo complementares
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na sinalizacdo da insulina e do IGF-1. Camundongos knockout para IRS-1 apresentam
retardo do crescimento intra-itero e pos-natal, resisténcia insulinica em tecidos periféricos
e tolerancia diminuida a glicose (Tamemoto et al., 1994; Araki et al., 1994). Ja a linhagem
knockout para IRS-2 apresenta resisténcia insulinica nos tecidos periféricos e figado e
diminui¢ao da massa de célula 3, o que resulta no desenvolvimento de diabete tipo 2 nesses

animais (Withers et al., 1998).

A PI3K possui duas porg¢des, a p85, chamada reguladora e a p110, catalitica. A
ligagdo dos residuos de tirosina fosforilados das proteinas IRS aos dominios SH2 da fragdo
reguladora da enzima, leva a sua ativagdo, resultando na transmissdo de multiplos sinais.
Dentre estes, ocorre a catalisacdo da fosforilacdo do fosfoinositol na posicao 3, gerando
fosfatidilinositol 3-fosfato (PtdIns®*>Ps) que, por sua vez, liga-se ao dominio PH de uma
variedade de moléculas sinalizadoras, alterando suas atividades ou localizagdo intracelular
(Lietzke et al., 2000). A PI3K também apresenta atividade serina-quinase, podendo ambas
as subunidades ligar-se a outras proteinas sinalizadoras, atuando no sinal insulinico de

forma independente ao PtdIns®*”'P; (Kessler et al., 2001).

O fosfatidilinositol 3-fosfato regula trés classes de moléculas sinalizadoras: as
AGC de serina/treonina quinase (Peterson e Schreiber, 1999), a familia das proteinas
trocadoras de nucleotideos guanina da familia Rho das GTPases (Mackay e Hall, 1998) ¢ a
familias TEC tirosina quinases (Ziegler et al., 1993). A PI3K também ¢ responsavel por
uma das vias de ativacdo da mTOR/FRAP e deve estar envolvida na regulagdo da
fosfolipase D, que leva a hidrolise da fosfatidilcolina e aumento no diacilglicerol e &cido

fosfatidico (Saltiel e Kahn, 2001).

Dentre as proteinas AGC, a melhor -caracterizada ¢ a PDK 1
(phosphoinositide-dependent kinase 1), que € uma serina-quinase e fosforila duas classes de
proteinas serina/treonina-quinase: a Akt/PKB (Alessi et al., 1997; Brozinick e Birnbaum

1998) e a proteina quinase C atipica (aPKC), isoforma { e A (PKC-C e —A) (Farese, 2002).

A Akt possui dominio PH, interagindo diretamente com o PtdIns®**P;,

0 que
promove sua ativacdo. Ambas as proteinas, Akt e aPKC sdo importantes para o transporte

de glicose através da mobilizagao das vesiculas de GLUT4 para a membrana celular, no
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tecido muscular e adiposo (Standaert et al., 1997; Shepherd e Khan, 1999; Czech e Corvera,
1999). Por outro lado, apenas a Akt ¢ importante no estimulo a sintese de glicogénio nos
tecidos muscular, adiposo e hepatico e a diminuicdo da gliconeogénese, diminuindo a

produgdo hepatica de glicose (Cross et al., 995; Michael et al., 2000).

Uma segunda via envolvida na captacao da glicose estimulada pela insulina ¢ a
via da fosforilagdo do proto-oncogene Cbl (Ribon e Saltiel, 1997). Na maioria dos tecidos
sensiveis a insulina, Cbl estd associado com a proteina adaptadora CAP, que se liga as
seqiiéncias ricas em prolina da Cbl através de seu dominio carboxi-terminal SH3
(Ribon et al, 1998a). A CAP também ¢ expressa em tecidos insulino-sensiveis e encontra-se
induzida durante a diferenciacdo dos adipdcitos, sendo que sua expressao ¢ aumentada por
agonistas dos PPAR-y (peroxisome proliferator-activated receptor-y) sensibilizadores de
insulina (Ribon et al.,, 1998b). Apos a fosforilagio da Cbl, o complexo Cbl/CAP
dissocia-se do IR e se desloca para uma fragdo da membrana celular que ¢
caveolin-enriquecida/Triton insoltivel (Mastick et al., 1995). A translocacdo do Cbl recruta
a proteina adaptadora CrklI através de lipideos via interagdo do dominio SH2 da CrkII com
a Cbl fosforilada. A CrklII também forma um complexo constitutivo com a C3G. Uma vez
translocada através de lipideos, C3G aproxima-se da proteina G TCI0 e catalisa a
transformagao de GTP em GDP, resultando em sua ativagao (Chiang et al., 2001). Uma vez
ativada, a TCl10 promove um segundo sinal para a translocacio do GLUT4

(Watson et al., 2001).

O controle das etapas iniciais da sinalizagdo insulinica (fosforilagdo em tirosina
do IR e das proteinas IRS) pode ser feito através de trés mecanismos: fosforilagdo do
receptor e dos substratos em serina, regulagao negativa feita por proteinas tirosina fosfatase,

e downregulation induzida por ligantes.

A fosforilagdo do IR e das proteinas IRS em residuos de serina diminui a
fosforilacdo em tirosina, agindo como um feedback negativo (Hotamisligil et al., 1996). Um
importante mecanismo desse processo ¢ constituido pela fosforilagio da serina 307 (Ser’")

das proteinas IRS pela JNK (quinase que ativa o c-Jun) (Lee et al., 2003).
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A JNK ¢ uma proteina membro da familia da MAPK (Davis, 1999;
Weston et al., 2002) e sua via de sinalizacdo ¢ ativada por estimulos extracelulares de
estresse, como TNF-o (Hirosumi et al., 2002), IL-1B (Ip e Davis, 1998;
Nikulina et al., 2003), ambas citocinas pro-inflamatorias, ativando fatores de transcrigdo,

como, por exemplo, a c-Jun.

Em relacdo a homeostase da glicose, a JNK participa de varios mecanismos.
Em estudo, comparando camundongos selvagens e com deficiéncia de JNK e que
apresentavam obesidade induzida por dieta, observou-se aumento da atividade da JNK na
obesidade e melhora da sensibilidade a insulina nos animais com auséncia da proteina
(Hirosumi et al., 2002). Da mesma forma, a administragao de inibidores da JNK, melhora a
sinalizacdo insulinica nos tecidos periféricos (Kaneto et al., 2004). A JNK também esta
envolvida na perda de células-f pancreaticas induzida pela interleucina-13 (IL-1PB)
(Ammendrup et al., 2000) e o tratamento com inibidores da JNK revertem esse efeito,
reduzindo a apoptose induzida pela IL-1p e preservando a massa de células f

(Bonny et al., 2001).

A Ser’” localiza-se proximo ao dominio de ligagdo da fosfotirosina (PTB) do
IRS-1 e sua fosforilagdo inibe a interacdo do dominio PTB com o motivo NPEY do
receptor de insulina ativado. Dessa forma, a fosforilacdo do IRS em serina pode ser uma

causa de resisténcia insulinica (Aguirre et al., 2002).

Além de seu papel como um mecanismo inibitorio, a via de fosforilagdo em
serina atua como em elo com outras vias envolvidas na resisténcia insulinica. As proteinas
com atividade quinase envolvidas nesse processo incluem: PI3K, Akt, (GSK)-3 e mTOR

(mammalian target of rapamycin).

Outra importante enzima envolvida na atenuagdo do sinal insulinico ¢ a
proteina quinase C (PKC) e a quinase inibidora do fator nuclear kB (IKK)
(Yuan et al., 2001; Kim et al., 2001).

As proteinas SOCS1 e SOCS3 (Ueki et al.,, 2004), a Grbl0 e a PCI1
(plasma-cell-membrane glycoprotein-1) regulam negativamente a fung¢do do IR,

bloqueando sua ligagdao com os IRS ou modificando sua atividade quinase.
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As proteinas SOCS tém sido encontradas em maior atividade em situacdes de
resisténcia insulinica, como na obesidade, podendo participar da fisiopatologia do diabetes

melito tipo 2 (Emanuelli et al., 2001).

Outro mecanismo de atenuacdo da transmissdo do sinal insulinico ¢ o das
proteinas tirosina fosfatases (PTPase) que catalisam a desfosforilagdo do receptor e de seus
substratos. Varias PTPases tém sido identificadas, mas especial aten¢do tem sido dada a
fosfatase citoplasmatica PTP1B. Camundongos desenvolvidos pela técnica de knockout
para a enzima PTP1B apresentam aumento na fosforilagdo do IR e das proteinas IRS em
musculo, aumentando a sensibilidade a insulina. Esses animais também sdo resistentes a
obesidade induzida por dieta, sugerindo que o cérebro possa ser um importante sitio de

acao (Elchebly et al., 1999).

1.2- Dieta hiperlipidica

O modelo de animal alimentado com dieta hiperlipidica (DHL) tem sido
utilizado para o estudo dos mecanismos de resisténcia insulinica, uma vez que mimetiza o
estado encontrado na obesidade induzida por dieta em humanos (Chopra et al., 2002). Em
modelos animais, a dieta hiperlipidica estd associada a resisténcia a insulina tecido
especifica, caracterizada por menor sensibilidade ao horménio em tecido hepatico, musculo
e hipotalamo. Em tecido adiposo branco, com apenas um més de uso da dieta, observa-se
maior sensibilidade insulinica, evidenciada pela maior captagdo de glicose durante o clamp
euglicémico  hiperinsulinémico, usando-se = 2-deoxi-D-[1-14C]  glicose  (2DG)
(Prada et al., 2005). Nesses animais ¢ encontrada maior expressdo do CAP e Cbl, aumento
na fosforilagdo em tirosina da Cbl induzida pela insulina, aumento na associacdo da
CAP/Cbl e na fosforilagdo em tirosina da C3G, demonstrando maior ativacdo dessa via

(Prada et al., 2006).

Outro mecanismo envolvido na resisténcia insulinica induzida por DHL ¢ a
ativacao da via pré-inflamatoria do IKKP/ IkB/NFkB (Itaui et al., 2002; Schoelson et al.,
2003; Cai et al., 2005). IKK[ ¢ uma serina quinase cuja ativacao estimula a fosforilagdo do

inibidor do kB (IkB), que, por sua vez, ¢ uma proteina citoplasmatica que inibe a
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translocag@o do fator nuclear kB (NFxB). O NFkB ¢ uma familia de fatores de transcrigao
que funcionam como homo ou heterodimeros na regulacdo da expressdo de genes
pro-inflamatorios, imunomoduladores e antiapoptoticos (Ghosh e Karin, 2002). Apos sua
fosforilagdo, IkB ¢ degradado no proteosoma, liberando NFkB para o nucleo e ativando

expressao génica.

1.3- Tiazolidinedionas

Virias classes de drogas tém sido estudadas quanto a sua acdo nos mecanismos
de resisténcia insulinica. As tiazolidinedionas ou glitazonas (TZD) sdao drogas
sensibilizadoras de insulina utilizadas no tratamento do diabetes tipo 2. Suas ag¢des
metabolicas incluem: diminui¢do das concentracdes de glicose, insulina, triglicérides e
acidos graxos livres, sendo esses efeitos observados tanto em modelos animais de
resisténcia insulinica como em individuos com diabetes tipo 2 (Diamant e Heime, 2003).
Essas drogas sdo agonistas dos receptores PPARY que, por sua vez, sdo essenciais para a
diferenciagdo e proliferacdo de adipdcitos, assim como para a captacdo e armazenamento

de acidos graxos (Ahmed et al., 2007).

Os exatos mecanismos moleculares através dos quais as TZDs atuam no
metabolismo da glicose ainda tém sido matéria de estudo. Um dos alvos de ac¢do das TZD ¢

a fosforilagdo do IRS-1 em Ser’”’

. Ratos obesos da linhagem Zucker, apresentam aumento
na fosforilacdo do IRS-1 em Ser’”’, diminuicdo da fosforilacdo em tirosina do IRS-1 e,
conseqiientemente, diminui¢do da ativagdo da Akt. Tratamento com rosiglitazona reverteu
esse efeito, diminuiu a hiperfosforilagio e ativagdo da JNK e da p38 MAPK, assim como
normalizou os niveis de acidos graxos apresentados por esses animais, sugerindo que a

diminuigio da fosforilagio em Ser’®’ pode ser um dos mecanismos da acio sensibilizadora

das TZDs (Jiang et al., 2004).

Outra acdo apresentada pelas TZDs consiste na reversdo das alteracdes
induzidas pelo TNFa na sinalizagdo insulinica, restaurando a fosforilagdo em tirosina do

IRS-1 tanto in vitro como em pacientes com diabetes melito tipo 2 (DM2) (Iwata et al.,

2001; Miyazaki et al., 2003)
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Em relacdo ao transporte da glicose, as glitazonas induzem aumento do
transporte de glicose para o interior das células de tecido adiposo e muscular, sem aumento
da concentrardo de GLUT4 (Weinstein et al., 1993; Kanoh et al., 2000;
Standaert et al., 2002).

Outro aspecto importante na fisiopatologia do DM2 consiste na disfuncao
progressiva das células B causadas pela resisténcia cronica a insulina. As TZDs apresentam
papel protetor sobre as células B, através de diversos efeitos: menor demanda de secregdo
de insulina, (Guerre-Millo et al., 2001; Leiter, 2005), efeito direto sobre as células
(Ogawa et al, 1999) e inibicdo da produgdo das citocinas pro-inflamatorias
(Moller e Berger, 2003). Ainda que as TZDs possam apresentar efeitos independentes da
ativacdo dos PPARY, os estudos indicam que esses receptores medeiam a maioria das agdes
dessas drogas, o que ¢ evidenciado pela correlagdo entre a poténcia clinica de cada

membro da classe com sua capacidade de ligagdo ao receptor (Willson et al., 1996).

