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RESUMO




A msulina estimula a capactdade quinase de seu receptor, que se autofosforila e
estimula a fosforilagio de substratos citoplasmaticos, IRS-1 e IRS-2. Estes, por sua vez,
assoclam-se e ativam a enzima fosfatidilinositol 3-quinase (PI 3-quinase), que € importante
no transporte de glicose. Animais alimentados com dietas ricas em lipides apresentam
resisténcia 4 acdo insulinica, ainda que os mecanismos moleculares dessa alteragdo ndo
estejam esclarecidos. Esse estudo avaliou as etapas inictais da agfo insulinica em figado e
musculo de ratos alimentados durante 4 semanas com uma dieta hiperlipidica, contendo 59%
de lipides saturados. Utilizou-se extragio de tecidos hepatico e muscular apds estimulacio
com insulina e imunoprecipita¢io seguida de “immunoblotting” com anticorpos anti receptor
de insulina anti-IRS-1, antifosfotirosina e anti-PI 3-quinase. Os resultados mostraram que
tanto a concentragdo como a autofosforilacio do receptor de insulina estimulada pela
insulina em tecidos hepatico e muscular, permaneceram inalteradas nos dois grupos,
alimentados com a dieta hiperlipidica e com ragdo convencional. Em figado, a concentragio
do IRS-1 aumentou 51+17% (p<0,05) nos ammais alimentados com a dieta hiperlipidica ¢ a
fosforilagio desse substrato, avaliada através da imunoprecipita¢io com anticorpo antiIRS-1
e immunoblotting com anticorpo antifosfotirosina, aumentou 64:+22% (p<0,05) no mesmo
grupo. Ao contrario, em tecido muscular observou-se diminuigdo de 50:+12% (p<0,05) na
fosforilagdo do IRS-1 estimulada pela insulina no grupo da dieta hiperlipidica, ainda que a
concentracdo do substrato ndo tenha apresentado alteragdo significativa. Os niveis protéicos
da PI 3-quinase ndo se alteraram em ambos os tecidos hepatico ¢ muscular dos dois grupos,
mas a associa¢do IRS-1/PI 3-quinase no musculo dos animais tratados com a dieta rica em
lipides diminuiu para 52+11% (p<0,05). Em tecido hepatico n3o houve alteraciio na
associacio IRS-1/PI 3-quinase. Tais resultados sugerem que alteragdes nas etapas iniciais da
agdo da insulina, principalmente em tecido muscular esquelético, podem estar envolvidas na

resisténcia insulinica apresentada nesse modelo animal.
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1. INTRODUCAO




1.1. SINAL INSULINICO

A insulina € um importante hormdnio cujos efeitos podem ser divididos em

dois grandes grupos: metabélicos e de crescimento.

Dentre os efeitos metabdlicos, € o principal responsavel pela homeostase da
glicose., atuando, principalmente nos tecidos periféricos, musculo ¢ tecido adiposo, e no
figado. No figado a insulina inibe a glicogendlise e a gliconeogénese, diminuindo a
produgdo hepatica da glicose e estimula seu armazenamento na forma de glicogénio. Nos
tecidos periféricos, estimula o transporte de glicose para ¢ interior da célula, assim como
sua utilizagio e armazenamento. Atua também no metabolismo protéico e lipidico,
estimulando a lipogénese, inibindo a lipdlise, estimulando a capta¢do de aminoécidos e o
fluxo 16nico (FELIG & BERGMAN, 1990. Esses efeitos metabélicos ocorrem em baixas
concentragdes do hormonio (KAHN, 1985).

Os efertos indutores do crescimento e diferenciagdo celulares vao manifestar-
se em altas concentragdes de insulina (KAFN,1985) ¢ ddo-se através da regulacio da
expressdo e atividade de vérias enzimas, levando 2 sintese de RNA e DNA e ao estimulo 4
sintese e degradagfo protéicas (KAHN, 1985; MOLLER & FLIER, 1991; CHEATAM &
KAHN, 1995).

No inicio deste século, a purificagio da molécula de insulina, além de
representar um avango definitivo no tratamento do diabetes mellitus, desencadeou uma
série de estudos com o objetivo de esclarecer seu mecanismo de agio e seu papel em

varias outras doengas, incluindo obesidade, hipertensdhjperandrogenismoovariano, efc.

Como outros hormdnios, a insylina ndo apresenta capacidade intrinsica para
modificar fungdes celulares, exercendo seu efeito através da ligagio a um receptor
especifico presente na membrana celular (FREYCHT, ROTH, NEVILLE Jr, 1971;
CUATRECASAS, 1972; KAHN, 1985).

O receptor de insulina estd presente em todos os animais vertebrados, embora

sua concentragdo em cada tecido seja diferente, podendo variar de aproximadamente 40
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receptores por célula em entrocitos circulantes a mais de 200.000 em adipdcitos e
hepatdcitos (GINSBERG 1977). Os niveis plasmaticos normais de insulina variam de 10™
a 10° M e sio menores que a média de afinidade de ligagio da mesma. Assim, a maior
concentragdo de receptores nos tecidos alvo, proporciona uma cinética de ligagio mais

rapida (CHEATAM & KAHN, 1995).

O receptor de insulina é uma estrutura tetrdmera composta de duas
subunidades o , cada uma ligada covalentemente a uma subunidade § através de pontes
dissulfeto, resultando na estruturz final de B-c-a-f, cujo peso molecular ¢ estimado
através de eletroforese ndo redutora em gel de dodecil-sulfato de sédio e poliacrilamida
(SDS-PAGE) em 350.000 (MASSAGUE et al., 1981; KASUGA et al,, 1982 a). Cada
subumidade o tem peso molecular de 135.000, é exclusivamente extracelular e contém o
sitio de ligacio da insulina. A subunidade p ¢ uma proteina transmembrana com peso
molecular de 95.000 e ¢ responsdvel pela tradug3io do sinal msulinico (KASUGA et al.,
1982 a, 1982 b).

A subunidade o possui alta afinidade & ligagio da insulina. Modificagtes
quimicas ¢ estudos de mutagdes sugerem que dominios especificos como os que sio
codificados pelos exons 2 e 3 sejam fundamentais para 2 ligagiio da insulina (DEMEYTS
et al,, 1990). As pontes dissulfetos que fazem a liga¢io entre a subunidade o € a porgdo

extracehular da subunidade § ocorrem em aminoacidos cisteina.

Em 1982, foi dado um grande passo na compreensdo da transmissdo do sinal
insulinico, com a descoberta que a subunidade B do receptor de insulina é uma proteina
com atividade quinase. As proteinas-quinases s&0 enzimas envolvidas na transferéncia de
radicais fosfato do ATP para aminoacidos especificos de proteinas. Portanto, o receptor
de insulina ¢ uma enzima da familia das tirosina-quinase, pois, apds sua ligagio com a
insulina, € capaz de se autofosforilar e fosforilar outros substratos em aminoacidos
tirosina. Este receptor comporta-se, funcionalmente, como uma enzima alostérica, com
uma subunidade o regulatéria e uma subunidade B catalitica (KASUGA et al, 1982 b,
1982 c). Quando a insulina se liga a subunidade o ocorre uma alteragdo conformacional na
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molécula do receptor e a atividade quinase ¢ ativada na subunidade B (HERRERA &
ROSEN, 1986, PERLMAN et al., 1989, WHITE et al,1988). Este fato determina a
transferéncia de grupos fosfato do ATP que se ligou & lisina na posicio 1030 na
subunidade [3, para véarios aminoécidos tirosina do receptor ¢ desencadeia a fosforilagiio de

substratos protéicos intracehuares.

A subunidade B pode ser dividida em quatro partes com agdes diferentes e
especificas. por¢o justamembrana, relacionada 2 ligagdo dos substratos € 2 interiorizagio
do receptor (CARPENTIER et al.,1993); regifio catalitica que contém o sitio de ligago
do ATP (Lisina 1030), sendo esta a regifio que apresenta maior semelhanga com outras
proteinas tirosina-quinase; a regifo que promove a regulagio da atividade quinase e a
porgio COOH-terminal Nesta dltima, encontram-se as maiores diferencas entre os
receptores de insulina e do “insulin-like growth factor-1” (IGF-1). O IGF-1 ¢ um
polipeptidio que apresenta estrutura semelhante A da insulina, mas com efeitos sobre o
crescimento celular mais relevantes que os metabélicos. Portanto, em fungiio de sua
diversidade com a estrutura do IGF-1, a porgio COOH-terminal tem sido implicada como
responsavel pela diferenciacio entre os efeitos metabélicos e os de crescimento
(TAKATA et al.,1988). Ha pelo menos seis locais de fosforilagio das tirosinas (Tyr): 4rea
justamembrana com uma tirosina na posigio 972, porgio média, com tirosinas nas
posicies 1158, 1162 e 1163 e na por¢io COOH-terminal, que apresenta tirosinas nas
posi¢cdes 1328 e 1334 (WHITE et ai., 1988).