Recente estudo demonstrou que varias acdes das TZDs dependentes da ativagao
do PPARY sdao mediadas pela inibi¢do da via de sinalizacao da JNK: o uso de rosiglitazona
inibe a ativagdo da via da JNK estimulada pelo TNFa em cultura de adipécitos 3T3-L1,
inibe a ativa¢do da via da JNK induzida pela IL-13 em células [ e restaura a fosforilacao do

IRS-1 em camundongos ob/ob hiperglicémicos (Dias-Delfin et al., 2007).

1.4- Estatinas

Além das drogas que atuam no metabolismo da glicose e que sdo usadas no
tratamento do DM2, outras classes farmacologicas tém apresentado efeito positivo sobre a
resisténcia a insulina, reduzindo a progressao de sindrome metabodlica para diabetes, entre
elas as estatinas. Essa classe inclui substincias inibidoras da 3-hidroxi-metilglutaril
coenzima A redutase (HMGR) que atuam diminuindo a sintese do colesterol, sendo
utilizadas para o tratamento das dislipidemias desde sua descoberta, na década de 70

(Endo et al., 1976; Istvan e Deisenhofer, 2001).
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A sintese do colesterol ocorre a partir da condensacao de trés moléculas de
acetato, resultando na formacdo de 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA). A
seguir, a enzima HMGR promove a reducdo irreversivel da HMG-CoA a mevalonato,
sendo essa, portanto, a etapa limitante da sintese do colesterol. O mevalonato sera o
precursor do farnesilpirofosfato (FPP). A fusdo de duas moléculas de FPP e sua posterior

conformacdo em anel dara origem ao colesterol.

No entanto, o FPP ¢ também precursor de outras vias metabdlicas, entre elas a
modificacdo pos-translacional e localizagdo na membrana celular de proteinas tais como a
p21Ras (Hangcock et al., 1989). A localizagdo do p21 Ras na membrana celular favorecera
sua ativacao por fatores de crescimento, entre eles a insulina (Manne et al., 1990;
Schaber et al., 1990; Jhun et al., 1994). A “farnezilacdo” do p21Ras ¢ catalisada por uma

enzima, a farnesiltransferase (Ftase) (Casey et al., 1989)

Recentes estudos t€ém demonstrado que outra acdo da via da MAPK consiste na
ativacdo e fosforilacdo da Ftase (Goldstone e Draznin, 1996). Assim, além de seu efeito
inibindo a sintese do colesterol, as estatinas apresentam também efeito antimitogénico que
pode inibir o crescimento de tumores, através da inibicdo da via do mevalonato
(Ortiz et al., 1995). Além de sua acdo sobre o metabolismo lipidico, estudos vém
demonstrando acdo benéfica também sobre o metabolismo da glicose, diminuindo a

resisténcia insulinica tanto em modelos animais como em humanos.

Foi demonstrado em cultura de células que superexpressam o receptor de
insulina (HIRcB cells), que a adi¢do de lovastatina ao meio resultou na diminui¢do da
ativacdo da MAPK induzida pela insulina e na porcentagem de p21Ras ligado ao farnesil.
Esses efeitos foram acompanhados pela diminui¢do da fosforilagdo em tirosina do receptor
induzida pela insulina e foram prevenidos pelo tratamento do meio com mevalonato,
demonstrando que os efeitos da droga eram conseqiientes a inibicdo da via de sintese de
colesterol (Xu et al., 1996). Portanto, tais efeitos sugerem um possivel papel na melhora da

via metabdlica da insulina.
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Em 2001, Freeman e colaboradores avaliaram o desenvolvimento de diabete
melito em homens com idade entre 45 e 64 anos seguidos pelo West of Scotland Coronary
Prevention Stud (WOSCOPS) e observaram que, em um total de 5.974 individuos
acompanhados durante cinco anos, 139 tornaram-se diabéticos. Dentre os fatores estudados,
os autores constataram que o uso de pravastatina diminuiu em 30% (p=0.042) o risco de
desenvolver a doenga (Freeman et al., 2001). A partir dai, foram estudados os efeitos de
varios membros da classe das estatinas no metabolismo de glicose e na resisténcia

insulinica.

Suzuki e colaboradores investigaram os efeitos da atorvastatina em
camundongos KK/A que constituem um modelo animal de DM2 e observaram que os
animais tratados com a estatina, quando comparados aos controles, apresentaram
diminui¢do significativa no nivel das fragdes de colesterol ndo HDL e, apds o teste de
tolerancia a glicose, menor aumento da glicose aos 30 minutos do teste, diminuicao das
concentragdes de insulina antes e 30 e 60 minutos apds a sobrecarga e diminui¢ao no indice
de resisténcia insulinica. Os autores sugeriram que a melhora no metabolismo da glicose
causada pela atorvastatina foi conseqiiente a melhora na resisténcia a insulina

(Suzuki et al., 2005).

Outro estudo em ratos Zucker magros e obesos, tratados com duas doses
diferentes de atorvastatina e comparados a animais tratados com veiculo, demonstrou
melhora dose-dependente na sensibilidade a insulina tanto nos ratos Zucker magros como
obesos. A dose mais alta da droga (atorvastatina 50mg/kg/dia) também resultou em
aumento da captacdo de 2-deoxiglicose (2-DOG) pelo tecido muscular nos ratos magros.
Da mesma forma, a fosforilagdo de Akt/PKB estimulada pela insulina no tecido muscular
também aumentou significativamente nos animais tratados com a dose mais elevada da

atorvastatina (50mg/kg/dia) (Wong et al., 2006).

O efeito da pravastatina sobre o metabolismo da glicose foi estudado em
individuos recebendo 10mg/dia da droga e que foram submetidos a uma refeicdo rica em
carboidratos antes e ao final de um ano de tratamento com a droga. Os autores avaliaram
antes e apoOs o tratamento a resisténcia insulinica através do HOMA-IR, érea sobre a curva

das dosagens de insulina, dosagens de peptideo C e glicose plasmatica. Os autores
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observaram que, apos o tratamento, ndo houve diferenca entre os parametros em jejum e
duas horas apo6s a refeicdo, mas no tempo de 60 minutos houve diferenga significativa nos
individuos tratados, sugerindo que a droga, ao lado de seu efeito sobre o metabolismo

lipidico, exerceria efeito sobre o metabolismo da glicose (Okada et al., 2005).
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2- OBJETIVOS ESPECIFICOS
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O trabalho foi constituido de suas partes com objetivos especificos:

2.1- Investigar os efeitos da rosiglitazona sobre as etapas iniciais da sinalizacdo
insulinica em ratos alimentados com dieta hiperlipidica por periodo curto

(quatro semanas).

2.2- Investigar os efeitos da lovastatina em ratos alimentados com dieta hiperlipidica

por periodo curto (quatro semanas):
2.2.1- Sobre as a via da PI3K.

2.2.2- Sobre vias reguladoras do sinal insulinico.

Objetivos Especificos
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3- MATERIAIS E METODOS
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3.1- Materiais

Os anticorpos antifosfotirosina (aPY), anti-RI (aIR), anti-IRS-1, anti-Akt1/2 e
anti-pJNK foram fornecidos por Santa Cruz Technology (Santa Cruz, CA); o anticorpo
anti-pAkt foi originario de Cell Signaling Technology (Beverly, MA); o anticorpo
anti-PI3-K e anti-fosfo-IRS-1°"" foi obtido de Upstate Biotechnology, Inc. (Lake Placid,
NY). Insulina regular humana recombinante (Humulin® R) foi obtida de Elli Lilly Co.
Reagentes rotineiramente utilizados foram obtidos de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO),
125

enquanto a [

Group, Little Chalfont, UK).

I]-Protein A especifica foi fornecida por Amersham (Amersham Biosciences

3.2- Animais

Os procedimentos experimentais foram realizados, utilizando-se ratos machos
da linhagem Wistar, com quatro a seis semanas de vida, fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Estadual de Campinas. Foram utilizadas duas dietas diferentes: dieta padrao,
normalmente utilizada para esses animais e dieta hiperlipidica, cujo contetddo lipidico é

obtido de gordura de porco. A Tabela 1 contém a composicao de cada dieta.

Tabela 1- Composi¢do das dietas

COMPONENTE DIETA PADRAO DIETA HIPERLIPIDICA
Carboidratos 70kcal% 35kcal%
Proteinas 20kcal% 20kcal%
Lipideos 10kcal% 45kcal% (gordura de porco)
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3.2.1- Para o estudo dos efeitos da rosiglitazona, os animais foram divididos em trés

grupos:
+ Grupo C: alimentados com dieta padrio;
+ Grupo DHL.: alimentados com a dieta hiperlipidica;

+ Grupo rosiglitazona (R): alimentados com a dieta hiperlipidica e tratados

com a rosiglitazona.

Os animais dos trés grupos foram mantidos em regime de sono-vigilia, em
gaiolas com trés animais e com ingestdo hidrica ad libitum, cada grupo tendo sido
alimentado com sua respectiva dieta por um periodo de quatro semanas. Os trés grupos
apresentavam a mesma média de peso corporal no inicio do experimento. Durante a ultima

semana cada grupo recebeu o seguinte tratamento:

+ Grupo C: administracdo didria, noturna, de 10ml de veiculo (solucdo de

NaCl 0,9%) através de sonda gastrica;

+ Grupo DHL: administragdo didria, noturna, de 10ml de veiculo (solug¢do de

NaCl 0,9%) através de sonda géstrica;

+ Grupo R: administracdo de rosiglitazona na dose de 3mg/kg de peso

corporal, diluida em 10ml de veiculo, através de sonda géstrica.

A dieta foi retirada 12 horas antes do inicio do experimento e uma hora antes da
realiza¢do do experimento, cada animal recebeu uma ultima dose da droga ou do veiculo

através de sonda géstrica.

3.2.2- Para o estudo dos efeitos da lovastatina, os animais foram divididos em trés

grupos:
+ Grupo C: alimentados com a dieta padrao;

+ Grupo DHL.: alimentados com a dieta hiperlipidica;

+ Grupo L: alimentados com a dieta hiperlipidica e tratados com a lovastatina.
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Os animais dos trés grupos foram mantidos em regime de sono-vigilia, em
gaiolas com trés animais e com ingestdo hidrica ad libitum, cada grupo tendo sido
alimentado com sua respectiva dieta por um periodo de quatro semanas. Os trés grupos
apresentavam a mesma média de peso corporal no inicio do experimento. Durante a dltima

semana cada grupo recebeu o seguinte tratamento:

+ Grupo C: administracdo didria, noturna, de 10ml de veiculo (solugdo de

NaCl 0,9%) através de sonda gastrica;

+ Grupo HFD: administracido didria, noturna, de 10ml de veiculo (solug¢do de

NaCl 0,9%) através de sonda gastrica;

+ Grupo L: administra¢ao de lovastatina na dose de 6mg/kg de peso corporal,

diluida em 10ml de veiculo, também através de sonda géstrica.

Doze horas antes do procedimento a dieta era retirada e os animais recebiam a

ultima administracao de veiculo ou de droga uma hora antes do experimento ser iniciado.

Antes de cada experimento, os animais eram anestesiados com tiopental sédico,
na dose de 25mg por quilo de peso corporal, por via intraperitoneal, e eram utilizados para
os procedimentos, assim que o estado anestesiado era garantido pela perda dos reflexos de

retirada da pata e corneano.

3.3- Métodos
3.3.1- Extracdo de tecidos e imunoprecipitacdo

Apos a anestesia, os animais eram colocados em decubito dorsal e procedia-se a
abertura da cavidade abdominal e identifica¢do e exposicao da veia cava, onde era injetado:
0.5ml de solugdo salina ou insulina regular (Humulin® R Elli Lylli Co) na dose de 6ug. Em
seguida, eram extraidos fragmentos de figado e musculo a 30 e 90 segundos apds a injecao,
respectivamente. Os fragmentos eram cortados e homogeneizados imediatamente em um
tampao de extragdo (1% Triton-X 100, 100 mM Tris, pH 7,4, contendo 100 mM de
pirofosfato de sédio, 100 mM de fluoreto de s6dio, 10 mM de EDTA, 10 mM de vanadato
de sédio, 2 mM PMSF e 0.1 MG de aprotinina/ml) a 4 °C com um Polytron PTA 20S
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Generator (Brinkmann Instruments modelo PT 10/35) operado a velocidade maxima por

30 segundos.

Os extratos eram entdo centrifugados a 15.000 rpm, a 4°C, em uma centrifuga
Beckman 70.1 Ti rotor (Palo Alto, CA) por 45 minutos, para remog¢ao de material insoldvel.
ApOs esse processo, aliquotas do sobrenadante, contendo 2.0 MG de proteina desses tecidos
eram usadas para imunoprecipitacdo com 10pul de anticorpos policlonais: anti-oRI, aIRS-1,
anti-Akt (Cell Signaling Technology, MA), anti-phospho-[Thr183]-JNK,
anti—phospho—IRS—lSer307 e anti-IkBa. Os imunocomplexos eram entdo precipitados com
Proteina A Sepharose 6 MB ou Proteina A/G plus e submetidos a blotting com anticorpo

anti-fosfotirosina (aPy), anti-RI, anti-IRS-1, anti-p85/PI3 kinase.