Consideréveis evidéncias tém demonstrado que a atividade tirosina-quinase do
receptor € essencial para a sinalizagfo insulinica (MAEGAWA et al., 1988). Uma delas é
originaria de experimentos realizados in vifro que induziram mutagénese na lisina da
posigdo 1030 do receptor, que foi substituida por varios outros aminiacidos (metionina,
arginina ou alanina). Baseando-se na amalogia com outras quinases, este residuo
corresponde 20 sitio de ligagdo do ATP. Quando tais mutantes foram expressos em
células, a ligagio insulinica manteve-se normal, mas os receptores mostraram-se
totalmente inativos como quinases ¢ ineficazes na mediagio dos estimulos da insulina no
metabolismo celular (EBINA et al, 1987, CHOU et al., 1987). A perda da atividade
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tirosina-quinase € acompanhada da reducio da capacidade do receptor de sinalizar os
efeitos insulinicos metabolicos e de crescimento (WILDEN et al.,1992). Embora estudos
ocasionais tenham reportado que receptores com baixa atividade quinase podem exercer
efeitos biologicos em algumas enzimas intracelulares (SUNG et al.,1989), para a maioria
das agdes tnsulinicas hi uma estreita relagdo entre a perda da atividade quinase do
receptor € a resposta biologica. Além do mais, o receptor de insulina possui sitios de
fosforilagio de serina e treonina, os quais, quando fosforilados, parecem determinar
diminui¢@o ou inibigfio da sua atividade quinase (BOLLAG et al., 1986). Esta fosforilacio
em treonina ou serina pode ser estimulada pelo tratamento prolongado com insulina, por
esteres de forbol e analogos de AMP ciclico, e, provavelmente, € o resuitado da agio das
proteinas quinase C ou A sobre o receptor (TAKAYAMA et al., 1984; TAKAYAMA et
al., 1988). Esta regula¢do da atividade quinase do receptor por fosforilagdes em outros
aminoacidos e ndo em tirosina, pode ser um potencial mecanismo de regulagio do

receptor de insulina e da transmiss3o do sinal em situagbes fisiologicas e patologicas.

Concomitantemente a transmissfio do sinal, o receptor de insulina medeia a
interiorizagdo do horménio e sua consequente degradagiio. Sob estimulo insutinico

prolongado, o receptor € degradado € ocorre atenuagdo do sinal (BACKER et al., 1989).

Um outro mmportante avango no entendimento da sinalizagdo insulinica foi
origindrio de varios estudos demonstrando que a autofosforilagdo do receptor induzida
pela insulina e a ativa¢do da sua capacidade tirosina-quinase desencadeia uma cascata de
fosforilagSes de um ou mais dos seus substratos intracelulares (WHITE, 1985, BERNIER
1987, KARASIK et al., 1988; SUN et al, 1991).

Dentre as proteinas que podem ser fosforiladas pelo receptor de insulina, a
primeira a ser identificada € a mais estudada foi inicialmente denominada pp185, por seu
padrio de migragio eletroforético, entre 165-185 kDa. (WHITE et al., 1985). Em células
transfectadas com o receptor de insulina humano ocorre acentuagio da fosforilagio desta
ppl85, coincidente com o aumento da agfio insulinica (SUN et al, 1991). Células
expressando receptores com mutagdes no sitio de ligagio do ATP, apresentam redugio na

fosforilagdo da ppl85, prorporcional & redugdo que ocorre na capacidade quinase do
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fosforilagio da ppl85, prorporcional 4 reducgdo que ocorre na capacidade quinase do
receptor (WILDEN et al., 1992). Qutras evidéncias do papel desempenhado pela ppl85 na
transmissdo do sinal insulinico, vieram de um estudo em que se induziu mutagtes in vitro
na tirosina na posigio 972 do receptor, que manteve ligagdo normal a insulina e total
ativacdo da capacidade tirosina-quinase. No entanto, quando este receptor mutante foi
transfectado em células, ndo foi capaz de fosforilar a ppl85 e de transmitir o sinal
insulinico (WHITE et al,, 1988 b).

A ppl85 foi clonada e denominada substrato 1 do receptor de insutina ou IRS-
1 em 1991 (SUN et al,, 1991). Recentemente, descreveu-se uma segunda proteina que
migra na mesma banda do pp18S5 e que foi denominada IRS-2 (TAMEMOTO et al., 1994,
ARAKI et al., 1994; SUN et al., 1995).

O DNA. complementar do IRS-1 de figado de rato codifica uma proteina com
1235 aminodcidos. Esta proteina apresenta algumas caracteristicas peculiares: é uma
proteina de localizagiico exclusivamente citoplasmatica, possui uma sequéncia de
aminoacidos compativel com as de ligagio para nucleotideos (ATP ou GTP), embora ndo
apresente nenhuma homologta com proteinas quinases conhecidas, e apresenta multiplos
sitios de fosforilagfio em serina, treonina e tirosina. Sdo 22 sitios potenciais de fosforilagio
em tirosina. Dentre eles, dez mantém a seqiiéncia YMXM, onde Y é o aminoacido
tirosina, M é metionina e X corresponde a qualquer outro aminoacido; trés desses sitios
apresentam a seqitiéncia YXXM ¢ um tem a segléncia EYYE, onde E corresponde a
glutamina. A sequéncia YMXM esta presente em varias proteinas com atividade tirosina-
quinase, ainda que nZo no receptor de insulina. Nessas proteinas, o sitic YMXM, quando
fosforilado, tem a propriedade de ligar-se, nfo covalentemente, a determinadas porgdes
denominadas SH2 (homologia 2 ao Src), presentes em moléculas sinalizadoras
(SHOELSON et al., 1992).

O peso molecular estimado do IRS-1 ¢ de 131 kDa, porém esta proteina migra
entre 160-190 kDa em gel de poliacrilamida, provavelmente devido a modificacGes pos-

transducionais € a incorporagio de fosforo.
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Estudos in vivo em cultura de células € em sistemas reconstituidos in vitro,
demonstraram que o IRS-1 fosforilado associa-se e ativa a enzima fosfatidilinositol 3-
quinase (PI 3-quinase) (BACKER et al, 1992; FOLLI et al., 1992). Recentemente foi
demonstrado que esta associagio e ativagfio também ocorre em dois importantes tectdos
sensiveis & insulina em ratos, figado e musculo, a concentragbes fisiologicas deste
horménio (FOLLI et al., 1992; SAAD et al., 1993). A enzima PY 3-quinase possui duas
subunidades, uma catalitica, de 110 kDa, e outra regulatoria, de 85 kDa. Esta ultima
contém duas porgdes SH2 e uma SH3 (CARPENTER & CANTLEY, 1990). A ligaciio e
ativagio envolvem as tirosinas fosforiladas do IRS-1 nos sitios YMXM e a porgio SH2 da
subunidade regulatoria da enzima PI 3-quinase. A insulina aumenta a concentragio
intracelular de fosfatidilinositol 3-fosfato, sugerindo que a PI 3-quinase é realmente
ativada durante a estimulacio com este horm6nio. Embora a subunidade de 85 kDa da PI
3-quinase seja fosforilada apods estimulo com outros fatores de crescimento, isto ndo
parece ocorrer apos estimulo com insulina e a ativagio da enzima parece ser consequente

a sua figagdo com o IRS-1.

Estudos recentes demonstram que a associagio da PI 3-quinase com o IRS-1
fosforilado € essencial para o transporte de glicose em tecido muscular (TSAKIRIDIS et
al., 1995) e em tecido adiposo (CLARKE et al,, 1994), e para a sintese de glicogénio e
controle do crescimento celular na maioria dos tecidos (TSAKIRIDIS et al,, 1995).

Além da PI 3-quinase, pele menos trés outras proteinas com porgio SH2
associam-se ao IRS-: SH-PTP2, GRB-2 e Nck. Tais proteinas estio envolvidas com o

crescimento celular.

O IRS-1 € o substrato especifico para os receptores de insulina e IGF-1.
Todavia, demonstrou-se, recentemente, que pode também ser fosforilade quando
estimulado por interleucina-4 (MYERS et al, 1993), horménio do crescimenio (GH)
(SOUZA et al,, 1994 ) e angiotensina I (SAAD et al., 1995).
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Portanto, apos a ligagio ao seu receptor, a insulina desencadeara um sinal que
se micia com a auto-fosforilagdo do receptor e as conseqiientes fosforilacdes do IRS-1 e
IRS-2. Estas duas proteinas fosforiladas terdo entdo o papel de “ancoradouros” de varias
enzimas ¢ adaptadores moleculares, determinando uma cascata de reagdes intracelulares
covalentes e ndo covalentes, que multiplicarfo o sinal ¢ os efeitos bioldgicos finais.
Portanto, o estudo da regulagdc do IRS-1 em tecidos hepatico € muscular de modelos
animais de resisténcia 4 insulina, pode contribuir para a compreensio dos mecanismos
moleculares envolvidos em tais modelos. Sabe-se, também, que em tais tecidos, a
hipoinsulinemia ¢ acompanhada de aumento na fosforilagio em tirosina do receptor e do
IRS-1, assim como sua associagdo a PI 3-guinase (SAAD et al, 1992; FOLLI et al,
1993). A hiperinsulinemia, por sua vez, leva & acentuada diminuicfio na intensidade das
etapas iniciais da a¢do insulinica (SAAD et al., 1992; FOLLI et al,, 1993; SAAD et al.,
1994; SAAD, FOLLI & KAHN, 1995). Ainda nestes estudos, demonstrou-se que os

niveis de IRS-1 apresentam uma regulagdo tecido-especifica.

1.2. EFEITOS DA COMPOSICAO DA DIETA E DO CONTEUDO
LIPIDICO NA SENSIBILIDADE A INSULINA

Em 1972 foi proposto por Singer e Nicolson o modelo do mosaico fluido
para explicar a estrutura da membrana celular, que consiste de uma dupla camada lipidica,
composta por fosfolipides polares e colesterol, onde encontram-se “dissolvidas” algumas
proteinas importantes, tais como enzimas ¢ receptores (SINGER & NICOLSON, 1972).

Deste entéo, tém-se estudado o papel da composigio desses lipides na fisiologia celular.

Varios estudos com cultura de diferentes linhagens de células, tém
demonstrado que alteragbes na composigdo dos acidos graxos dos fosfolipides de
membrana e do conteido de colesterol podem levar 3 modificagBes na fluidicidade da
mesma, assim como alterar algumas de suas propriedades, tais como transporte ativo,
ligagio a receptores, fagocitose, endocitose e outras (SPECTOR & YOREK, 1985).Essas
alteragBes na composigio dos fosfolipides podem ser induzidas por alteragbes na
composi¢do dos acidos graxos da dieta (CLANDININ et al, 1991).

Introducéo 8



Fatores nutricionais tém sido relacionados com o desenvolvimento de
resisténcia a insulina, principalmente relacionados & concentragio de lipides na dieta ¢ 2
composi¢do desses lipides quanto ao tipo de acidos graxos. Ja em 1978, foi demonstrada a
associagfio entre resisténcia a insulina e utilizagio de dieta hiperlipidica (OLEFSK] &
SAEKOW, 1978). Com a descoberta que o receptor de insulina € uma molécula de
localizagiio transmembrana, formulou-se a hipdtese que alteragdes na composi¢do dos
fosfolipides induzidas por dietas poderiam estar envolvidas na resisténcia insulinica

observada nessas situagdes.

Estudos tanto in vifro como in vivo, tém evidenciado que dietas ricas em
lipides levam & diminuigéo das agBes biologicas da insulina tanto em figado, como nos
tecidos adiposo € muscular (GRUNDLEGER & THENEN, 1982; SUSINI & LAVAU,
1978, KRAEGEN et al,, 1986, STORLIEN et al., 1986). Mais do que a concentragio de
lipidios em relagdo aos demais componentes da dieta, a composigio desses lipidios quanto
ao tipo de acidos graxos, demonstrou-se ser fundamental no desenvolvimento da
resisténcia 4 insulina. Em estudo feito com adipécitos, alteragdes na relagio da
concentragdo de acidos graxos poliinsaturados e saturados (P/S) determinou maior ligagio
da insulina quanto maior esta relagio (FIELD et al, 1989). Em adipécitos de ratos
estudados in vifro, observou-se que a maior concentragio de acidos graxos
poliinsaturados determinou alteragGes na composi¢io dos fosfolipides de membrana e
incremento no transporte de glicose (SANDRA et al, 1984). Storlien ¢ colaboradores
estudaram ratos tratados com dietas contendo 59% de lipides, com variagio na
composigdo dos acidos graxos quanto & saturagio, através de clamp hiperinsulinémico
euglicémico e observaram diferencas no grau de resisténcia 4 insulina apresentada por
esses animais, tendo sido mais grave a resisténcia no grupo que recebeu a dieta composta
por écidos graxos saturados (STORLIEN et al, 1991). Avaliando-se o transporte de
glicose em vesiculas de membrana citoplasmatica extraidas de musculo esquelético de
ratos tratados com dietas com 60% ou 10% do contetdo calérico em lipides, apds
exercicio ou estimulo insulinico, observou-se menor velocidade no transporte de glicose
no grupo tratado com a dieta hipetlipidica em ambas as situagdes de estimuio (ROSHOLT
et al, 1994). Em ratos com diabetes induzido por estreptozotocina, a dieta hiperlipidica
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ocasionou piora da doenga, através de maior produgdio hepatica de glicose, evidenciada
pela técnica do clamp euglic€mico hiperinsulinémico (TRAIANEDES, PROJETTO &
O'DEA, 1992).

Também em humanos os efeitos de uma dieta hiperlipidica sio evidentes. Uma
grande amostra de individuos ndio diabéticos, participantes do “Atherosclerosis Risk in
Communities (ARIC) Study” foi estudada quanto & composigio de seus 4cidos graxos
plasmaticos e observou-se forte correlagio positiva entre a concentragio de insulina
plasmatica no jejum ¢ a presenga de acidos graxos saturados, moderada correlagio inversa
entre a insulinemia de jejum e a porcentagem de acidos graxos monoinsaturados e
nerhuma associagdo com a porcentagem de acidos graxos poliinsaturados (FOLSON et
al, 1996). Em pacientes diabéticos do tipo 1, previamente bem controlados
metabolicamente, submetidos 4 uma dieta hiperlipidica e pobre em carboidratos complexos
durante 2 semanas, evidenciou-se resposta exacerbada da glicose plasmatica & uma
refei¢do usual (IRELAND, O'DEA & NANKERVIS, 1992). Entretanto, 0 mecanismo
molecular de resisténcia 4 insulina induzida por dietas hiperfipidicas ndo esta

completamente elucidado.

O GLUT-4 ¢ um transportador de glicose expresso em tecidos adiposo e
muscular (FUKUMOTO et al., 1989) e portanto, fundamental na homeostase da glicose.
Assim, outros estudos procuraram avaliar se o uso de dieta rica em lipides poderia levar 4
menor utilizagdo periférica de glicose por alterar a expressdo ou a cinética do GLUT-4.
Em adipécitos de ratos alimentados com uma dieta contendo 80% de lipides por 7
semanas, observou-se redugdo de 94% no RNA mensageiro do GLUT-4 e de 92% na
proteina (PEDERSEN et al., 1991). Quando se estudou o misculo esquelético do mesmo
grupo de animais, a expressdo do GLUT-4 foi suprimida em 34% (KAHN & PEDERSEN,
1992). No entanto, quando a dieta utilizada apresentava menor concentragio de lipides
que a anterior (60%) e o periodo de tratamento também foi menor (3-4 semarnas), nio
houve alteragdo na expressio do GLUT—4 em tecido muscular (ROSHOLT, KING &
HORTON, 1994), sugerindo que tal efeito ¢ especifico para adipécitos. Em outro estudo

08 autores compararam a utilizagio periférica de glicose através do método da
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2-deoxi-D-glicose, em misculo soleus de ratos tratados com duas dietas cujo contetdo
lipidico foi de 40% e 5%, respectivamente, durante 10 semanas. Os resultados
demonstraram que no grupo tratado com a dieta com maior concentragio lipidica, houve
menor utilizagio de glicose, diminuigdo significativa no mRNA do GLUT-4 e nenhuma
alteragio no mRINA do receptor de insulina (KIM et al., 1994).

Em musculo esquelético a translocacio das vesiculas de GLUT-4 localizadas
no citoplasma até a membrana celular onde se processa o transporte de glicose, ocorre
tanto por estimulo insulinico (KLIB et al., 1987), como por estimulo da contracio
muscular, que é célcio-dependente (HIRSHMAN et al., 1990; LUND et al., 1995). Em um
estudo em que se investigou a utilizagho periférica de glicose em musculo soleus de
camundongos tratados durante 3-4 semanas ou 8 semanas com uma dieta hiperlipidica
(55% de lipides, 24% de carboidratos e 21% de proteinas), ap6s estimulo insulinico,
houve diminuigdo de 35-40% na utilizagio da glicose, independente do tempo de duracio
da dieta. A atividade da hexoquinase I ¢ II e a expressio do GLUT-4 nestes animais
permaneceu normal. Apds o estimulo com insulina, a translocagio do GLUT-4 para a
superficic celular diminuiu 50%.e a ativagio da PI 3-quinase diminuiu em 36%. A
expressdo das duas subunidades da PI 3-quinase (pp85 ¢ ppll0) foi normal. Estes
resultados sugerem que a dieta hiperlipidica diminui a captagio periférica de glicose
induzida pela insulina provavelmente por um defeito na ativagio da PI 3-quinase e na
translocagdo das vesiculas contendo GLUT-4 (ZIERATH et al., 1997).

Como descrito anteriormente, a ativagiio da PI 3-quinase € distal 4 fosforilaggo
do receptor de insulina € do IRS-1. Entretanto essas duas etapas iniciais da agfio insulinica
ndo foram ainda investigadas em tecidos hepético e muscular de ratos tratados com dieta
hiperlipidica. O estudo deste modelo de resisténcia € importante, ja que a dieta alimentar
tem papel fundamental no controle metabdlico do diabete, e dietas ricas em lipides,
semelhante ao padrio alimentar ocidental, relacionam-se com obesidade, diabete do tipo 2,

dislipidemia e macroangiopatia.
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2. OBJETIVOS




O objetivo do presente estudo foi:

Estudar a concentragdo tecidual e o grau de fosforilagfo apds estimulo insulinico
do receptor de insulina e do IRS-1, assim como a associagdo desse substrato com a PI 3-

guinase em figado e muasculo de ratos alimentados com uma dieta hiperlipidica.
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3. MATERIAL E
METODOS




3.1. ANIMAIJS

Foram utilizados ratos (Rattus novergicus, variedade albina), da linhagem
Wistar-Hannover, machos, com 302 dias de idade, fornecidos pelo Biotério Central da
UNICAMP, Campinas-SP. Inicialmente os animais eram divididos em dois grupos iguais
denominados controle e dieta hiperlipidica, conforme fossem receber a dieta padrio ou a
dieta a ser estudada, com concentragio de lipides correspondendo a 59% do contetido
caldrico total da dieta, compostos por 4cidos graxos saturados. Cada grupo foi tratado
durante 3042 dias com as dietas e 4gua ad Lbitum. A dieta padrio é semethante & que
comumente ¢ utilizada em biotérios, apenas com a apresentagio modificada para
assemelhar-se 4 dieta em estudo. Ambas as dietas foram preparadas no Departamento de
Fisiologia da Faculdade de Educaglio Fisicas da UNESP-SP. A tabela abaixo especifica a

composi¢do de cada uma das dietas:

Durante o periodo de alimentacdo, os animais foram acomodados em gaiolas

plasticas, contendo, cada uma, no maximo seis espécimes, ¢ mantidos em condigdes de
fotoperiodo (12 x 12h).