3.3.2- Andlise de proteinas por immunoblotting

As proteinas precipitadas e/ou os extratos de tecido total eram tratados com
tampao de Laemmli (Laemmli, 1970), contendo 100 mM de ditiotreitol e aquecidos em
banho com &dgua fervente por 5 minutos, apds o que eram submetidas a SDS-PAGE em
placa de gel em aparato miniatura Bio-Rad (Mini-Protean). Para avaliacdo dos extratos
totais, 250 pg de proteinas eram submetidas ao SDS-PAGE. Eletrotransferéncia de
proteinas do gel para membrana de nitrocelulose era realizada durante 120 minutos a 120 V
em um aparato Bio-Rad Mini-Protean de transferéncia, segundo técnica descrita por
Towbin e colaboradores (Towbin et al., 1979). Com o objetivo de reduzir ligacdo ndo
especifica de proteinas a nitrocelulose, as membranas eram pré-incubadas por duas horas
em tampao bloqueador (5% de leite em pé desnatado, 10 mM Tris, 150 mM NacCl, 0.02%
Tween 20). As membranas de nitrocelulose eram entdo incubadas com o0s anticorpos
especificos a 4° C, durante a noite € a seguir com 2mCi[1ZSI]—pr0te1’na A (30pCi/pg). Os
resultados eram visualizados por auto-radiografias com filme KodaK XAR preflashed. A
intensidade de cada banda, correspondente a determinada proteina era quantificada através

de densitometria 6ptica. (Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, CA; model GS300).
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3.3.3- Teste de tolerancia a insulina

Para a avaliacido da sensibilidade a insulina foi realizado teste intravenoso de
tolerancia a insulina (IVITT) conforme se segue: apds os animais terem sido anestesiados,
como descrito para a retirada de tecidos (administracdo de 25mg/kg de peso corporal de
tiopental sédico por via intraperitoneal), eram coletados 40 ul de sangue de suas caudas e
administrado 1U/kg de peso corporal de insulina por via intravenosa. A seguir, amostras de
sangue eram coletadas nos tempos 4, 8, 12 e 16 minutos apds a inje¢do e encaminhadas
para dosagem de glicose plasmadtica através do método da glicose-oxidase. A partir desses
resultados era calculada a constante de decaimento da glicose (Kitt) usando-se a seguinte
formula: Kitt = 0.693/(t1/2). O t1/2 da glicose plasmatica, por sua vez, é calculado a partir
da inclinacdo da curva de regressdo minima, durante a fase linear de declinio da

concentracdo plasmatica de (Bonora et al., 1989).

3.3.4- Dosagem de glicose

As concentragOes de glicose para o calculo do Kj; foram determinadas pelo

método enzimdtico da glicose-oxidase.

3.3.5- Dosagem de insulina

A concentracdo de insulina plasmdtica foi determinada por radioimunoensaio
juntando-se 0,ImL de cada amostra (em duplicata) a 0,2mL de solu¢do contendo anticorpo
anti-insulina (1:200) e insulina marcada com '“Todo ('*I) em tampdo fosfato, pH 7,4

acrescido de NaCl 0,9% e albumina 0,5%. Foram preparados controles com apenas 0,2mL

125

do tampao fosfato contendo insulina marcada (" ~I) para avaliacdo da radiacdo méxima e

125

com 0,2 mL do tampao fosfato contendo insulina marcada ("“’I) e 0,1ml de tampao fosfato

para determinar possiveis interferéncias no ensaio pelos componentes do tampao. Como

zero da curva padrdo, utilizou-se controle com 0,2mL de solu¢do tampao fosfato contendo

125

insulina marcada com “Iodo e anticorpo anti-insulina e 0,1mL de tampao fosfato.
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3.4- Analise estatistica

Todos os grupos de animais foram estudados em paralelo. As comparagdes
entre os diferentes grupos foram feitas através do teste t de Student para amostras nao
pareadas. Os resultados sdao expressos como unidades arbitrérias, representando a Média *
SEM (erro padrdao) da variagdo percentual em relacdo ao controle, que foi de 100% em

todas as ocasides. Foi adotado o nivel de significancia: p<0,05.
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4- RESULTADOS
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4.1- Rosiglitazona

No estudo dos efeitos da rosiglitazona sobre as etapas iniciais da sinalizacao

insulinica, os resultados encontrados foram:

4.1.1- Teste de tolerancia a insulina

Os animais alimentados com a dieta hiperlipidica apresentaram Kiy
significativamente menor do que os animais do grupo controle, caracterizando menor
sensibilidade a insulina neste grupo (C: 4,3+0,6 vs. DHL: 1,710.4; p<0,05). O uso da
rosiglitazona reverteu esse resultado, tendo o grupo apresentado Ky semelhante ao do grupo

controle (C: 4,3£0,6 vs. R: 3,5 £0,5) (Figura 1).

o
un
J

[

o

K,, %/min
e . ™ ¢ b
= U o= Un 2 W o a n
1
*

C DHL R

Figura 1-Teste de tolerancia a insulina. Os trés grupos: C, DHL e R foram submetidos ao teste de tolerancia a
insulina intravenosa, conforme descrito em Materiais ¢ métodos. Amostras de sangue foram
coletadas da cauda dos animais anestesiados nos tempos 0 (basal), 4, 8, 12 e 16 minutos apds a
injecdo de 1U/kg de peso de insulina regular. As concentragdes de glicose foram medidas através do
método da glicose-oxidase ¢ a taxa de decaimento da glicose (Kj,) foi calculada. Observou-se que
os ratos alimentados com a dieta hiperlipidica apresentaram menor sensibilidade a insulina que o
grupo controle, como evidenciado pelo K, (C: 4,320,6 %/min vs. DHL: 1,740,4 %/min; p<0.05) e o
uso da rosiglitazona aumentou a sensibilidade ao horménio (Kj; L: 3,5+0,5%/min vs. DHL: 1,7+£0,4

%/min; p<0.05).
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4.1.2- Tecido hepatico

Foi observada diminui¢do significante na fosforilagdo do IRS-1 estimulada pela
insulina nos ratos alimentados com a dieta hiperlipidica (DHL) comparada com os animais
controle (C), tendo este efeito sido revertido nos animais alimentados com a dieta e tratados
com a rosiglitazona (R) (C: 100£9% vs. DHL: 81£22% vs. R: 119£18%; p<0,05)
(Figura 2A). A andlise da associacdo do IRS-1 com a PI3-quinase demonstrou
comportamento semelhante ao observado anteriormente, com diminui¢do dessa associagao
nos animais que utilizaram a dieta hiperlipidica e recuperagdo apds o uso da droga
(C: 100+£12% vs. DHL: 66+27% vs. R: 105+£35%; p<0,05) (Figura 2B). A fosforilagdo da
enzima Akt induzida pela insulina também decresceu nos ratos alimentados com a dieta
experimental comparados aos que usaram a dieta padrao e, da mesma forma, o tratamento
com a droga normalizou a fosforilacdo do Akt em nivel semelhante ao do controle

(C: 100£7% vs. DHL: 38+4% vs. R: 82+10% p<0,05) (Figura 2C).
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Figura 2- Sinalizacdo insulinica em tecido hepatico de animais controle (C), animais alimentados com dieta
hiperlipidica durante quatro semanas (DHL) e animais alimentados com a dieta hiperlipidica pelo
mesmo tempo ¢ tratados com rosiglitazona durante a Ultima semana (R). Nos animais que
receberam infusdo de insulina (+), as amostras de tecido eram retiradas 30 segundos apos a
injecdo. Figura 2A: imunoprecipitagdo (IP) com anticorpo anti-IRS-1 e immunoblotting (IB) com
anticorpo anti-aPY. (C: 100£9% vs. DHL: 81+22% vs. R: 119£18%; *p<0,05). Figura 2B: IP com
anti-IRS-1 e IB com amti-PI3K (C: 100+12% vs. DHL: 66£27% vs. R: 105£35%; *p<0,05).
Figura 2C: IB com anti-pAkt (C: 100£7% vs. DHL: 38+4% vs. R: 82+10%, * p<0,05).
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4.1.3- Tecido muscular

Em tecido muscular, observamos decréscimo estatisticamente significativo na
fosforilagdo do IRS-1 estimulado pela insulina nos ratos alimentados com a dieta
hiperlipidica (DHL) comparados aos animais do grupo controle (C) e este efeito foi
modificado, com valores semelhantes aos normais no grupo que recebeu a droga (R)
(C: 100+14% vs. DHL: 59+16% vs. R: 117423%; p<0,05) (Figura 3A). De forma
semelhante ao encontrado no tecido hepatico, a associagdo IRS-1/PI3-quinase no grupo
alimentado com a dieta hiperlipidica (DHL) foi significantemente menor do que a do grupo
controle (C) e o uso da rosiglitazona (R) reverteu esse resultado a valores semelhantes aos
do grupo controle (C: 100+2% vs. DHL: 48+8% vs. R: 93+7%; p<0,05) (Figura 3B). Da
mesma forma, a fosforilagdo da Akt induzida pela insulina, apresentou resultados

semelhantes (C: 100+£10% vs. DHL: 45£8%, vs. R: 82+12%; p<0,05) (Figura 3C).
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Figura 3- Sinalizagdo insulinica em tecido muscular de animais controle (C), animais alimentados com dieta
hiperlipidica durante quatro semanas (DHL) e animais alimentados com a dieta hiperlipidica pelo
mesmo tempo e tratados com rosiglitazona durante a Ultima semana (R). Nos animais que
receberam infusdo de insulina (+), as amostras de tecido eram retiradas 90 segundos apos a
injecdo. Figura 3A: IP: anti-IRS-1, IB: anti-aPY (C: 100£14% vs. DHL: 59£16% vs. R: 117+23%;
*p<0,05). Figura 3B: IP: anti-IRS-1, IB: anti-PI3K (C: 100+2% vs. DHL: 48+8% vs. R: 93+£7%;*
p<0,05). Figura 3C: IB anti-pAKT (C: 100+£10% vs. DHL: 45+8%, vs. R: 82+12%;* p<0,05).
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4.2- Lovastatina
4.2.1- Caracteristicas dos animais
4.2.1.1- Peso

Os ratos alimentados com a dieta hiperlipidica apresentaram média de peso ao
final do periodo de quatro semanas superior a média apresentada pelo grupo controle
(C: 347+12g x DHL: 412+5g; p<0,05). O grupo alimentado com a dieta e tratado com a
lovastatina também apresentou peso superior ao do grupo controle, mas sem diferenca
significativa com o grupo que recebeu apenas a dieta (C: 347+12g vs. L: 426 + 20g;
p<0,05) (Tabela 2).

4.2.1.2- Insulina

Os niveis plasmaticos de insulina dos animais tratados com a dieta hiperlipidica
foram significativamente superiores aos apresentados pelo grupo controle (C: 2,22+0,12
ng/ml vs. DHL: 3,76+0,24 ng/mL; p<0,05). No entanto, o grupo alimentado com a dieta
hiperlipidica e que foi tratado com a lovastatina apresentou nivel plasmatico de insulina
menor do que o do grupo apenas alimentado com a dieta e semelhante ao apresentado pelo
grupo controle (DHL: 3,76+0,24 ng/mL vs. L: 2,68 £0,08 ng/mL; p<0,05). A Tabela 2

apresenta esses resultados.

Tabela 2- Caracteristicas dos animais: peso (g) e concentracdo plasmdtica de insulina
(ng/ml) dos trés grupos C. DHL e L, expressos em Média £ EM. * p<0,05 em

relagdo ao grupo controle.

C DHL L
Peso (g) 347412 41245% 4261+20*
Insulina (ng/ml) 2,2240,12 3,76+0,24* 2,6810,08
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4.2.1.3- Teste de tolerancia a insulina

O grupo de ratos alimentado com a dieta hiperlipidica mostrou-se mais
resistente a insulina do que o grupo controle, como pode ser observado pelos valores da
constante de decaimento da glicose obtida pelo teste de tolerAncia a insulina (Kjy)
(C: 4,3+0,6 %/min vs. DHL: 1,74+0,4 %/min; p<0,05). O tratamento com a lovastatina
aumentou a sensibilidade ao hormonio, tendo esse grupo apresentado Kj: semelhante a do
grupo que foi alimentado coma dieta padrao (C: 4,3+0,6 %/min vs. L: 3.3+0.5 %/min;
P>0,05), mas diferente estatisticamente do grupo da dieta hiperlipidica

(DHL: 1,740,4 %/min vs. L: 3.3 + 0.5%/min; p<0.05) (Figura 4).

K, %/min
[ o]
n
*

(8 DHL L

Figura 4- Teste de tolerancia a insulina. Os trés grupos: C, DHL e L foram submetidos ao teste de tolerancia
a insulina intravenosa, conforme descrito em Materiais ¢ métodos. Amostras de sangue foram
coletadas da cauda dos animais anestesiados nos tempos 0 (basal), 4, 8, 12 e 16 minutos apds a
injecdo de 1U/kg de peso de insulina regular. As concentracdes de glicose foram medidas através
do método da glicose-oxidase e a taxa de decaimento da glicose (Kj;) foi calculada. Observou-se
que os ratos alimentados com a dieta hiperlipidica apresentaram menor sensibilidade a insulina que
o grupo controle, como evidenciado pelo K, (C: 4,3+0,6 %/min vs. DHL: 1,7+0,4 %/min; p<0.05)
e o uso da lovastatina aumentou a sensibilidade ao horménio (Kj, L: 3,3+0,5%/min vs. DHL:

1,7£0,4 %/min; *p<0.05).
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4.2.2- Vias de sinalizagdo em tecido hepatico
4.2.2.1- Estudo dos efeitos sobre a via da PI3K

Nao houve nenhuma diferenca entre os trés grupos, no que se refere a
concentragdo do receptor de insulina (Figura 5A). O grau de fosforilagao do IR em residuos
tirosina estimulada pela insulina no grupo DHL diminuiu a metade em relacdo ao grupo
controle (C: 100+4% vs. DHL: 48+5%, p<0,001). J4 no grupo L, a fosforilacdo do IR foi
semelhante ao controle, demonstrando que o efeito da dieta foi anulado pela droga

(DHL: 48+5% vs. L: 101+9%, p<0.001) (Figura 5B).