Os animais foram mantidos em jejum de i2-14 horas antes de cada experimento.
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3.2. MATERIAS

Os reagentes ¢ aparelhos para eletroforese em gel de dodecil sulfato de sodio e
poliacrilamida (SDS-PAGE) foram da Bio-Rad (Richmond, CA). Metanohidroximetilamina
(TRIS), felmetilsulfonilfluoreto (PSMF), aprotimina e ditiotreitol (DTT) foram da Sigma
Chemical Co. (St. Louis Mo). Insulina Mista regular procedente da Biobras. Proteina A com
iodo radioativo (') fornecida pela Amersham (UK) e proteina A Sepharose 6 MB da
Pharmacia (Uppsala, Suécia). A membrana de nitrocelulose BA 85, 0,2um) foi proveniente
de Schleider e Schuell. O anticorpo monoclonal anti-fosfotirosina e o anticorpo policlonal
anti-PI 3-quinase (p85) foram obtidos da Upstate Biotechnology Incorporated (UBI, Lake
Placid, NY). Também foi utilizado anticorpo anti-fosfotirosina monoclonal adquirido da
Santa Cruz Biotechnology. Inc.. Os anticorpos anti-IRS-1 ¢ anti-receptor de insulina foram
obtidos em coelho (Saad et al, 1993) ¢ gentilmente cedidos pelos Drs. C. Ronald Kahn,
Morris F. White e Xiao Jian Sun (Joslin Diabetes Center). A insulina foi dosada por RIE
usando kif da Diagnostic Systems Laboratories (Webster, Texas).

As solugdes empregadas nos experimentos estdo descritas abaixo.
3.2.1. Tampio de extragiio A (extrato total)

Utilizada para a extracdio das proteinas celulares dos tecidos estudados. Contém:
Trisma base pH 7,5 (hidroximetil amino metano) 100 mM, EDTA (Acido etileno-diamino
tetracético) 10 mM, pirofosfato de sédio 100 mM, fluoreto de sddio 10mM, ortovanadato

de s6dic10mM. O ortovanadato deve ser adicionado 4 solugio imediatamente antes do uso.

3.2.2. Tampéo de Laemmli (5X)

Utilizado para estocar o material extraido e para aplicagio no gel de
poliacrilamida. Contém: Azul de bromofenol 0,1%, fosfato de sodio 1M pH 7,0, glicerol
50% e SDS 20%.
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3.2.3. Solugéio tampio para eletroforese em gel (SDS-PAGE)

Utilizada para a realizagfio da eletroforese das proteinas extraidas no gel SDS-
PAGE. A solugio deve ser diluida 1:4. Contém: Trisma base 0,2M, glicina 1,52M, EDTA
7.18M e SDS 0,4%.

3.2.4. Solucao tampiao para transferéncia

Utilizada para a transferéncia das proteinas separadas no SDS-PAGE para a
membrana de nitrocelulose. Contém: Trisma base 25mM, glicina 129mM, Metanol 20% e
SDS 0,02% para facilitar a eluigio de proteinas de alto peso molecular. Deve ser estocada a

4°C.
3.2.5. Solucio tampio para SDS-PAGE, gel de resolugio (“resolving™)

Utilizada para o preparo do SDS-PAGE, gel de resolugio. E um tampdo
composto de : EDTA 4mM, SDS 25% e trisma base 1,5M. O pH da soluciio deve ser

ajustado para 8,9 com acido cloridrico.
3.2.6. Solugio tampao para SDS-PAGE, gel de empilhamento (“stacking™)

Utilizada no preparo do SDS-PAGE, gel de empilhamento das proteinas.
Contém: EDTA 4mM, SDS 2% e trisma base 10 mM .O pH deve ser ajustado para 6,7 com

acido fosforico.
3.2.7. Seln¢iio Basal

Solugdo basica utilizada para o manuseic da membrana de nitrocelulose apds
transferéncia das proteinas. Contém: cloreto de sédio 0,15M, trisma base 0,01M, Tweer 20

0,05%.
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3.2.8. Solucfie bloqueadora

Utilizada para incubar a membrana de nitrocelulose logo apds a transferéncia.
Contém: 5% de leite em pé desnatado (Molico®) e azida sddica 0,02% dissolvidos em

solugdo basal.
3.2.9. Soluciio para anticorpos

Solugdo onde se dilui os anticorpos especificos. Contém: 0,3% de soro atbumina
bovino (BSA) ¢ azida sédica 0,02% diluidos em soluggo basal.

3.2.10. Tampio de extracio B (imunoprecipitacio)

Utilizado na extragdo de proteinas que serfio imunoprecipitadas. Contém: trisma
base 100mM, EDTA 10mM, pirofosfato de sbdio 100mM, fluoreto de sodio 10mM,
ortovanadato de sodio 10 mM, PMSF 2mM (diluido em alcool etilico), triton X 100 1%,
aprotimina 10 3% (0,1 mg/ml). Esta solugdo deve ser mantida a 4°C. O ortovanadato,

PSMF e a aprotimina devem ser acrescidos no momento do uso.
3.2.11. Solugio tampdo para lavagem do imunoprecipitado

Contém: Trisma base 100mM., EDTA 1mM, ortovanadato de sodio 2mM e
triton X-100 0,5%.

3.2.12. Solugio com proteina A marcada com ** 1

Solugiio que contém a proteina A com 'L o que permite a marcagdo dos
anticorpos especificos e sua visualizagfio através de auto-radiografias. Contém 0,1% de

atbumina dissolvida em solugdio basal com 0,01 pCi de proteina A marcada com 21,
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3.3. METODOS

3.3.1. Procedimentos com animais

Apds o periodo de tratamento com as diferentes dietas ,0s animais foram
mantidos em jejum alimentar, nfio hidrico, por 12-14 horas ¢ submetidos & retirada dos
tecidos conforme descrito & seguir. Tanto o grupo controle como o tratado com a dieta
hiperlipidica foram divididos em dois subgrupos: negafivo, sem estimulo insulinico e

positive, com estimulo insulinico.
3.3.2. Acesso e retirada dos tecidos

Os experimentos foram realizados pela manhd, sendo os animais anestesiados
por inalagfio com éter, até que os reflexos corneano e de retirada da pata a dor estivessem
abolidos. Foram entdo colocados em decubito ventral e, apds tricotomia da regifio
abdominal foi feita uma incisdo de aproximadamente 3 cm de extensdo, longitudinal, abaixo
da apofise xifbide, abrangendo pele e tecido celular subcutineo. A seguir, abriu-se com
tesoura cirlrgica a musculatura retoabdominal, via linha alba, atingindo-se a cavidade
abdominal ¢ 2 veia porta sendo entdo individualizada. Em seguida procedeu-se 4 exposi¢io
do musculo gastrocnémio da pata traseira. Nos animais do grupo negativo a veia porta foi
puncionada ¢ foi injetada 0,5ml de solugdo salina 0,9%.No grupo positivo foi realizada a
injeclio de insulina regular 60pg, diluida em solucdo salina de forma que o volume total

mjetado nos dois casos foi equivalente.

Apébs 30 e 60 minutos, respectivamente, foram retirados pequenos fragmentos
de figado e musculo gastrocnémio. Os fragmentos foram homogeneizados com um polyiron
PTA 20s (Brinkmann Instruments modelo PT 10/35) em 10 volumes de tampéo de extracio
e mantidos 4 4°C. Em experimentos anteriores (SAAD et al, 1992) demonstrou-se que a
fosforilagio maxima do IRS-1, apds infusdo de insulina na veia porta, 4 concentragdes de
10° & 10° M, ocorre entre 30 e 60 segundos no figado e entre 1 e 4 minutos em musculo.
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3.3.3. Manuseio do extrato total

O matenal extraido foi centrifugado em microcentrifuga refricerada a 4°C
(Bioanalytical) a 12.000 rpm por 40 minutos; parte do sobrepadante foi utilizada para
determinagdo da concentragfo de proteinas por fragmento de tecido extraido e outra para

aplica¢io no SDS-PAGE.

A determinagdo da concentragdo protéica foi feita pelo método
fotocolorimétrico do biureto (BRADFORD, MM., 1976), onde foi utilizado reagente da
Bio Rad.

Para aplicagio no SDS-PAGE, armazenou-se o sobrenadante em aliquotas com
tampdo de Laemmii (LAEMMLI, 1970) acrescido de DTT 200mM, numa propor¢do de 1:5
( 400 pi do sobrenadante em 100ul do tamp3o de Laemmili com DTT ). Este material foi

entdo fervido a 100°C por 5 minutos e imediatamente era aplicado no gel.
3.3.4. Immunoblotting ou Westernblotting

Foram aplicados no SDS-PAGE de 2mm, 20011g de proteina por amostra, tendo
sido o gel balizado por marcador de alto peso molecular, para gel de poliacrilamida, da Bie
Rad, e que contém: miosina (206 kDa), B galactosidase (117 kDa), BSA (89 kDa) e
ovalbumina (47 kDa).

A eletroforese foi efetuada em cuba de minigel Mini -PROTEAN® 11 Cell da
Bio Rad, com solugio tampdo para eletroforese previamente diluida. O SDS-PAGE foi
inicialmente submetido a 20 volts, até a passagem da linha demarcada pela fase de
empilhamento (“stacking™) e 100 volts até o final do gel de resolugiio (“resolving”). A
seguir, as proteinas separadas no SDS-PAGE, foram transferidas para membrana de
nitrocelulose, utilizando-se o equipamento de eletrotransferéncia do minigel da Bio Rad.
Durante a transferéncia a cuba foi mantida a 120 volts por 150 minutos.( TOWBIN,
SRAEHLIN, GORDON,1979). Para evitar-se aumento excessivo da temperatura, foram

efetuadas trocas sucessivas da forma de gelo durante a transferéncia.
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As membranas com as proteinas transferidas foram incubadas em solugdo
blogqueadora por duas horas a temperatura ambiente, e depois lavadas em solugo basal por

trés sessdes de dez minutos para subsequente incubagio com anticorpo especifico.

Tal incubacfo era feita overnight a 4°C por 14-16 horas, sob agitagio constante
e, novamente, as membranas eram lavadas com solugfio basal por quatro sesses de dez
minutos. A seguir, novamente incubadas, agora em 10 ml de solugio basal com 2 uCi de
proteina A marcada com I (30uCi/ug), durante 4 horas, a temperatura ambiente. Apds a
incubagdo, novamente lavadas com solugdo basal por cinco sessdes de dez minutos, secas e
expostas em filme de RX (Eastman Kodak, Rochester, NY) , usando-se intensificador
(Cronex Lightning Plus intensifying screens - DuPont, Wilmington, DE) O cassete foi
mantido 2 temperatura de —80°C. Apds 12 a 48 horas, o filme foi revelado de forma

convencional.

Uma vez 1dentificadas as bandas das auto-radiografias, procedeu-se a leitura por
densitometria 6ptica, quantificando suas éreas. A partir de entdio, realizou-se a anilise dos
dados, comparando-se o valor obtido no tecido do animal controle com o experimental, de

forma que sempre houvesse controle dentro de um experimento.
3.3.5. Imunoprecipitac¢io

Para a imunoprecipitagdc, os tecidos dos animais foram extraidos e
homogeneizados em tampio de extragio (B) a 4 °C. Em seguida, amostras foram
submetidas a centrifugagdo por 35 min, a 12.000 rpm, sempre a 4 °C. Usou-se. a solugio
sobrenadante das amostras para imunoprecipitagio com anticorpos especificos apds a
normalizacdc do volume por concentragio protéica, como o descrito previamente para o
extrato total, e as referidas amostras foram incubadas com o amicorpo. asti-receptor de
insulina e anti-IRS-1, permanecendo sob agitagio continua, a 4 °C, por 12 - 14 horas. A
seguir, foram acrescentados 50 wl de proteina A-Sepharose 6 MB para precipitagio do
complexo proteina/anti-RI ou proteina/anti-IRS-1, mantendo-se sob agitagio continua a 4°C
por duas horas. Entdo, foram novamente centrifugadas por 15 minutos a 12.000 rpm a 4 °C,

desprezou-se o sobrenadante, e lavou-se, por trés vezes, o precipitado com a solucdo
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tampdo para lavagem. No final do procedimento de lavagem do precipitado este foi
novamente suspenso, agora em tampdo de Laemmli, fervido por 5 minutos e submetido 4
eletroforese em SDS-PAGE 6%. Os passos seguintes foram os mesmos ja descritos para o

immunoblotting.
3.3.6. Determinacdes bioquimicas
3.3.6.1. Glicose sérica

As concentragdes de glicose séricas foram determinadas por método enzimatico

da glicose-oxidase.
3.3.6.2, Acidos graxos livres (AGL)

Para determinagdo das concentragSes de AGL, foram adicionadas a 0,3ml de
soro, 7ml de uma mistura de solventes composta por: cloroférmio, heptano e metanol, na
proporgao de 28:21:1. Em seguida a miatura foi fortemente agitada e centrifugada a 700
rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi aspirado e a ele acrescentada uma solugio de
Cu(NQs), 0,05mM, trietanolamina 0,10 mM, NaOH 035 mM e NaCl 35% a pH 8.1,
seguida de nova agitacdo e centrifugagio. A 3ml do sobrenadante foram adicionados 0,5ml
de solugdo de dietilditiocarbonato de sddio e a concentragio de AGL foi medida a 43 5nm
contra curva de calibragdo de acido palmitico (REGOW et al., 1971).

3.3.6.6. Dosagem de insulina

A insulina plasmatica foi determinada por radioimunoensaio juntando-se 0,1ml
de cada amostra (em duplicata) a 0,2ml de uma solugio contendo anticorpo anti-insulina
(1:200) e insulina marcada com "I em tampdo fosfato pH 7.4 acrescido de NaCl 0,9% e
albumina 0,5%. Foram preparados controles com apenas 0,2ml do tamp3o fosfato contendo
insulina marcada'®1 para avaliagio da radiagio méxima e com 0,2mi do tampio fosfato.
contendo insulina marcadal e 0,lml de tapiio fosfato para determinar possiveis

interferéncias no ensaio pelos componentes do tampio. Foi t utilizado, como o zero da

Material e Métodos 22



curva padrio, controle com 0,2ml de solugdo tampdo fosfato contendo insulina marcada co

(**T) e anticorpo anti-insulina ¢ 0,1ml de tampéo fosfato.

Em seguida preparou-se em triplicata uma curva padrdo com 0,1ml de insulina
nas seguintes concentragdes: 0,02; 0,039; 0,078; 0,16; 0,31; 0,63; 1,25; 2,5 e 5,0 ng/ml.
Cada amostra dessa série recebeu 0,2ml de solugfio tampfo fosfato contendo insulina
marcada'”l e anticorpo anti-insulina. No final da preparagio , todas as amostras foram

agitadas em vortex e estocadas a 4°C, durante 48 h.

No final do periodo de incubagfio, todos os tubos receberam 0,2ml de solugdo
contendo 2,5% de carvio (Norit A) e 0,5% de albumina e 0,25% de dextran T 70, exceto as
amostras para avaliagiio da radiagdo maxima. Apds repouse de 20 minutos, procedeu-se a
centrifugacdo a 2800 rpm, por 20 min, a 4°C. O sobrenadanie foi descartado e a
radioatividade de cada amosra avaliada por contador gama. As concentragdes desconhecidas
foram calculadas 2 partir da curva padrdo e os resultados expressos em ng/ml (HERBERT et
al., 1965).

3.3.7. Teste de tolerdncia a insulina

Quatro animais do grupo controle e sete do grupo experimental foram
submetidos ao teste de tolerdncia a insulina endovenosa (ITT). Através da puncio da veia
porta, foram colhidas amostras de sangue para dosagem de glicemia e insulina basais. Apos
infusdo de insulina na concentragéio de 10”°M, foram colhidas novas amostras para dosagem
de glicemia, nos tempos 4, 8, 12 ¢ 16 minutos, através de corte na extremidade distal da
cauda dos animais. A velocidade constante de desaparecimento da glicose (K™) foi calculada
pela férmula 0,693/t1/2. O t1/2 da glicose foi calculado a partir da inclinacio da curva de
regressio minima, durante a fase linear de declinio da concentragio plasmatica de glicose
(BONORA et al,1989).
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3.3.8. Retirada de tecidos para estudo anidtomo-patolégico

Em dois animais do grupo controle e em trés do grupo submetido a dieta
hiperlipidica procedeu-se a retirada de fragmentos de ~5mm de figado, fixados em alcool

70%. Os cortes foram feitos em parafina e corados em hematoxilina-eosina (HE).
3.3.9. Analise estatistica

Para comparagio dos valores foram utilizados o teste t de Student para dados
pareados e ndo pareados conforme indicado. O nivel de significAncia empregado foi p<0,05.
Os resultados sfo expressos como unidades arbitrarias, representando a MédiatESM da

variagdo percentual em relagdo ao controle, que foi sempre 100%.
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4. RESULTADOS




4.1. CARACTERISTICAS GERAIS DOS ANIMAIS

A TABELA 1 demonstra as caracteristicas gerais dos animais utilizados nos
experimentos, tals como peso, dosagens de glicemia ¢ insulina plasmatica em jejum e apos

alimentagdo e dosagem de acidos graxos livres (AGL).

A média do peso dos antmais tratados com a dieta hiperlipidica foi
significativamente maior do que a dos animats controles (297,38+10,16g vs 265,58+7,18g,
p<0,05), correspondendo a 12%. Esta diferenca foi semelhante a observada em outro estudo
em que utilizou-se dieta de composi¢iio semelhante por 10 semanas (CHEN et al, 1992),
embora em outros trabalhos isto ndo tenha sido observado (STEVENSON et al 1996;
ZIERATH et al, 1997).

A média das glicemias apresentadas pelos animais em estudo ndo diferiu dos
controles tanto em sitwagio de jejum (118,40£6,42 vs 95,33+11,68 mg/dl), como
alimentados (112,80+4,97 vs 122,5+5,92 mg/dl). A insulinemia dos animais tratados com a
dieta hiperlipidica, tanto no jejum, como alimentados, apresentou tendéncia a ser mais baixa,
mas sem significado estatistico (Jejum: 0,75+0,17 vs 2,2740,37 ng/ml, p=0,126;
alimentados: 0,6010,29 vs 1,094+0,27 ng/ml, p=0,305).