A andlise da fosforilacdo em serina do IR mostrou que a dieta induziu maior
fosforilagdo do receptor nesse residuo em comparagdo com o controle (C: 100£10% vs.
DHL: 157£8%, p<0,05). O uso da lovastatina reverteu esse efeito (DHL: 157+8% vs.
L:112+4%, p<0,05) (Figura 5C). Comportamento semelhante foi observado na enzima
PTPIB (C: 100+£12% vs. DHL: 140£8%, p<0,05; DHL: 140£8% vs. L: 95+£10%, p<0,05)
(Figura 5D).
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Figura 5- Estudo dos efeitos da lovastatina sobre a via da PI3K em tecido hepatico. Figura 5A: IR: anti-IR,
IB: anti-IR, ndo houve diferenca na concentragdo do IR entre os trés grupos. Figura 5B: IP:
anti-IR, IB: anti-aPY, foi encontrada diferenga entre o grupo DHL em relagdo ao C e entre o
primeiro e o grupo L (C: 100+4% vs. DHL: 48+5% vs. L: 101£9%, *p<0,001). Figora 5C: IP:
anti-IR, IB: anti-pSer, o grupo DHL apresentou fosforilagdo de IR em serina maior do que os
grupos C e L ((C: 100£10% vs. DHL: 157£8% vs. L:11244%, *p<0,05). Figura 5D: IB: PTP!B: a
dieta hiperlipidica induziu maior expressdo da enzima, normalizada apds o uso da droga

(C: 100+12% vs. DHL: 140£8%, *p<0,05; DHL: 140£8% vs. L: 95£10%, *p<0,05).
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Em relacao aos niveis da proteina IRS-1 no tecido hepatico dos trés grupos, nao
foram observadas diferencas significativas (Figura 6A). No entanto, quando se estudou a
fosforilagao induzida pela insulina desse substrato, observamos diminui¢do no grupo DHL,
ainda que a diferenca nao tenha atingido significancia estatistica (C: 1004£3% vs.
DHL: 76+7%). O uso da lovastatina resultou em aumento na fosforilacdo induzida pela
insulina do IRS-1, em grau discretamente superior aos do controle e estatisticamente
diferente do grau de fosforilagdo dos animais apenas alimentados com a dieta

(DHL: 76+7% vs. L: 112+14%, p<0,05) (Figura 6B).

A associagdo IRS-1/PI3-quinase apresentou comportamento semelhante entre
os grupos controle e alimentados com a dieta (C: 100+0.5% vs. DHL: 40 + 4%, p<0.001) e
apos o uso da droga (DHL: 40+4%, vs. L: 121+4%, p<0,001) (Figura 6C).

Os niveis protéicos de Akt também ndo foram diferentes entre os grupos
(Figura 6D), mas os animais DHL apresentaram menor fosforilagdo em serina estimulada
pela insulina da Akt do que os animais controle, com reversao dessa diferenca, quando
tratados com a droga (C: 100+£5% vs. DHL: 70+2%, p< 0.001; DHL: 70+2% vs.
L: 954+5%, p< 0.001) (Figura 6E).
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Figura 6- Estudo dos efeitos da lovastatina sobre a via da PI3K em tecido hepatico. Figura 6A: IP: anti-IRS-
1, IB: anti-IRS-1, ndo foi observada diferenga na concentragdo da proteina IRS-1 entre os trés
grupos. Figura 6B: IP: anti-IRS-1, IB: anti-aPY, a fosforilagdo do IRS-1 apresentou-se diminuida
no grupo DHL, ainda que a valores ndo estatisticamente significativos (C: 100+3% vs.
DHL: 76+£7%), mas o grupo L apresentou aumento significativo da fosforilagdo (DHL: 76+7% vs.
L: 112+14%, *p<0,05). Figura 6C: IP: anti-IRS-1, IB: anti-PI3K, comportamento semelhante ao
anterior foi observado, mas com significancia estatistica (C: 100+£0.5% vs. DHL: 40 + 4% vs.
L: 121+4%, *p<0,001). Figura 6D: IP: anti-pAkt, a concentracdo de pAkt nos trés grupos foi
semelhante. Figura 6E: IB: anti-pAkt, a ativagdo da enzima apresentou comportamento semelhante

ao da PI3K (C: 100+5% vs. DHL: 70+2% vs. L: 95+5%, *p< 0.001).
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4.2.2.2- Estudo das vias de regulacao

O consumo da dieta rica em lipideos aumentou significativamente o nivel de
phospho-IRS-1%""7 comparado ao controle ¢ o tratamento com a droga resultou em valores
similares aos do grupo controle (C: 100 + 5% vs. DHL: 171 + 20%, p<0,001; DHL vs.
L: 113 £ 12%, p<0,001) (Figura 7A). De forma semelhante, a dieta causou aumento nos
niveis de fosforilagdao da JNK em treonina (pJNK), efeito que ndo foi observado no grupo
alimentado com a dieta e tratado com a lovastatina (C: 100+7% vs. DHL: 162+3%,

p<0,001; DHL: 162+3% vs. L: 141+ 3%, p<0,01) (Figura 7C).

Em relacdo ao IkBa, foi observada diminuicdo da proteina, sugerindo maior
ativacao do IKKp efeito que ndo foi encontrado apds o uso da droga (C: 100 £ 6% vs.
DHL: 44 + 4% vs. L: 67+ 2%, *p<0,05) (Figura 7C). A figura D representa a concentragao

de actina nos trés grupos como controle de concentragdo protéica (Figura 7D).
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Figura 7- Avaliagdo das vias de regulagdo em tecido hepatico. Figura 7A: IB: anti-IRS-15"" no grupo DHL,
a fosforilagdo do IRS-1 em serina foi maior do que nos grupos C e L (C: 100 + 5% vs.
DHL: 171 £+ 20% vs. L: 113 + 12%, *p<0,001). Figura 7B: IB: anti-pJNK, o grupo DHL
apresentou maior fosforilagdo da enzima do que o grupo C e o grupo L apresentou diminuigdo da
pINK em relagdo ao DHL (C: 100+7% vs. DHL: 162+3% vs. L: 141+ 3%, *p<0,01). Figura 7C:
IB: IxkBa, o grupo DHL apresentou diminui¢do do IkBo comparado tanto ao C como ao L
(C: 100 + 6% vs. DHL: 44 + 4% vs. L: 67+ 2%, *p<0,05). Figura 7D: ndo houve diferenca na

concentragdo de actina nos trés grupos.
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4.2.3- Vias de sinaliza¢cdo em tecido muscular
4.2.3.1- Estudo dos efeitos sobre a via da PI3K

Em tecido muscular nao foi encontrada nenhuma diferenca entre as
concentragdes protéicas do receptor de insulina nos trés grupos estudados (Figura 8A). A
despeito da diminui¢do de aproximadamente 25% da fosforilagdo em tirosina estimulada
pela insulina do receptor nos animais DHL, essa diferen¢a ndo teve significado estatistico
(C: 100 = 17%; DHL: 76 + 4%; L: 129 + 23%) (Figura. 8B). No entanto, a fosforilagdo do
IR em serina aumentou nos animais alimentados com a dieta hiperlipidica e esta diferenga
foi suprimida pelo uso da droga (C: 100+£8% vs. DHL: 1554+8% vs. L: 116+5%, p<0,05)
(Figura 8C).

O comportamento da enzima PTP1B mostrou-se semelhante ao descrito para a
fosforilacdo em serina do IR com aumento nos animais DHL e niveis sem diferenga entre
os controles e o grupo tratado com a lovastatina (C: 100+£10% vs. DHL: 140+£8%, p<0.05;
DHL: 140+8% vs. L: 105+£8%, p<0,05); (Figura 8D).

Resultados

52



A
IP: IR/IB: IR

C DHL L C
IP: IR

IB: anti-pSer

B
it % ES

. 140- 5 160 -

Fol — Fuwl | Q|
£ 1004 || E 1204 |

P S

% 60- 3 60 -

T 40- =

.a :E 40_

‘= 20- = 20 4

= o lcm =

C DHL L
Insulinapp - + - + - +

C DHL L

IP: IRB
— O —
IB: PTP-1B

160 - 1
140 -
120 -
100 -
80 -
60 -
40
20 -

0 -

Unidades Arbitrarias

C DHL L

Figura 8- Estudo dos efeitos da lovastatina sobre a via da PI3K em tecido muscular. Figura 8A: IR: anti-IR,
IB: anti-IR, ndo houve diferenca na concentragdo do IR entre os trés grupos. Figura 8B: IP: anti-
IR, IB: anti-aPY, o grau de fosforilagdo do IR mostrou-se diminuido mo grupo DHL comparado
tanto ao grupo C como L, mas sem significancia estatistica (C: 100 + 17%; DHL: 76 + 4%; L: 129
+ 23%). Figura 8C: IP: anti-IR, IB: anti-pSer, a fosforilagdo em serina do IR no grupo DHL
mostrou-se elevada, com valores proximos ao C no grupo L (C: 100+8% vs. DHL: 155+8% vs.
L: 116+5%, *p<0,05). Figura 8D: IB: PTP!B, o grupo DHL apresentou maior atividade da PTP1B
comparado aos grupos C e L (C: 100£10% vs. DHL: 140+8% vs. L: 105+8%,* p<0,05).
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Em relagdo a concentragdo do IRS-1, ndo foi observada nenhuma diferenca,
contudo, a fosforilagdo do IRS-1 em residuos de tirosina estimulada pela insulina foi menor
no grupo DHL comparado ao controle e o tratamento com a estatina preveniu tal efeito da
dieta (C: 100+5% vs. DHL: 51£7%, p<0,001; DHL wvs. L: 151£3%, p<0,00)
(Figuras 9A e B).

O mesmo comportamento foi observado na associagdo IRS-1 com a enzima
PI3K (C: 100£1% vs. DHL: 54+20%, p<0,001; DHL vs. L: 179+11%, p<0,001)
(Figura 9C).

A concentracdo protéica da Akt foi semelhante nos trés grupos, mas sua
fosforilagdo em serina, apds o estimulo insulinico, mostrou-se menor no grupo DHL
comparada ao controle e, da mesma forma, a lovastatina reverteu essa alteracao

(C: 100+2% vs. DHL: 64+2%, p<0.001; DHL vs. L: 116+7%, p<0.001) (Figuras 9D ¢ E).
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Figura 9- Estudo dos efeitos da lovastatina sobre a via da PI3K em tecido muscular. Figura 9A: IP: anti-IRS-
1, IB: anti-IRS-1, ndo foi observada diferenga na concentragdo da proteina IRS-1 entre os trés
grupos. Figura 9B: IP: anti-IRS-1, IB: anti-aPY, assim como em tecido hepatico, o grau de
fosforilagdo do IRS-1 foi diminuido no grupo DHL e se mostrou aumentado no grupo
L (C: 100+£5% vs. DHL: 51£7% vs. L: 1514£3%, *p<0,00). Figura 9C: IP: anti-IRS-1, IB: anti-
PI3K, a associagdo do substrato com a PI3K acompanhou o comportamento anterior, com
diminui¢do no grupo DHL e recuperacdo no grupo L (C: 100+1% vs. DHL: 54+20% vs.
L: 179+11%, *p<0,001). Figura 9D: IP: anti-pAkt, a concentragdo de pAkt nos trés grupos foi
semelhante. Figura 9E: IB: anti-pAkt, a ativagdo da enzima mostrou-se diminuida no grupo da

dieta e normalizada com a droga (C: 100+£2% vs. DHL: 64+2% vs. L: 116+£7%, *p<0.001).
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4.2.3.2- Estudo das vias de regulacao

Os niveis de phospho-IRS-1%""" aumentaram significativamente no grupo que
foi alimentado com a dieta hiperlipidica comparados aos do grupo controle e, como
observado em tecido hepatico, essa alteragao ndo se manteve quando foi usada a lovastatina

(C: 100+14% vs. DHL: 137+7%, p<0,001; DHL vs. L: 110£12%, p<0,05) (Figura 10A).

Da mesma forma, a fosfo-[Thr183]-JNK apresentou-se aumentada no grupo
DHL em relagdo ao controle e a droga reverteu esse aumento (C: 100+6% vs. DHL

172+2%, p<0,001; DHL vs. L: 138+2%, p<0,001, C vs. L p<0,01) (Figura 10B).