Tabela 1: Caracteristicas gerais dos animais

¥ p<0,05

Os resultados s3o expressos como Média £ SEM (erro padrdo). O nimero de

animais € mostrado entre parénteses.
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4.2. CARACTERIZACAO DA SENSIBILIDADE A INSULINA:
VELOCIDADE DE DESAPARECIMENTO DA GLICOSE (Ki)

A FIGURA 1 demonstra, graficamente, a velocidade de desaparecimento da
ghicose (Kix) em teste curto de tolerincia 4 insulina, realizado nos primeiros 16 minutos apos
administracdio do horménio. A Kix apresenta-se significativamente menor nos animais
tratados com a dieta hiperlipidica comparada aos controles (1,65£0,43 %/min vs
4,26+0,71%/min, p<0,05), caracterizando-se assim, a resisténcia a insulina neste modelo
animal. A TABELA 2 mostra as velocidades de desaparecimento de glicose em ambos os

grupos: controle e tratado com a dieta hiperlipidica.

4.3. CARACTERIZACAO ANATOMOPATOLOGICA

O aspecto macroscopico do figado dos amimais tratados com a dieta hiperlipidica
era de discretamente amarelado e a observagic por microscopia optica dos fragmentos de
tecido hepatico corados em hematoxilina-eosina (HE), evidenciou esteatose microgoticular
de grau leve a moderado, naqueles provenientes dos animais tratados com a dieta

hiperlipidica.

4.4. EFEITO DA DIETA HIPERLIPIDICA NAS ETAPAS INICIAIS DA ACAO
INSULINICA EM RATOS

4.4.1. Efeito da dieta hiperlipidica na regulacio do receptor de insulina e

do IRS-1 em tecido hepatico

As amostras de tecido hepatico foram submetidas ac immunoblotting com
anticorpo contra a por¢io COOH-terminal do receptor de insulina e nfo observou-se

alteracéio significativa na concentragdo protéica deste receptor nos animais tratados com a
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dieta hiperlipidica, quando comparada com a dos animais que receberam a dieta controle
(Fig. 2 A). A representacio grafica da analise por densitometria Optica das auto-radiografias
de 6 experimentos, evidenciou que o nivel protéico do receptor de insulina correspondeu a

87137 % do controle (p=0,818) (Fig. 2-B).

Quando se realizou a imunoprecipitagio das amostras de tecido hepatico com
anticorpo anti- receptor de insulina e immunoblotting com anticorpo anti-fosfotirosina, nio
houve nenhuma diferenga na fosforilagdo da subunidade B de 95kDa do receptor induzida
pela insulina enire os grupos estudados (Fig. 3-A). A fosforilagiio do receptor nos animais

tratados com a dieta hiperlipidica foi 99+21% da observada nos controles (Fig. 3-B).

Para se estudar a concentragio do IRS-1 em figado, procedeu-se ao
immunoblotting das amostras com anticorpo especifico contra o IRS-1 ¢ observou-se
aumento na concentragio deste substrato nos animais tratados com a dieta hiperlipidica em
relaglo aos controles ( Fig.4-A). A Figura 4-B € a representagio grafica deste resultado,
apos analise por densitometria Optica de 8 experimentos, evidenciando que este aumento foi

da ordem de 51:17% em relagéio ao controle (* p=0,05).

A fosforilagdo do IRS-1 foi entdo estudada através da imunoprecipitacio das
amostras com anticorpo contra IRS-1 e, a seguir immunoblotting com anticorpo anti-
fosfotirosina. Observou-se um aumento evidente na fosforilagio apds estimulo insulinico,
semelhante ao encontrado na concentragdo protéica ( Fig.5-A). A anélise de 9 experimentos,
demonstrou que a fosforilagéo do IRS-1 nos animais tratados com 2 dieta hiperlipidica foi

64+22% superior a observada nos animais controles (* p<0,05) { Fig. 5-B).

Tendo em vista a importéncia da associagio do IRS-1 com a enzima PI 3-
quinase no transporte de glicose, estudou-se esta associagdio através da incubagio das
membranas de nitrocelulose que continham amostras previamente imunoprecipitadas com
anticorpo contra IRS-1 com anticorpo especifico contra a subunidade de 85kDa da PI 3-
quinase. Este procedimento foi possivel j& que estudos anteriores (BACKER ez al., 1992;
FOLLI et al,, 1993; ARAKI et al., 1994, GIORGETTI ef al., 1993; HADARI et al., 1992,
KELLY & RUDERMAN, 1993) sugerem a existéncia de uma interacio relativamente
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estavel e de alta afinidade entre o IRS-1 e a subunidade de 85 kDa da PI 3-quinase, de tal
forma que ambas as proteinas podem ser co-precipitadas com anticorpos especificos contra
qualquer uma delas. Nas amostras hepaticas observou-se uma discreta banda correspondente
a P1 3-quinase no estado basal, que tornou-se bastante evidente apos estimulo com insulina,
embora sem diferenga significativa entre os grupos estudados. A associagdo IRS-1/PI 3-
quinase nos animais tratados com a dieta hiperlipidica correspondeu a 89+17% quando
comparada aos controles (Fig. 6-A,B). Para determinar qual o papel da concentragdo desta
enzima nos resultados acima relatados, efetuou-se immunoblotting das amostras com
anticorpo contra a sua subunidade de 85kDa e o resultado foi semelhante, ou seja, ndo
houve diferenga entre os grupos (dieta controle=100% e dieta hiperlipidica=107+17)

(Fig. 7-A,B).

Figura 1: Velocidade de desaparecimento da glicose (K1 ) em ratos controles e
tratados com a dieta hiperlipidica. Os animais foram submetidos ao teste curto
de tolerancia a insulina , tendo sido administrada 6pg de insulina endovenosa e
as amostras coletados nos tempo 4, 8, 12 e 16 minutos apos a injegdo. O K, foi
calculado como esta previamente descrito em Métodos e os resultados sdo

expressos como a Média + EPM. A significancia estratistica é expressa como *

P<0,05.
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A) Blot.: a RI

Figura 2: Amostras de tecido hepatico de ratos foram submetidas a

immunoblottingcom anticorpo anti-receptor de insulina (RI). A: a banda C refere-se
aos controles e a banda DH aos animais tratados com a dieta hiperlipidica. B: nivel
protéico do receptor de insulina expresso como a média + EPM da densitometria

optica realizadanas auto-radiografias de 5 e 7 experimentos, respectivamente .
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A) IP: a RI
Blot.: o PY

C DH

Insulinaex» (- T1I1- +]

B)

Figura 3: Amostras de tecido hepatico de ratos foram submetidas a imunoprecipitagdo

com anticorpo anti-receptor de insulina e immunoblotting com anticorpo anti-
fosfotirosina. A: a banda C refere-se aos controles e a banda DH aos animais tratados
com a dieta hiperlipidica, antes (-) e apds (+) estimulo insulinico. B: o grau de
fosforilagdo do receptor de insulina € expresso pela média + EPM da densitometria

optica realizada nas auto-radiografias de 6 experimentos.
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A) Blot.: a TRS-1

Figura 4: Amostras de tecido hepatico de ratos foram submetidas a immunoblotting

com anticorpo anti-IRS-1. A: a banda C corresponde aos controles e a banda DH aos
animais tratados com a dieta hiperlipidica . B: nivel protéico do IRS-1 expresso como a

media + EPM da densitometria Optica realizada nas auto-radiografias de 8 experimentos

( * p<0,05).
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IP: o IRS-1
Blot.: a PY

C DH

Insulina e» | — +|| _ +|

<o [IRS-1

Figura 5: Amostras de tecido hepatico de ratos foram submetidas a imunoprecipitagio

com anticorpo anti-IRS-1 e immunoblottingcom anticorpo anti-fosfotirosina (PY). A: a
banda C corresponde aos controles e a banda DH aos animais tratados com a dieta
hiperlipidica. B: grau de fosforilagdo do IRS-1 expresso como a média + EPM da

densitometria Optica realizada nas auto-radiografias de 9 experimen-tos ( * p<0,05).
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A)1P:  aIRS-1
Blot.: o PI 3-K

C DH

Insulina e» I_' L

Figura 6: Amostras de tecido hepatico de ratos foram submetidas a

imunoprecipitagdo com anticorpo anti-IRS-1 e immunoblotting com anticorpo anti-
PI 3-K. A: a banda C refere-se aos controles e a banda DH aos animais tratados
com a dieta hiperlipidica apés estimulo insulinico (+). B: o grau de associagio
IRS-1/PI 3-K ¢é expresso pela média + EPM da densitometria optica realizada nas

auto-radiografias de 6 experimentos.
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A)

Blot.: o PI 3-K

Figura 7: Amostras de tecido hepatico de ratos foram submetidas a

immunobloting com anticorpo anti-PI 3-K. A: a banda C refere-se aos controles e
a banda DH aos animais tratados com a dieta hiperlipidica. B: o nivel protéico é
expresso graficamente como a média + EPM das densitometria dptica realizada

nas auto-radiografias de 8 experimentos.
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4.4.2. Efeito da dieta hiperlipidica na regulacio do receptor de insulina e

do IRS-1 em tecido muscular

O receptor de insulina foi inicialmente avaliado quanto 4 sua concentragio em
musculo, realizando-se immunoblotting dos extratos com anticorpo especifico. A Figura 8-A
demonstra que ndo houve diferenca entre os niveis do receptor de insulina neste tecido entre
os grupos estudados . A andlise das auto-radiografias de 7 experimentos por densitometria
Optica evidenciou que, no grupo que recebeu a dieta experimental, o nivel protéico
correspondeu a 106324% do controle ( Fig. 8-B). A fosforilagdo do receptor de insulina foi
avaliada pela imunoprecipitagio prévia dos extratos com anticorpe contra 0 mesmo e, em
seguida immmumoblotting com anticorpo anti-fosfotirosina. Observou-se que houve
diminui¢io na fosforilagdo do receptor apds estimulo insulinico (Fig. 9-A), embora a andlise
das auto-radiografias de 6 experimentos tenha demonstrado que a fosforilagdo do grupo
experimental correspondeu a 73%£18% da observada nos controles, valor sem significado
estatistico (p=0,216) (Fig. 9-B).

Para caracterizar a regulagio do IRS-1, as amostras foram inicialmente
submetidas a immunoblotting com anticorpo contra IRS-1 e nfio foi encontrada diferenca
significativa entre os grupo (Fig. 10-A-B). No entanto, quando se efetuou a
imunoprecipitagio prévia com anticorpo contra TRS-1 ¢ posterior immunoblotting com
anticorpo contra fosfotirosina, para avaliar a fosforilagio desse substrato induzida pela
insulina, observou-se diminui¢gdo acentuada da fosforilagio do IRS-1 nos animais tratados
com a adieta experimental em relagio aos controles (Fig. 11-A). A anélise de 8
experimentos mostrou que a fosforilagéio no grupo experimental foi de 50£11% do controle,
diferenca eststisticamente significativa: p<0,05 (Fig. 11-B).

A associagdo IRS-1/PI 3-quinase também mostrou-se claramente diminuida no
grupo experimental. A analise das auto-radiografias de 6 experimentos por densitometria
optica evidenciou que a associagio IRS-1/PI 3-quinase corresponden a 52+11% do
controle (p<0,05) (Fig. 12-A,B). A concentragio da enzima PI 3-quinase no misculo dos
animais tratados com a dieta hiperlipidica mostrou-se inalterada, sendo 99+8% da observada
nos animais controles (Fig. 13-B). Assim, esta reducdo na associagdo IRS-1/PI 3-quinase
provavelmente € conseqiiéncia da menor fosforilagdo do Irs-1 e independe de alteragdes na
concentragio da PI 3-quinase.

A Tabela 2 resume os resultados encontrados.
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A) Blot.: o RI

Figura 8: Amostras de tecido muscular de ratos foram submetidas a immunoblotitng

com anticorpo anti-receptor de insulina (RI). A: a banda C corresponde aos controles
e a banda DH aos animais tratados com a dieta hiperlipidica. B: nivel protéico do
receptor de insulina expresso como a média + EPM da densitometria optica realizada

nas auto-radiografias de 6 experimentos.

Resultados 37



A)

IP: o RI
Blot.: oo PY

C DH

+ 1=+

Insulina e» | —

Figura 9: Amostras de tecido muscular de ratos foram submetidas a

imunoprecipitacdo com anticorpo anti-receptor de insulina (RI) e immunoblotting
com anticorpo anti-fosfotirosina (PY). A: a banda C corresponde aos controles e a
banda DH aos animais tratados com a dieta hiperlipidica apds estimulo insulinico (+).
B: grau de fosforilagao do receptor de insulina expresso como a média + EPM da
densitometria optica realizada nas auto-radiografias de 8 e 7 experimentos,

respectivamente.
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A) Blot.: a IRS-1

IRS-1e-35

Figura 10: Amostras de tecido muscular de ratos foram submetidas & immumnoblotting

com anticorpo anti-IRS-1. A: a banda C refere-se aos controles e a banda DH aos
ammais tratados com a dieta hiperlipidica . B: nivel protéico do IRS-1 expresso
graficamente como a média + EPM da densitometria Optica realizada nas auto-

radiografias de 8 experimentos .
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A) IP: o IRS-1
Blot.: a PY

C DH

Figura 11: Amostras de tecido muscular de ratos foram submetidas a imunoprecipitagdo
com anticorpo anti-IRS-1 e immunoblotting com anticorpo anti-fosfotirosina (PY). A: a
banda C refere-se aos controles e a banda DH aos animais tratados com a dieta
hiperlipidica, antes (-) e apos (+) estimulo insulinico . B: o grau de fosforilagdo do IRS-1
¢ expresso como a média + EPM da densitometria optica realizada nas auto-radiografias

de 8 experimentos. (* p < 0,05).
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A)

IP: o IRS-1
Biot.: o PI 3-K

C DH

Insulina e l_ "‘| l* ‘f‘l

Figura 12: Amostras de tecido muscular de ratos foram submetidas a

imunoprecipitagdo com anticorpo anti-IRS-1 e immunoblotting com anticorpo
anti-PI 3-K. A: a banda C refere-se aos controles e a banda DH aos animais
tratados com a dieta hiperlipidica, antes (-) e ap6s (+) estimulo insulinico.B: grau
de associagdo IRS-1/PI 3-K expresso pela média + EPM da densitometria dptica

realizadaem 6 experimentos.*p<0,05.
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A)

B)

Blot.: o PI 3-K

arias

r

9. Ao

Figura 13: Amostras de tecido muscular de ratos foram submetidas a

immunobloting com anticorpo anti-PI 3-K. A: a banda C refere-se aos controles e
a banda DH aos animais tratados com a dieta hiperlipidica. B: o nivel protéico &
expresso graficamente como a média + EPM dadensitometria optica realizada

nas auto-radiografias de 8 experimentos.
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Tabela 2: Resumo dos resultados encontrados em figado e musculo..
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5. DISCUSSAO




A transmissdo do sinal insulimico inicia-se com a ligag8o do hormdnio a
subunidade o de seu receptor especifico cuja localizagdo ¢ transmembrana. Tal ligagio ativa
a capacidade tirosina quinase da subunidade B do receptor, levando a autofosforilagio da
mesma e a fosforilacdo de substratos enddgenos como o IRS-1 (SUN et al., 1992) e IRS-2
(SUN et al, 1995), ambos constituintes da pp185. Estes substratos possuem varios sitios de
fosforilacio em serina, treonina e tirosina. Na molécula de IRS-I, nove dos sitios de
fosforilagio em tirosina apresentam uma sequéncia de aminoacidos, YMXM OU YXXM,
onde o Y é tirosina, X corresponde a qualquer aminoacido e M € metionina. Quando ocorre
fosforilagdo de tirosina nestes sitios, da-se uma intera¢io nfo covalente entre a molécula de
IRS-1 e outras proteinas sinalizadoras, principalmente aquelas que apresentam dominios
SH2 (BACKER et al., 1992; FOLLI et al., 1993; KUHNE et al, 1993; PAWSOM T.,
1995). Uma dessas moléculas € a PI 3-quinase que ¢ ativada apos a associagio com o TRS-1,
Outras proteinas que também sfo fosforiladas apds o estimulo insulinico sdo: ecto-ATPase
(LIN & GUIDOTTI, 1989), a pp60 (LAVAN & LIENHARD, 1993), o Shc (KOVACINA
& ROTH, 1993) e 0 JAK2 (SAAD et al, 1996).

O estudo das etapas iniciais da ag¢do insulinica tém sido feito tanto in vifro,
através da utilizaciic de receptores de insulina parcialmente punficados e substratos

exdgenos e in vivo, apOs a administracdo de insulina, em diferentes modelos animais.

Os métodos in vifro foram inicialmente empregados no estudo da sinalizagdo
insulinica, fazendo uso de receptores parcialmente purificados e determinando-se a atividade
quinase em direcdo a alguns substratos exdgenos, tais como histonas (ROTHENBERG,
WHITE & KAHN, 1990). Ainda que tenham sido uteis na compreensfio da fisiologia do
receptor, tais procedimentos estdo sujeitos 4 uma série de artefatos bioquimicos resultantes
da homogeneizagdo do tecido e purificacBo do receptor, tais como protedlise e
desfosforilacdo consegiiente a presenga de fosfatases que podem contaminar o meio
(KATHURIA et al, 1986). Por outro lado, a remogdo do receptor da membrana plasmatica
mterfere nas suas interagdes com outros componentes celulares € na sua atividade tirosina
quinase (FEHLMAN et al, 1985). A atividade quinase, quando estudada in vitro, também
varia dependendo do substrato exdgeno utilizado (ROTHENBERG et al, 1990).
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O método de estudo utilizado neste trabalho, consiste da estimulagiio in vivo
com insulina, extragdo ¢ homogeneizagdo dos tecidos hepatico e muscular em condigdes
desnaturantes ou em condigdes proprias para imunoprecipitagio e posterior
“immunoblotting” com anticorpos especificos. Esta metodologia permite avaliar a
fosforilagdio e portanto, a atividade quinase do receptor de insulina ¢ de seus substratos,

neste dois tecidos fundamentais na homeostase da glicose (SAAD et al., 1989).

Foram entio estudadas as etapas iniciais da ac¢do da insulina em ratos
alimentados com uma dieta cujo contetido calérico foi predominantemente de lipides

compostos por acidos graxos saturados, que constitui um modelo de resisténcia insulinica.