Também no tecido muscular, a [kBa mostrou-se diminuida no grupo da dieta e
o tratamento com a lovastatina preveniu esse efeito, de forma similar ao visto para as outras
proteinas (C: 100+7% vs. DHL: 72+6%, p<0.05; DHL vs. L: 97+3%, p<0.01) (Figura 10C).
A figura D representa a concentracdo de actina nos trés grupos como controle de

concentragdo protéica (Figura 10D).
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Figura 10- Avaliagio das vias de regulagio em tecido muscular. Figura 10A: IB: anti-IRS-15"%) a

fosforilagdo do IRS-1 em residuo serina foi superior no grupo DHL, tanto em relagdo ao grupo
C como L (C: 100+14% vs. DHL: 1377 vs. L: 110£12%, *p<0,05). Figura 10B: IB:
anti-pJNK, houve aumento significativo da pJNK no grupo DHL, com diminui¢do no grupo L
(C: 100£6% vs. DHL 17242 vs. L: 138+£2%, *p<0,001), também houve diferenca significativa
na comparagao dos grupos C e L (**p<0,01). Figura 10C: IB: IkBa, o grupo DHL apresentou
diminui¢do da IB: IkBa, comparado ao grupo C (C: 100£7% vs. DHL: 72+6%, p<0.05) e,
quando tratados com a lovastatina, essa alteragdo ndo foi encontrada (DHL vs. L: 97+3%,

p<0.01). Figura 10D: ndo houve diferencga na concentracao de actina nos trés grupos.
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5- DISCUSSAO
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A sindrome de resisténcia a insulina € caracterizada por defeito primario na
acdo do hormonio, em diferentes grupos celulares, associado ao aumento compensatorio da
secrecdo de insulina. A combinag¢do de resisténcia insulinica e hiperinsulinemia resulta em
alteracdes metabdlicas que levardo a vdérias doencas: diabetes melito tipo 2, obesidade,
dislipidemia, hipertensdo arterial, doenca arterial coronariana, além de distirbios do sono e
disfun¢do ovariana. Juntas, essas doencas sdo determinantes importantes de mortalidade e

apresentam prevaléncia crescente na populacao.

A transmissdo do sinal da insulina € desencadeada pela sua ligagcdo ao receptor,
levando a uma rede de reacdes que resultardo na resposta final ao estimulo hormonal. Em
nivel molecular, a resisténcia insulinica pode ser resultado de defeitos em vdrias dessas
etapas: diminuicdo da concentracdo ou da atividade quinase do IR, diminui¢do da
concentracdo ou fosforilagdo dos IRS 1 e 2, diminui¢do da atividade da PI3K, menor
translocacdo do GLUT-4 e diminuicdo da atividade de enzimas intracelulares
(Pessin e Saltiel, 2000). Ja a via da MAPK néo estd diminuida na resisténcia insulinica e no
diabetes tipo 2 (Cusi et al., 2000), podendo ser esta a justificativa para os efeitos deletérios

da hiperinsulinemia no crescimento celular e na vasculatura (Saltiel e Kahn, 2001).

A compreensdo das alteracdes das diferentes etapas da sinaliza¢do, assim como
dos seus fatores causais € fundamental para a procura de alvos terapéuticos. Para isso,
varios modelos animais de resisténcia t€ém sido desenvolvidos com o intuito de mimetizar a
sindrome manifesta em humanos. Dentre esses, um dos mais estudados é o modelo da dieta
hiperlipidica que guarda similaridade com a obesidade induzida por dieta em humanos,

tanto nas alteracdes metabdlicas quanto nas alteragdes moleculares (Chopra et al., 2002).

Em nosso trabalho, utilizamos esse modelo para o estudo de duas drogas com
mecanismos de agdo diferentes. Nossos resultados confirmaram achados anteriores com
diminui¢do significativa da sensibilidade a insulina nos animais alimentados com a dieta
hiperlipidica, mesmo por periodo curto, evidenciada no teste de tolerancia a insulina. O uso
de ambas as drogas preveniu esse efeito da dieta, com valores de Kj; semelhantes aos do
grupo controle. Um outro aspecto que confirma a resisténcia é a concentragdo aumentada
de insulina plasmdtica observada no grupo DHL e que foi normalizada com o uso da

lovastatina.

Discussao

59



As tiazolidinedionas ou glitazonas (TZD) foram desenvolvidas empiricamente a
partir de modelos animais de resisténcia insulinica. Posteriormente a sua descoberta, em
meados da década de 90 e ja em uso como sensibilizadores de insulina, seu mecanismo de
acdo como agonistas dos PPARy foi identificado. Suas agdes incluem: aumento da
sensibilidade a insulina e reduc¢do dos niveis plasmaéticos de glicose e insulina, tanto em
modelos animais de diabetes tipo 2, como em humanos (Chaiken et al., 1995; Grossman e
Lessem, 1997). Os estudos demonstraram que as TZDs induzem expressdao gé€nica em
adipocitos (Kletzien et al., 1992) e aumentam sua diferenciacdo em cultura de células
(Ibrahimi et al., 1994). Ainda que diferentes drogas da classe das TZDS possam apresentar
efeitos independentes da ativacdo do PPARy, a pioglitazona, por exemplo, aumenta a
expressdo do gene aP2 de forma independente do receptor (Harris e Kletzien, 1994), foi
demonstrado que a capacidade que cada droga da classe tem de diminuir as concentracdes
de glicose esté relacionada a sua capacidade de ligacdo ao PPARy (Willson et al., 1996). Os
receptores PPARy sdo amplamente expressos em tecido adiposo, mas também em figado e

musculo, além de outros tecidos (Mukherjee et al., 1997).

Em nosso estudo, demonstramos o efeito da rosiglitazona de aumentar a
fosforilagdo do IR, do IRS-1, assim como de sua associacdo com a PI3K e ativacdo da Akt
em dois tecidos insulino-sensiveis, o tecido hepético e o muscular, em animais alimentados
com a dieta hiperlipidica por um periodo curto. Um estudo em ratos Zucker obesos
demonstrou que a administra¢do de rosiglitazona potencializou a fosforilagio da Akt em
treonina em musculo, tecido adiposo e figado, associado a maior fosforilagdo em tirosina da
subunidade 3 do IR e do IRS-1 e fosforilacdo em serina da Akt (Jiang et al., 2002). Ainda
que nessa etapa do trabalho ndo tenhamos avaliado o papel da JNK, sabemos que, no
modelo da DHL ocorre aumento na fosforilagio da JNK e que um dos mecanismos
propostos para a atuacdo das TZD inclui inibi¢do da ativacdo da via da JNK estimulada

pelo TNF-a e IL-1 (Dias-Delfin et al., 2007).

Outras a¢des envolvidas na homeostase da glicose descritas para os PPARYy sdo:
estimulo a expressdao de genes determinantes da sintese de GLUT-4, CAP, glucoquinase e
de proteinas desacopladoras, UCP2 e UCP 3 (Nagy et al., 1998). Também foram descritas

acoes sob o controle da inflamacdo como a inibi¢do da ativagdo de macréfagos e inibi¢ao
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da secrecdo de citocinas como o TNF-a (Ye et al.,, 2004), o que, como vimos, estd

relacionado ao mecanismo de resisténcia insulinica.

No entanto, no decorrer de sua utilizagao clinica, diferentes drogas da classe das
TZDs tém apresentado efeitos indesejdveis graves. A troglitazona, primeira delas a ser
usada para tratamento do diabetes tipo 2 a partir de 1997, teve sua utilizacdo clinica
suspensa em meados de 2000, em funcdo de hepatotoxicidade grave, insuficiéncia hepatica

e 6bito associados a sua utilizagao (Kohlroser et al., 2000).

A associagdo de ambas as TZDs atualmente em uso terapéutico
(rosiglitazona e pioglitazona) com retengdo de fluido e aumento da incidéncia de
insuficiéncia cardiaca em individuos diabéticos do tipo 2 tem sido relatada como um efeito
de classe (Lago et al., 2007). Ainda que o mecanismo fisiopatolégico desse efeito ndo
esteja totalmente esclarecido, recente estudo demonstrou que a amilorida e a
espironolactona podem induzir diurese em individuos em uso de rosiglitazona e com
retengdo liquida (Karalliede et al., 2006) e este resultado é consistente com o achado de
maior atividade de agonistas do PPARY nos ductos coletores distais (Zhang et al., 2005).
Em funcdo desse efeito, em 2003, a American Heart Association e American Diabetes
Association (AHAADA) publicaram em conjunto um consenso sobre a utilizacdo das TZDs
em pacientes com insuficiéncia cardiaca ou com risco de desenvolver a doenca

(Nesto et al., 2003).

Mais recentemente, uma metandlise que avaliou estudos que abordavam os
efeitos cardiovasculares da rosiglitazona observou associagdo entre o uso da droga e
aumento do risco de infarto do miocdrdio e morte de causa cardiovascular
(Nissen e Wolski, 2007). Por outro lado a pioglitazona tem sido referida como tendo efeito

protetor sobre o risco de doenga isquémica coronariana (Lincoff et al., 2007).

Assim, a despeito de seu reconhecido efeito no metabolismo da glicose,
resultado de agdes benéficas em varios aspectos do controle da homeostase do substrato, o
mecanismo de acdo das TZDs ainda ndo € totalmente esclarecido e dada a grande

quantidade de genes que podem ser ativados pelos receptores PPARy e a mecanismos ainda
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desconhecidos e independentes dos receptores, a utilizacao clinica dessas drogas deve ser

baseada em critérios estritos na avaliacio do risco-beneficio.

Um caminho bastante diverso foi trilhado pela classe farmacoldgica das
estatinas. A primeira droga da classe, a mevastatina, foi desenvolvida no inicio da década
de 70, a partir do Penicillium citrinium para o tratamento da hipercolesterolemia
(Endo et al., 1976). No decorrer de sua utilizagdo, outras acoes, independentes da reducao
dos niveis de colesterol foram sendo observadas. Dentre esses achados, sdo de fundamental
interesse o efeito antiinflamatério e de melhora da sensibilidade a insulina

(Schonbeck e Libby, 2004).

Um dos mecanismos relacionados a resisténcia insulinica induzida pela DHL ¢é
a maior ativacdo da via pré-inflamatéria IKK/IkB/NFkB (Schoelson et al., 2003;
Cai et al., 2005). Estudos clinicos e experimentais sugerem fortemente que as estatinas
apresentam efeito antiinflamatério. O figado € seu principal sitio de a¢do, especialmente na
inibicdo da sintese do colesterol. Mas o tecido hepético ¢ também fonte de produgdo de
mediadores pré-inflamatérios e a diminuicdo da expressdo desses mediadores poderia ser
um importante mecanismo de acdo antiinflamatoria dessas drogas (Arnaud et al., 2005). A
sintese de colesterol é um processo complexo que gera isoprendides tais como o
farnesilpirofosfato (FPP) e geranilgeranilpirofosfato (GGPP) que funcionam como lipides
de ligacdo para uma variedade de moléculas sinalizadoras como a Ras e as proteinas
Ras-like, Rho, Rac, Rab, Rap e Ral (Van Aelst e D’Souza-Schorey, 1997; Liao e Laufs,
2005). A Ras estd associada com proliferagdo celular, a Rac com geracdo de espécies
reativas de oxigénio e Rho com ativacdo da via pré-inflamatéria (Cross et al., 1995; Liao e
Laufs, 2005). A translocagdo da Ras para a membrana celular é necessdria para sua
atividade e depende de farnesilacdo, ao contririo da Rho que necessita de
geranilgeranilizacdo. Ambas, Ras e Rho podem induzir a atividade do NFkB por um
mecanismo que leva a fosforilacio do IxB e o acimulo do NFxB no nicleo da célula
(Perona et al., 1997; Montaner et al., 1999). Estudos tém demonstrado que as estatinas
limitam o acimulo nuclear do NFkB e sua ligacio ao DNA, provavelmente através do

aumento na expressao do IkB (Wagner et al., 2002; Dichtl et al., 2003). Além disso, as
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estatinas também apresentam a propriedade de reduzir a expressao da c-jun, indicando um

possivel efeito na atividade da JNK (Dichtl et al., 2003).

Nossos dados, mostrando que a lovastatina reduziu a ativacdo da
IKK/IxkB/NFxB e JNK no figado e misculo de ratos alimentados com DHL, indicam um

possivel mecanismo para a acao antiinflamatdria da droga.

Em relacdo a sensibilidade a insulina, o tratamento com a lovastatina resultou
em aumento na velocidade de decaimento da glicose avaliado pelo teste de tolerancia a
insulina. Essa melhora na sensibilidade foi associada a maior ativacdo da via
IRS-1/PI3K/Akt em figado e misculo dos animais alimentados com a DHL em paralelo a
diminui¢cdo da via inflamatéria, JNK e IKK/IkB/NFkB, que estd relacionada a resisténcia
insulinica. Nossos dados demonstraram aumento na sensibilidade a insulina, corroborando
os achados de trés diferentes estudos em humanos: usando sinvastatina e cerivastatina, e
avaliando a ac¢do insulinica através do clamp euglicémico e hiperinsulinémico e do HOMA,
os autores observaram melhora dos parametros de sensibilidade a insulina associados a
melhora no perfil lipidico (Paolisso et al., 1991; Farrer et al., 1994; Paniagua et al., 2002).
Um outro estudo retrospectivo de coorte que avaliou dados do Saskatchewan Health
Databases, demonstrou que o uso de estatina atrasou em dez meses a necessidade de
tratamento com insulina em pacientes com diabetes tipo 2 (Yee et al., 2004). Esses efeitos
também foram observados em modelos animais. Em estudo com ratos Zucker magros e
obesos, o uso de atorvastatina resultou em melhora da sensibilidade insulinica
dose-dependente com aumento da captacdo de 2-DG em musculo e maior fosforilagcdo da

Akt/PKB estimulada pela insulina (Wong et al., 2006).

Em nosso estudo, o aumento da sensibilidade a insulina foi associado com
aumento da fosforilagdo do IR em tirosina, em paralelo a reducdo da fosforilagdo do IR em
serina € menor associacdo do IR com a PTP1B em musculo e tecido hepatico. Dados
anteriores mostraram que a maior fosforilacio do IR em serina estd associada a menor
ativacdo do receptor induzida pela insulina (Bollag et al., 1986; Rosenzweig et al., 2002);
Outro mecanismo que controla a atividade do IR € a atividade da proteina fosfatase PTP1B

e maior associagdo IR/PTP1B tem sido relacionada a situacOes de resisténcia insulinica

Discussao

63



(Hirata et al., 2003). Dessa forma, a reversdo dos efeitos causados pela DHL pela
lovastatina, levando a menor fosforilacdo do IR em serina e menor associa¢do do receptor
com a PTP1B pode ser um mecanismo envolvido na melhora da resisténcia insulinica

induzida pela droga.

Nossos dados também mostraram que a lovastatina levou a maior atividade da
via IRS-1/PI3K/Akt induzida pela insulina. Esses resultados sdo consistentes com achados
de maior ativacdio da Akt/PKB induzida por estatina (Kureishi et al, 2000;
Contreras et al, 2002), sendo que Kureishi e colaboradores sugeriram que a maior ativagao
da Akt seria dependente da PI3K (Kureishi et al., 2000). Portanto, nossos resultados de
maior ativagdo pela insulina das etapas anteriores a AKT, tais como a fosforilagdo do IRS-1
e a associacdo IRS-1/PI3K, em figado e miusculo de animais alimentados com DHL
confirmam esses estudos. Esses efeitos das estatinas devem ter um importante papel na
melhora da sensibilidade a insulina, uma vez que essa via tem sido implicada no transporte
de glicose em musculo e na sintese de glicogénio em figado e musculo (Cross et al., 1995;

Saltiel e Kahn, 2001).

A fosforilacdo dos substratos IRS em serina € tida como um dos principais
mecanismos de supressdo de sua atividade, contribuindo para a resisténcia insulinica
(Saltiel e Kahn, 2001). Uma das quinases que podem aumentar a fosforilacao em serina do
IRS-1 € a JNK (Prada et al., 2005). Nossos resultados, que mostraram a reversao dos efeitos
da DHL em tecido hepético e muscular, com aumento da fosforilagdo em serina do IRS-1
assim como menor ativa¢do da JNK pela lovastatina, sugerem um outro mecanismo de a¢ao

das estatinas.

A relacdo entre a menor atividade da via da PI3K e a ativagdo de vias
relacionadas com a inflamacdo causada pela dieta hiperlipidica € evidenciada pela maior

atividade da pJNK e pela menor atividade do IkxBa

No entanto, em adi¢do aos mecanismos de resisténcia insulinica ora descritos,
existem outras vias que podem induzir essa alteracdo como a nitrosilacdo do IR, IRS-1 e

Akt/PKB e outros mecanismos ainda nido esclarecidos (Carvalho-Filho et al., 2005:
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Pender et al., 2005). Nao podemos excluir a possibilidade que a lovastatina possa atuar

também através de outros mecanismos em sua a¢do de melhora da sensibilidade a insulina.

Considerando as evidéncias anteriormente citadas da acdo benéfica das
estatinas sobre o metabolismo da glicose e que a sindrome de resisténcia a insulina também
constitui uma situagdo de maior atividade inflamatdria e estd estreitamente ligada a doenca
ateromatosa, podemos sugerir que a acdo benéfica das estatinas sobre o metabolismo da

glicose pode ter como um de seus mecanismos os seus efeitos sobre a inflamacao.
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6- CONCLUSOES
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1. Nossos resultados demonstraram que a rosiglitazona reverteu as acdes da
dieta hiperlipidica sobre as etapas iniciais da transmissdo do sinal insulinico na via da
PI3K, em figado e em tecido muscular, podendo ser este um dos mecanismos responsaveis

pela melhora da resisténcia insulinica apresentada pela droga.

2. Nossos resultados demonstraram que a lovastatina recuperou a sensibilidade
a insulina, diminuida no modelo da dieta hiperlipidica, revertendo as alteracOes causadas
pela dieta na transmissdo do sinal na via da PI3K e diminuindo a ativagdo de vias de
regulacdo, nos dois tecidos estudados. Esses efeitos sugerem um novo mecanismo da agcao

benéfica das estatinas sobre a sensibilidade a insulina.
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Effect of Rosiglitazone in Insulin Signalling
Pathway in High-fat Fed Rats

C.A. Lalli and M.J.A. Saad

Depariment of Internal Medicine, University of Campinas, Brazil

Summary

Thiazolidinediones (TZD) are insulin-sensitizing agents, which ef-
fects are mainly due to the activation of PPARg. There are some evi-
dences that TZD have some effect increasing insulin-signaling pathway.
High-fat diet is a model of insulin resistance. In this study we evaluated
the effect of a TZD, rosiglitazone, in early stages of insulin signaling of
rats fed with high-fat diet during 4 weeks. We found that the diet
resulted in decreasing of IRS-1 phosphorylation, IRS-1/PI3K associa-
tion and Akt phosphorylation and the treatment with rosiglitazone re-
verted those effects.

Introduction

Thiazolidinediones (TZD) as insulin-sensitizing agents have the abil-
ity to increase basal and insulin-stimulated glucose transport in adipocytes
and skeletal muscle cells without necessarily increasing glucose trans-
porter levels [1-3]. TZDs are ligands of PPARY (peroxisome-proliferator-
activated receptor gamma), a member of a larger family of the ligand-
activated nuclear receptor transcription factors. Whereas it is generally
thought that binding and activation o PPARY is the predominant mecha-
nism by which TZDs mediate their antidiabetic efficacy, the precise
molecular events downstream of PPARY activation that are critical for
TZDs mediated insulin sensitization in vivo are less clear.

Insulin initiates its metabolic and growth promoting effect by bind-
ing to its receptor (IR). The IR is a protein tyrosine kinase which, when
activated by insulin binding undergoes rapid autophosphorylation and
then phosphorylates a number of intracellular proteins. In the past dec-
ade, many of the proteins involved in insulin action have been defined
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as intracellular insulin substrates, including insulin receptor substrates
(IRSs — IRS-1 and IRS-2 are the most important) [4-6]. Following
tyrosine phosphorylation, the IRSs act as docking proteins for several
Src homology 2 domain-containing proteins, including phosphatidylinositol
3-kinase (PI3K) [7] and others. Downstream to PI3-K there is activation
of a serine/threonine kinase, Akt [8]. There are new evidences that
TZDs exert their insulin-sensitizing effects, at least partially by increas-
ing insulin signaling. Treatment with TZDs potentiates insulin-stimu-
lated PI3K and Akt activation in cultured cells in vitro [9]. To further
our understanding of the mechanism underlying TZDs-mediated insulin
sensitization, the present study investigated the effect of rosiglitazone
on insulin-induced IRS-1 tyrosine phosphorylation and Akt activation
in liver and muscle of rats fed a high fat diet.

Material and Methods

Male Wistar rats were fed a standard chow (control - C) or high-fat diet
(H) containing 59% of saturated fat during four weeks. During the last week
the high-fat fed rats were divided in two groups: untreated (H) and treated
with daily doses of 3mg/kg body weigh of rosiglitazone (R) or vehicle (sa-
line: 0,9% NaCl) by oral gavage at night. All groups received water ad lib
and the food was withdrawn 12h before the experiments. One hour before
the procedure the animal received the last dose of the drug or vehicle. The
rats were anesthetized with sodium thiopental (25mg/kg, ip). The abdomi-
nal cavity was opened and 0,5ml of saline with or without insulin (Humulin
R Elli Lylli Co) 6ug was injected in the cava vein. Fragments of liver and
soleus muscle were collected at 30 and 90 seconds respectively and submitted
to immunoprecipitation (IP) with 10ul of polyclonal antibodies anti-IRS-1
(Santa Cruz Biotechnology, CA). The immune complexes were precipitated
with protein A-Sepharose 6MB (Amersham Pharmacia Biotech, Upsala,
Sweden) and submitted to electrophoresis in SDS-PAGE and electro-transfer
of proteins from the gel to nitrocellulose membrane. The nitrocellulose blots
were submitted to immunoblotting (IB), incubated overnight at 4°C with
antibodies against phosphotyrosine (0tPy), the p85-subunit of PI3-kinase
(aPI3K, Upstate Biotechnology, NY). Whole tissue extracts are blotted with
antibody anti- phospho-Akt (aAkt, Cell Signaling Technology, MA). The
blots were incubated with 2mCi ['?*I] Protein A (30uCi/ug). ['*1] Protein A
bound to the specific antibodies was detected by autoradiograph and bands
intensities were quamtitated by optical densitometry. The procedures IP and
IB were previously described [10].

Results

In liver, we observed that there was a significant decrease in insulin-
stimulation IRS-1 tyrosine phosphorylation of high fat fed rats (H) when
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Fig. 1. IRS-1 tyrosine-phosphorylation, IRS-1/PI3K association and Akt phosphoryla-
tion after insulin stimulation of rats fed a regular chow as control (C), high-fat diet
(H) and high fat diet plus rosiglitazone (R). Fragments of liver had their proteins
isolated and submitted to immunoprecipitation (IP) with antibodies anti-IRS-1 and
immunoblotting (IB) with aPy (A), IP with anti-IRS-1 and IB with aPI3K (B) and
whole tissue extracts were also blotted with @Akt (C). The same procedures were
done with muscle fragments which were submitted to IP with IRS-1 and IB with oPy
(D), IP with anti-IRS-1 and IB with oPI3K (E) and whole tissue extracts were also
blotted with aAkt (F). Scannimg densitometry was performed on autoradiograms of
6 experiments. Data are expressed as mean+ SEM. *p<0,05.
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compared to controls (C) and this effect was reverted after treatment
with rosiglitazone (R) (C: 100+9% x H: 81+22% x R: 119+18%; p<0.05)
(Fig. 1A). When we analyze IRS-1/PI3-kinase association there was a
significant decrease in H when compared to controls and rosiglitazone
also reversed this result (C: 100+£12% x H: 66£27% x R: 105+35%;
p<0.05) (Fig. 1B). Insulin-induced Akt phosphorylation also decreased
significantly in high-fat fed animals when compared to controls and
rosiglitazone normalized it (C: 100+7% x H: 38+4% x R: 82+10%
p<0.05) (Fig. 1C). In muscle, there was a significant decrease in insu-
lin-stimulation IRS-1 tyrosine phosphorylation of H animals when com-
pared to controls and rosiglitazone also restored it (C: 100£14% x H:
59+16% x R: 117+23%; p<0.05) (Fig. 1D). The IRS-1/PI3-kinase asso-
ciation in high-fat fed-rats was significantly lower when compared to
controls and there was a reversion to normal after the drug administra-
tion (C: 100+2% x H: 48+8% x R: 93+7%; p<0.05) (Fig. 1E). Akt
phosphorylation in muscle presented the same behavior in H rats com-
pared to controls and after using the drug (C: 100+10% x H: 45+8%,
x R: 82+12%; p<0.05) (Fig 1F).

Conclusion

The results of the present study demonstrated that in an animal model
of insulin resistance (H) rosigitazone administration for one week in-
creases insulin signaling in liver and muscle normalizing the reduced
IRS-1 tyrosine phosphorylation and Akt activation.
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Abstract

Recent studies have shown that statins might have relevant effects on insulin resistance in animal models and in humans. However, the
molecular mechanisms that account for this improvement in insulin sensitivity are not well established. The aim of the present study was to
investigate the effect of a statin on insulin sensitivity and insulin signaling in liver and muscle of rats fed on a high-fat diet (HFD) for
4 weeks, treated or not with Jovastatin during the last week. Our data show that treatment with Jovastatin results in a marked improvement in
insulin sensitivity characterized by an increase in glucose disappearance rate during the insulin tolerance test. This increase in insulin
sensitivity was associated with an increase in insulin-induced insulin receptor (IR) tyrosine phosphorylation and, in parallel, a decrease in IR
serine phosphorylation and association with PTP1B. Our data also show that lovastatin treatment was associated with an increase in insulin-
stimulated insulin receptor substrate (IRS) 1/phosphatidylinositol 3-kinase/Akt pathway in the liver and muscle of HFD-fed rats in parallel
with a decrease in the inflammatory pathway (c-jun N-terminal kinase and I kappa § kinase (IKK f)/inhibitor of xB/nuclear factor xB) related
to insulin resistance. In summary, statin treatment improves insulin sensitivity in HFD-fed rats by reversing the decrease in the insulin-
stimulated IRS-1/phosphatidylinositol 3-kinase/Akt pathway in liver and muscle. The effect of statins on insulin action is further supported
by our findings that HFD rats treated with statin show a reduction in IRS-1 serine phosphorylation, I kappa kinase (IKK inhibitor of xB/
nuclear factor kB pathway, and c-jun N-terminal kinase activity, associated with an improvement in insulin action. Overall, these results
provide important new insight into the mechanism of statin action in insulin sensitivity.
© 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction and activate the PI3K [2,3]. Downstream to PI3K, activation
of a serine/threonine kinase (Akt) occurs, which in tum
Insulin uses 2 main signaling pathways, the phosphati- stimulates glucose transport in the muscle and adipose tissue,
dylinositol 3-kinase (PI3K)-AKT/protein kinase B (PKB) stimulates glycogen synthesis in the liver and muscle, and
pathway, which is responsible for most of the metabolic stimulates lipogenesis in the adipose tissue [4]. Therefore,
actions of the hormone, and the Ras—mitogen-activated the PI3K/Akt pathway has an important role in the metabolic
protein kinase pathway, which regulates expression of some effects of insulin,
genes and cooperates with the PI3K pathway to control cell An important mechanism that may contribute to the
growth and differentiation [1]. The (PI3K)-AKT pathway dysregulation of the insulin-signaling pathway includes
initiates when the insulin receptor (IR) undergoes autopho- serine 307 (Ser’) phosphorylation of IRS proteins by
sphorylation after insulin binding and phosphorylates a c-jun N-terminal kinase (JNK) [5]. The JNK is a member of
number of intracellular proteins including IR substrate the mitogen-activated protein kinase family [6,7] and can be
proteins (IRSs; IRS-1 and IRS-2 are the most important) activated by tumor necrosis factor o [8] and interleukin 15

[2]. After tyrosine phosphorylation, IRS-1 and TRS-2 bind [9,10], both proinflammatory cytokines. Serine 307 is

located next to the phosphotyrosine {(pY)-binding domain

T ; ; - ’ in IRS-1, and its phosphorylation inhibits the interaction
* Corresponding author. Department of Intemal Medicine, FCM- S i -

UNICAMP, 13081-970 Campinas SP, Brazil. Fax: +55 19 3521 8950, of the:pY-binding domain with the phosphorylated NPEY

E-mail addrexs: msaad(@fermmicamp.br (M.J.A. Saad). motif in the activated IR, causing insulin resistance [11].

0026-0495/% — see front matter © 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi: 10.1016/.metabol. 2007.07.021
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Furthermore, INK might serve as a feedback inhibitor during
insulin stimulation [5,11].

In rodents and humans, the dietary intake of high amounts
of fat has been shown to be associated with increased
adiposity and insulin resistance [12]. A recent study has
shown that a high-fat diet (HFD) induces a tissue-specific
regulation of glucose transport with reduced glucose uptake
and insulin signaling in muscle that is accompanied by an
increased insulin-stimulated glucose uptake in adipose tissue
[13]). In this context, insulin resistance could be tissue
specific to the muscle, liver, and hypothalamus, whereas
adipose tissue remains sensitive to insulin.

Another mechanism involved in HFD-dependent insulin
resistance is the activation of the proinflammatory 1 kappa f§
kinase (IKKp)/inhibitor of kB (IxB)/nuclear factor xB
(NFxB) pathway [14-16]. I kappa kinase (IKK) is a serine
kinase; and its activation phosphorylates the IkB, a
cytoplasmic protein that inhibits nuclear translocation of
NFkB, a family of transcription factors that function as
homo- or heterodimers in the regulation of the expression of
proinflammatory, immunomodulatory, and antiapoptotic
genes [17]. After its phosphorylation, IkB is ubiquitinated
and degraded in the proteosome, releasing NFkB for
translocation to the nucleus and activation of gene expres-
sion. It has been proposed that NFxB-increased activation
may play an important role in the pathogenesis of insulin
resistance [14-17].

Since their discovery in the early 1970s, statins have been
used to lower cholesterol, acting as 3-hydroxy-3-methylglu-
taryl coenzyme A reductase inhibitors [18,19]. However,
recent studies have shown that statins might have additional
relevant effects on insulin resistance in animal models
[20,21] and in humans [22,23]. However, the molecular
mechanisms that account for this improvement in insulin
sensitivity are not yet well established. The aim of the
present study is to investigate the effect of a statin on insulin
sensitivity and insulin signaling in the liver and muscle of
HFD-fed rats.

2. Materials and methods

2.1. Materials

Male Wistar rats were provided by the State University of
Campinas-Central Breeding Center (Campinas, SP, Brazil).
Antiphosphotyrosine and anti-IR («IR) antibodies anti—IRS-
1, anti-Aktl/2, and anti-pJNK were from Santa Cruz
Technology (Santa Cruz, CA). Anti-pAkt was from Cell
Signaling Technology (Beverly, MA). Anti-PI3K and anti—
phospho-IRS-1%""" were obtained from Upstate Biotech-
nology (Lake Placid, NY). Human recombinant insulin
(Humulin R) was purchased from Eli Lilly (Indianapolis,
IN). Routine reagents were purchased from Sigma Chemical
(St Louis, MO) unless otherwise specified. ['**I]-Protein A
was from Amersham Biosciences Group (Little Chalfont,

United Kingdom).
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2.2, Animals

Four-week-old male Wistar rats were randomly divided
into 3 groups with similar body weights and fed for 4 weeks:
control group (C), fed standard rodent chow and water ad
libitum (protein, 20 kcal%; carbohydrate, 70 kcal%:; lipid,
10 kcal%); HFD group, fed a fat-rich chow and water ad
libitum (protein, 20 kcal%; carbohydrate, 35 kcal%; lipid,
45 kcal%, predominantly in the form of lard); and lovastatin
group (L), fed a fat-rich chow and water ad libitum and
treated daily with lovastatin (6 mg/kg) by oral gavage at
night during the last week of the experiment. All experiments
were approved by the Ethics Committee of the State
University of Campinas.

2.3. Methods

2.3.1. Tissue extraction and immunoprecipitation

Food was withdrawn 12 to 14 hours before the experiments.
Omne hour before the procedure, the animal received the last
dose of drug or vehicle. Rats were anesthetized with sodium
thiopental (25 mg/kg body weight, intraperitoneally) and were
used 10 to 15 minutes later, that is, as soon as anesthesia was
ensured by the loss of pedal and corneal reflexes. The
abdominal cavity was opened, the cava vein was exposed, and
0.5 mL of isotonic sodium chloride solution or insulin (6 ug)
was injected. Fragments of liver and soleus muscle were then
collected at 30 and 90 seconds, respectively. The fragments
were minced coarsely and homogenized immediately in
extraction buffer (1% Triton-X 100, 100 mmol/L. Tris [pH
7.4] containing 100 mmol/L sodium pyrophosphate,
100 mmoVl/L sodium fluoride, 10 mmol/L EDTA, 10 mmol/L
sodium vanadate, 2 mmol/L phenylmethylsulfonyl fluoride,
and 0.1 mg of aprotinin per milliliter) at 4°C with a Polytron
PTA 208 generator (model PT 10/35; Brinkmann Instruments,
Littau-Luzern, Switzerland) operated at maximum speed for
30 seconds. The extracts were centrifuged at 15000 rpm and
4°C ina Beckman 70.1 Ti rotor (Palo Alto, CA) for 45 minutes
to remove insoluble material, and aliquots of the resulting
supernatants containing 2.0 mg of total protein of these tissues
were used for immunoprecipitation with 10 uL of polyclonal
antibodies: anti-aIR, aIRS-1, anti-Akt (Cell Signaling Tech-
nology), anti—phospho-[Thr183]-JNK, anti—phospho-IRS-
1%797 and anti-IxBx and Protein A Sepharose 6MB or
Protein A/G Plus (Pharmacia, Uppsala, Sweden). Tissue
extraction and immunoprecipitation overnight were followed
by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE), transfer to nitrocellulose membranes,
and blotting with anti-pY, «IR, anti-IRS-1, or anti-p85/PI3
kinase antibodies.

2.3.2. Protein analysis by immunoblotting

The precipitated proteins and/or whole-tissue extracts
were treated with Laemmli sample buffer [24] containing
100 mmol/L dithiothreitol and heated in a boiling water bath
for 5 minutes, after which they were subjected to SDS-PAGE
in a Bio-Rad (Hercules, CA) miniature slab gel apparatus
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Table 1
Serum insulin and plasma fasting glucose levels
€ HFD L
Plasma glucose (mg/dL) 95+ 11 118+ 6 112 £11
Serum insulin (ng/mL) 222+£0.12* 3.76+0.24** 268 +0.08

Serum insulin and plasma glucose levels. Data are expressed as mean +
SEM. Each group was composed of 6 animals.

* P<.001: C vs HFD.

** P <.05: HFD vs L.

(Mini-Protean). For total extracts, 250 ug of proteins were
subjected to SDS-PAGE. Electrotransfer of proteins from the
gel to nitrocellulose was performed for 120 minutes at 120 V
in a Bio-Rad Mini-Protean transfer apparatus [25]. Non-
specific protein binding to the nitrocellulose was reduced by
preincubating the filter for 2 hours in blocking buffer (5%
nonfat dry milk, 10 mmoVl/L Tris, 150 mmol/L NaCl, 0.02%
Tween 20). The nitrocellulose blot was incubated with
specific antibodies overnight at 4°C and then incubated with
2 mCi FS['*I}-labeled protein A (30uCi/ug). The results
were visualized by autoradiography with preflashed Kodak
XAR film (Manaus, Amazonas-Brazil). Band intensities
were quantified by optical densitometry (model GS300;
Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, CA).

2.3.3. Insulin tolerance test

All the 3 groups were submitted to an intravenous insulin
tolerance test (1 U/kg body weight of insulin, intravenously);
and samples for blood glucose measurements were collected
at 0 (basal), 4, 8, 12, and 16 minutes after injection. Rats
were anesthetized with sodium thiopental (25 mg/kg body
weight, intraperitoneally) as described above, 40uL of bloed
was collected from their tails, and blood glucose concentra-
tion was measured by the glucose-oxidase method. There-
after, the rate constant for plasma glucose disappearance
(Kiy) was calculated using the formula 0.693/(f,;). The
plasma glucose f,; was calculated from the slope of the least
squares analysis of the plasma glucose concentrations during
the linear phase of decline [26].

2.3.4. Serum insulin analysis
Serum insulin levels were analyzed by radioimmunoas-
say, as previously described [27].

2.3.5. Statistical analysis

All groups of animals were studied in parallel. Compar-
isons between different groups were performed by using
Student  test for unpaired samples and analysis of variance as
appropriate. The level of significance adopted was P <.05.

3. Results

3.1. Animal characteristics

Body weights were higher in HFD-fed rats than in the
control group (HFD: 412 +5 gvs C: 347+ 12 g, P <.05) and
in the lovastatin group compared with control rats (L: 426 +
20 g vs C: 347 = 12 g, P <.05). The body weights of HFD-
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fed rats and the rats of the lovastatin group were not
statistically different. The insulin levels in HFD-fed animals
were higher than those in the control group (C: 2.22 +
0.12 ng/mL vs HFD: 3.76 + 0.24 ng/mL, P < .001). The
group fed on the diet and treated with lovastatin presented
insulin levels that were similar to those of the controls and
statistically different from the animals fed the HFD (HFD:
3.76 +0.24 ng/mL vs L: 2.68 + 0.08 ng/mL, P <.05). We did
not find any difference in fasting plasma glucose concentra-
tions between the 3 groups. Table 1 shows the results of
serum insulin and fasting plasma glucose.

The HFD animals were more insulin resistant than
the control rats, as expressed by their lower plasma glucose
disappearance rates measured by the insulin tolerance
test (Kiy) (C: 4.3%/min + 0.6%/min vs HFD: 1.7%/min +
0.4%/min, P < .05). The use of lovastatin increased
the insulin sensitivity, as shown by the K, (L: 3.3%/min +
0.5%/min), which was different from the HFD group
(P <.05) (Fig. 1).

3.2. Insulin signaling in liver of controls, HFD-fed rats, and
lovastatin-treated rats

There were no differences in IR protein levels between
the 3 groups. The insulin-induced IR tyrosine phosphoryla-
tion in the liver of HFD rats was decreased when compared
with control animals. The animals treated with lovastatin
presented insulin-induced IR tyrosine phosphorylation
levels that were similar to those of controls (C: 100% =+ 4%
vs HFD: 48% =+ 5%, P < .001; HFD vs L: 101% + 9%,
P <.001; Fig. 2A and B). The IR serine phosphorylation in
the liver of HFD rats was increased when compared with
control animals; and after the treatment with lovastatin, the IR
serine phosphorylation was similar to that of the control
group (C: 100% = 10% vs HFD: 157% = 8%, P <.05; HFD:

i

ok

C HFD L

Fig. 1. All 3 groups were submitted to an intravenous insulin tolerance, as
described in Materials and methods. Blood samples were collected from the
tails of anesthetized rats at 0 (basal), 4, 8, 12, and 16 minutes after injection
of 1 U/kg body weight of insulin intravenously; glucose concentration was
measured by the glucose-oxidase method; and the rate constant for plasma
glucose disappearance (Kj,) was calculated. The HFD-fed rats were more
resistant than the control rats as shown by Kjy, (C: 4.3%/min + 0.6%/min vs
HFD: 1.7%/min + 0.4%/min, P <.05), and the use of lovastatin increased the
insulin sensitivity (Kj, L: 3.3%/min + 0.5%/min vs HFD: 1.7%/min + 0.4%/
min, P <.05).
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Fig. 2. Insulin signaling in the liver of control animals, animals fed on HFD for 4 weeks, and animals fed on HFD for 4 weeks and treated with lovastatin
during the last week. In animals infused with insulin, the samples were extracted at 30 seconds after insulin injection. A, Immunoprecipitation (1P) with alR
and immunoblotting (1B) with a-IR antibodies. B, IP with 2-1R and IB with «-PY. C, IP with IR and IB with antiphosphoserine antibodies. D, 1P with IR
and IB with anti-PTP1B antibodies. E, IP with a-IRS-1 and IB with «-IRS-1. F, IP with a-IRS-1 and IB with a-PY, G, IP with 2-IRS-1 and 1B with PI3K.
H, 1B with a-AKT1/2 antibodies, I, 1B with a-PAKT. Data are mean + SEM of 10 independent experiments; that is, 10 different cohorts of animals were fed

on a control diet, HFD for 4 weeks, or HFD for 4 weeks plus lovastatin treatment during the last week. *HFD vs C, P <.001; **HFD vs L, P <.001; #L vs
HED, P < .05.

157% + 8% vs L: 112% = 4%, P < .05; Fig. 2C). A similar of IRS-1 in the liver of the 3 groups, there was a decrease
behavior was seen for the association of IR and PTP1B (C: in insulin-stimulated IRS-1 tyrosine phosphorylation in
100% = 12% vs HFD: 140% + 8%, P <.05; HFD: 140% = 8% the HFD group with an increase after the use of the drug
vs L: 95% = 10%, P < 0.05; Fig. 2D). Despite similar levels (C: 100% = 3%, HFD: 76% + 7%, and L: 112% + 14%,
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Fig. 3. Insulin signaling in the skeletal muscle of control animals, animals fed on HFD for 4 weeks, and animals fed on HFD for 4 weeks and treated with
lovastatin during the last week. In animals infused with insulin, the samples were extracted at 90 Is afier insulin injection. A, IP with a-1R and IB with a-IR
antibodies. B, IP with a-IR and IB with a-PY. C, IP with a-IR and IB with antiphosphoserine antibodies. D, IP with «IR and 1B with anti-PTPIB antibodies.
E, IP with -IRS-1 and IB with a-IRS-1. F, IP with a-1RS-1 and IB with a-PY. G, IP with a-IRS-1 and IB with PI3K. H, 1B with a-AKT1/2 antibodies. 1, 1B
with a-PAKT. Data are mean + SEM of 10 independent experiments, *HFD vs C, P <.001; **HFD vs L, P <.001.

P < .05 between HFD animals and lovastatin group; Fig. 2E (Fig. 2H). However, animals fed on the HFD presented a
and F). The IRS-1/PI3K association presented a similar decrease in insulin-induced Akt serine phosphorylation,
behavior (C: 100% =+ 0.5% vs HFD: 40% = 4%, P <.001; which was reversed after lovastatin treatment (C: 100% =
HFD vs L: 121% = 4%, P <.001; Fig. 2G). There were no 5% vs HFD: 70% = 2%, P <.001; HFD vs L: 95% + 5%,
differences in Akt protein levels between the groups P <.001; C vs L, P <.05; Fig. 2I).
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Fig. 4. Insulin signaling in the liver of control animals, animals fed on HFD
for 4 weeks, and animals fed on HFD for 4 weeks and treated with lovastatin
during the last week. A, IB with a-IRS-1"""" antibodies. B, 1B with a-
INKIL. C, IB with IkBa. D, IB with antiactin antibodies, Data are mean +
SEM of 10 independent experiments, *HFD vs C, P <.001; **HFD vs L,
P <.001; #HFD vs L, P < .01, &C vs HFD and HFD vs L, P <.05.

3.3. Insulin signaling in the skeletal muscle of controls,
HFD-fed rats, and lovastatin-treated rats

There were no differences in IR protein levels in the
skeletal muscle of controls, HFD-fed animals, and lovasta-
tin-treated animals (Fig. 3A). Despite an apparent decrease in
insulin-stimulated IR tyrosine phosphorylation in the HFD-
fed animals and increase after use of lovastatin, there were no
statistical differences between the groups (C: 100% + 17%,
HFD: 76% = 4%, and L: 129% = 23%; Fig. 3B). The IR
serine phosphorylation in the muscle of HFD rats was
increased when compared with control animals (C: 100% +
8% vs HFD: 155% + 8%, P <.05; Fig. 3C). In the group fed
on the HFD and treated with lovastatin, the IR serine
phosphorylation was similar to that of the control group
(HFD: 155% = 8% vs L: 116% = 5%, P <.05; Fig. 3C). A
similar behavior was seen for the association of IR and
PTPIB (C: 100% + 10% vs HFD: 140% + 8%, P <.05; HFD:
140% = 8% vs L: 105% = 8%, P <.05; Fig. 3D). However,
although no differences were observed in IRS-1 protein
levels, the HFD-fed animals presented a significantly
reduced insulin-stimulated IRS-1 tyrosine phosphorylation
compared with control rats and an increased phosphorylation
after the use of the drug (C: 100% = 5% vs HFD: 51% =+ 7%,
P <.001; HFD vs L: 151% = 3%, P <.001; Fig. 3F and F).

C.A. Lalli et al. / Metabolism Clinical and Experimental 57 (2008) 57-65

The IRS-1/PI3K association presented similar results (C:
100% = 1% vs HFD: 54% = 20%, P <.001; HFD vs L:
179% + 11%, P <.001; Fig. 3G). There were no differences
in Akt protein levels between the groups (Fig. 3H); however,
the HFD-fed rats presented a decrease in insulin-induced Akt
serine phosphorylation that was reversed by the use of
lovastatin (C: 100% = 2% vs HFD: 64% + 2%, P <.001;
HFD vs L: 116% + 7%, P <.001, Fig. 3I).

3.4. Phospho-IRS-1'"", phospho-JNK, and IxBa in the
liver of controls, HFD-fed rats, and lovastatin-treated rats

The consumption of the HFD significantly increased the
levels of phospho-IRS-1%7 of the rats in the HFD group
compared with those of the control rats, and the treatment
with lovastatin decreased it to values similar to those of
controls (C: 100% = 5% vs HFD: 171% = 20%, P <.001;
HFD vs L: 113% = 12%, P <.001; Fig. 4A). Similarly, the
HFD-fed animals presented a significant increase in the
levels of phospho-[Thr183]-JNK compared with controls;
and this increase was reversed in the group of animals treated
with lovastatin (C: 100% + 7% vs HFD: 162% + 3%, P <
.001; HFD vs L: 141% = 3%, P <.01; Fig. 4B). There was a
decrease in IxBa in HFD-fed rats, suggesting an activation
of IKKp, which was reversed in the lovastatin group (C:
100% = 6%, HFD: 44% + 4%, and L: 67% + 2%; Fig. 4C).
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Fig. 5. Insulin signaling in the skeletal le of control animals, animals

fed on HFD for 4 weeks, and animals fed on HFD for 4 weeks and treated
with lovastatin during the last week. A, 1B with a-IRS-1°"""7 antibodies. B,
1B with a-JNKL. C, IB with IxBa. D, 1B with antiactin antibodics. Data are
mean + SEM of 10 independent experiments. *HFD vs C, P <.001; **HFD
vs L, P <.001; #C vs L, P < .01; &C vs HFD and HFD vs L, P < .05.
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3.4.1. Phospho-IRS-1"""*"", phospho-JNK, and IxBo.
in the skeletal muscle of controls, HFD-fed rats, and
lovastatin-treated rats

The levels of phospho-IRS-1%"% increased in the group
of animals treated with the HFD compared with the control
rats, and this increase was reversed in the lovastatin-treated
rats compared with the controls (C: 100% + 14% vs HFD:
137% % 7%, P <.001; HFD vs L: 110% + 12%, P <.05; Fig.
5A). Increased phospho-[Thr183]-TNK was observed in the
HFD-fed rats compared with controls, and a reversal of this
increase was also seen in the lovastatin-treated animals
(C: 100% + 6% vs HFD: 172% + 2%, P <.001; HFD vs L:
138% = 2%, P <.001; C vs L, P <.01; Fig. 5B). The use of
the HFD decreased the IxBa in the HFD group compared
with control animals, whereas treatment with lovastatin
reversed this decrease to values similar to those of controls
rats (C: 100% =+ 7% vs HFD: 72% + 6%, P <.05; HFD vs L:
97% = 3%, P <.01; Fig. 5C).

4. Discussion

In the present study, we demonstrated that lovastatin, an
3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase inhibi-
tor, has insulin-sensitizing properties in HFD-fed rats.
Treatment with lovastatin resulted in a marked improvement
in insulin sensitivity characterized by an increase in the
glucose disappearance rate during the insulin tolerance test.
This increase in insulin sensitivity was associated with an
increased insulin-stimulated IRS-1/PI3K/Akt pathway in the
liver and muscle of HFD-fed rats in parallel with a decrease
in the inflammatory pathway (JNK and IKK/IxB/NFxB)
related to insulin resistance.

Our data showing an improvement in insulin sensitivity in
statin-treated HFD-fed rats are in agreement with the results
of 3 separate studies in humans [28-30]. In these studies, the
authors used both simvastatin and cerivastatin and measured
insulin action by euglycemic hyperinsulinemic glucose
clamp and by homeostatic model assessment. In other
studies, the improvement in insulin action by statin was not
demonstrated, probably because of the lack of direct
assessment of insulin action or inclusion of patients using
other drugs that interfered in insulin action [31,32]. A
retrospective cohort study using Saskatchewan health
databases found that the use of statin was associated with a
delay of 10 months in starting insulin treatment in patients
with type 2 diabetes mellitus [33]. In Zucker rats,
atorvastatin resulted in a dose-dependent increase in insulin
sensitivity [21].

In the present study, the increase in insulin sensitivity
induced by lovastatin was associated with an increase in
insulin-stimulated IR tyrosine phosphorylation in parallel
with a reduction in IR serine phosphorylation and also in the
IR/PTP1B association in liver and muscle. Previous data
showed that an increase in IR serine phosphorylation is
associated with impairment in insulin-induced activation of
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its receptor [34-36]. Another mechanism that controls IR
function is the activity of PTP1B, and previous studies have
demonstrated an increase in IR/PTPIB association in
situations of insulin resistance [36,37]. In this regard, the
reversal of increased IR serine phosphorylation and also of
IR/PTP!B association induced by lovastatin may have a role
in the improved insulin sensitivity induced by this drug. Our
data also show that lovastatin treatment was associated with
an increase in the insulin-stimulated IRS-1/PI3K/Akt path-
way. This finding is consistent with studies demonstrating
statin-induced activation of Akt/PKB [38,39]. A previous
study suggested that Akt/PKB activation by statin is PI3K
dependent [39]. Our data showing an increase in the insulin-
induced activation of upstream regulators of Akt/PKB, such
as IRS-1 and PI3K, in the liver and muscle of HFD-fed rats
reinforce this previous study. This effect of statin may have
an important role in the improvement of insulin sensitivity in
HFD-fed animals because this pathway has been implicated
in glucose transport in muscle and in glycogen synthesis in
liver and muscle [40,41].

Serine phosphorylation of IRS proteins is believed tobe a
major mechanism of suppression of IRS-1 activity that
contributes to insulin resistance [40]. One possible kinase
that might increase IR S-1 serine phosphorylation in HFD-fed
rats is INK [13]. Our data showing that statin reversed Ser’”’
IRS-1 phosphorylation and blunted JNK activation in liver
and muscle provide new insights into the mechanism of
statin improvement in insulin action.

Another mechanism involved in HFD-dependent insulin
resistance is the activation of the proinflammatory IKK/IxkB/
NFkB pathway [14,16]. We have also demonstrated a
decrease in the level of IkB in the liver and muscle of rats fed
on a HFD compared with control animals, suggesting an
activation of this pathway. Interestingly, the statin treatment
also reversed this activation. Hence, in our study, the use of
lovastatin in rats on HFD reversed the deleterious effects of
the insulin signaling pathway with regard to JNK activation
and IKK/IkB/NFxB pathway.

Clinical and experimental studies strongly support an
anti-inflammatory role for statins. Liver is a major site of
action of statins, particularly in the inhibition of cholesterol
synthesis. However, the hepatocyte is also a source of
proinflammatory mediators; and a decrease in the expression
of these factors could be an important mechanism of the anti-
inflammatory action of these drugs [42]. The cholesterol
synthesis is a complex process that generates isoprenoids,
such as famesyl pyrophosphate and geranylgeranyl pyropho-
sphate, that serve as lipid attachments for a variety of
signaling molecules, such as guanosine-3-phosphate (GTP)-
binding protein Ras and its related Ras-like proteins, such as
Rho, Rac, Rab, Rap, and Ral [43,44]. The translocation of
Ras to the membrane is necessary for activity and is
dependent on farmesylation. Similarly, attachment of Rho
and Rac to the membrane is required for activity; but in
contrast to Ras, these factors undergo geranylgeranylation.
Ras has been associated with cellular proliferation, Rac with
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generation of reactive oxygen species, and Rho with
activation of proinflammatory pathways [41,44]. Interest-
ingly, Rho and Rac proteins can induce NFxB activity by a
mechanism that induces phosphorylation of IxkB and nuclear
accumulation of NFxB [45,46]. In the case of NFkB, stating
have also been shown to limit NFxB nuclear accumulation
and DNA binding, perhaps via an increase in the expression
of IkB [47,48]. In addition, statins have been shown to
reduce the expression of c-jun [48], indicating a possible
effect on JNK activity. Our data showing that statin blunted
the activation of IKK/IxB/NFxB and JNK in liver and
muscle of HFD-fed rats indicate a possible mechanism for
their anti-inflammatory effect on insulin action. In addition
to alterations described in this study induced by the HFD,
other mechanisms can also induce insulin resistance [49-51].
We cannot exclude the possibility that lovastatin could also
be acting through other mechanisms, contributing to its
effect of improving insulin action.

In summary, statin treatment improves insulin sensitivity
in HFD-fed rats by reversing the decrease in the insulin-
stimulated IR S-1/PI3K/Akt pathway in the liver and muscle.
The effect of statins on insulin action is further supported
by our findings that HFD rats treated with statin demonstrate
a reduction in IRS-1 serine phosphorylation, IKK/IxB/
NFkB pathway, and JNK activity associated with an
improvement in insulin action. QOverall, these results provide
important new insight into the mechanism of statin action in
insulin sensitivity.
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