Para caracterizar a resisténcia 4 insulina neste grupo de animais, realizamos o
teste curto de tolerdncia 4 insulina (ITT). A técnica do clamp euglicémico ou hiperglicémico
(DeFRONZO, TOBIN & ANDRES, 1979) tem sido tradicionalmente utilizada na
determinagdo de agdo da insulina in vivo em humanos e em animais e, ainda que seja um
método bastante sensivel, € de dificil execugdo. BONORA e colaboradores demonstraram
em individuos obesos e diabéticos, que o teste curto de tolerancia & insulina (ITT) com a
determinag8o da velocidade de desaparecimento da glicose pode ser um método alternativo
de avaliagio da sensibilidade a insulina, apresentando boa correlagio com os resultados
obtidos com o clamp, e sendo mais facilmente executado (BONORA et al, 1989). Uma
critica que poderia ser feita a utilizacfio do ITT como forma de avaliagio da agdio insulinica
viria da influéncia dos horménios contrarreguladores (glucagon, catecolaminas, cortisol e
GH), retardando o decaimento da glicose. No entanto, a resposta contrarregulatéria ocorre
15-20 minutos apds a injecio de insulina (GARBER et al, 1976, RIZZA et al., 1979;

GERICH et al.,, 1980) e portanto, o teste de curta duragio nio apresenta tal inconveniente.

Nossos resultados demonstraram diminuigio significativa da velocidade de
desaparecimento da glicose no grupo experimental, confirmando nesse modelo a resisténcia

insulinica amplamente documentada na literatura.
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E interessante destacar que os animais alimentados com dietas hipertipidicas,
apesar da resisténcia 4 insulina, ndo apresentaram hiperinsulinemia. Esses resultados estio
em concordancia com outros estudos que também utilizaram esse modelo animal (KAHN &

PEDERSEN, 1992; KIM et al., 1994).

Varias hipoteses tém sido formuladas com o objetivo de explicar o mecanismo
de resisténcia induzida por dietas hiperlipidicas. Uma delas considera que a concentragio e
composicdo dos lipides da dieta poderiam alterar a constituigio dos fosfolipides e a
concentragdo de colesterol da membrana celular, modificando a cinética de proteinas nela
localizadas, dentre elas o receptor de insulina, cuja capacidade de ligagdo e atividade quinase
poderiam ser afetadas (CLANDININ et al., 1991). Esses efeitos foram observados em
membranas extraidas de adipécitos de ratos alimentados com dieta hiperlipidica, em que
houve sensivel diminui¢do da ligagdo da insulina (FIELD, 1988). Também em cultura de
células (linfocitos IM-9 e fibroblastos NIH 3T3) foram demonstradas variagdes no grau de
fosforilagdo do receptor e da ppl85 dependendo da composigdo lipidica da membrana
(ZOPPINI & KAHN, 1992). No entanto, em nosso estudo ndio observamos alteragio
significativa na concentragio ou na autofosforilagdo do receptor de insulina em tecidos
hepatico ou muscular, sugerindo que o defeito possa estar em uma etapa mais distal da

transmissido do sinal.

Ao contrario do que foi observado em outros modelos de resisténcia a insulina,
tais como tratamento com dexametasona (KARASIK & KAHN, 1988; SAAD et al., 1993),
camundongos ob/ob (SAAD et al, 1992), envelhecimento (CARVALHO et al,, 1996),
tratamento cronico com GH (THIRONE et al, 1997), em que houve diminuicio da
concentragdo e da fosforilagio do IRS-1 em tecido hepatico, no modelo da dieta
hiperlipidica encontramos aumento de ~50% na concentragio e de ~60% na fosforilagio

desse substrato nesse tecido.

Aumentos dos niveis ¢ grau de fosforilagdio do IRS-1 no tecido hepatico,
também foram observados em outros modelos animais de resisténcia a insulina sem
hiperinsulinemia. SAAD e colaboradores demonstraram que ratos submetidos 4 jejum de 72

horas ou com diabete induzido por estreptozotocina, situagBes de menor agfio insulinica,
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apresentaram aumento moderado nos niveis teciduais desse substrato do receptor de insulina
nesse tecido (SAAD et al, 1992). Nosso modelo de resisténcia, assim como os acima
descritos, apresentam clara tendéncia a hipoinsulinemia e, como observado em cultura de
células, a hiperinsulinemia induz “down-regulation” e a hipoinsulinemia “up-regulation” do
IRS-1, provavelmente por maior ou menor degradacfio dessa proteina (SUN et al., 1992).
Essa regulac@io do IRS-1 pela insulinemia € exclusiva do figado, ndo tendo sido demonstrada
em musculo, em nenhum modelo animal de resisténcia 4 insulina, confirmando a modulagdo

tecido-especifica dessa proteina.

Esse aumento da concentragio e fosforilagio do IRS-1 ndo significa,
especificamente, melhor transmissio do sinal insulinico em tecido hepatico, podendo
inclusive, contribuir para a resisténcia 2 insulina, como foi observado em cultura de células
(SUN et al, 1992; YAMAUCHI & PESSIN, 1994). O IRS-1 possui varias porcdes
YMXM/YXXM que se associam com diferentes proteinas sinalizadoras e assim, quando
hiperfosforilado, pode ligar-se a algumas dessas proteinas em detrimento de outras,
favorecendo vias da transmissao do sial, n3o relacionadas ao metabolismo da glicose
(YAMAUCHI & PESSIN., 1994).

Nesse sentido, o fato de ndo se encontrar aumento na associagio IRS-1/PI 3-
quinase em figado, sugere uma dificuldade de interagio dessas proteinas, ja que seria
esperado aumento na associagdo IRS-1/PI 3-quinase, proporcional a elevagio na
fosforilagio do IRS-1 (SAAD et al., 1992; SAAD et al., 1993; SAAD et al., 1994; SAAD et
al., 1995). Portanto, seria importante a investigagio da ativagio da PI 3-quinase em tecido
hepatico desse modelo de resisténcia 4 insulina, porque existe a possibilidade desta interagio
IRS-1/PI 3-quinase ndio ser acompanbada de ativagio da Gltima. E possivel também que
defeitos distais a interagdo IRS-1/PI 3-quinase possam contribuir para a menor sensibilidade

a insulina em figado de animais tratados com dieta hiperlipidica.

O ciclo glicose/4acidos graxos tem sido usado para explicar resisténcia a insulina
em diversas situagdes fisiopatologicas, uma vez que, em tecido hepatico, a metabolizagio de
acidos graxos pode regular o metabolismo de glicose (RANDLE et al., 1963).A maior
ingestdo de lipides ocasiona acumulo de triglicérides no figado (QAKES et al, 1994), ¢
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ensaios in vitro t€m demonstrado que a maior oxidagio de 4cidos graxos aumenta a
gliconeogénese (RUDERMAN, TOEWS & SHAFRIR, 1969). Alguns dos estudos com
dietas hiperlipidicas tém evidenciado aumento na produgdo hepatica de glicose. Através da
técnica do clamp euglicémico, STORLIEN e colaboradores demonstraram tal efeito em
ratos tratados por 30 dias com dietas contendo 59% de lipides com composigio variada
(STORLIEN et al, 1991). Em recente estudo também com clamp euglicémico
hiperinsulinémico, OAKES ¢ colaboradores constataram menor efeito supressor da insulina
sobre a produgdo hepatica de glicose nos animais submetidos a dieta hiperlipidica. A
produgdo hepatica de glicose ¢ conseqiiente a neoglicogénese e glicogendlise. Esses autores
demonstraram que a elevada oxida¢fo de 4cidos graxos tinha um papel na menor supressio
da neoglicogénese, mas com pouca ou nenhuma influéncia na elevada produgio hepatica de
glicose. A menor capacidade de supressdo da produgdio hepatica de glicose induzida pela
insulina, € conseqliéncia de alteragSes na glicogendlise, com menor bloqueio da G-6-Pase

(glicose-6 fosfatase) e menor atividade da glucoquinase (OAKES et al., 1997).

No entanto, o tecido mais importante no metabolismo de glicose, responsavel
por ~90% da captagdo dessa hexose induzida pela insulina, € o tecido muscular esquelético
(DeFRONZO et al, 1981) e também no modelo da dieta hiperlipidica, ¢ nele que
observamos as alteragdes mais relevantes. Ainda que ndo tenhamos evidenciado diferengas
na concentracio e na fosforilagio do receptor de insulina em tecide muscular nesse modelo,
quando comparadas aos controles, alteragdes na composicio dos lipides constituintes da
membrana celular, poderiam alterar a capacidade tirosina-quinase do receptor ou a interagio
deste com seu substrato. Nossos resultados demonstraram que a concentragdo do IRS-1
manteve-se inalterada, mas a fosforilagdo e a associagdo IRS-1/PI 3-quinase apresentaram
diminuigdo de ~50% nesse tecido, comparando-se aos controles. ZOPPINI & KAHN,
utilizando cultura de células, demonstraram variagGes significativas no gran de fosforilagio
do receptor de insulina a da ppl85 induzidas pela insulina, sugerindo que alteragBes no

contetrdo lipidico de membrana alteram a transmissio do sinal insulinico.
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Em animais tratados com a dieta hiperlipidica, a maior disponibilidade de lipides
pode aumentar a sintese de diacilglicerol que ativa a proteina-quinase C (PKC). Um
mecanismo importante na regulacio das etapas iniciais da a¢do insulinica atua atraves da
fosforilagdo do IRS-1 em serina e treonina (MAYERS & WHITE, 1996). Essa regulagio,
que foi descrita recentemente, pode ser evidenciada em cultura de células utilizando-se
metodologia variada (TANTI, et al., 1994). Foi demonstrado que a fosforilagdo do IRS-1
em serina ou treonina reduz significativamente a capacidade do receptor de insulina
fosforilar esse substrato em tirosina, dificuitando a transmissdo do sinal insulinico. Diversas
enzimas, que apresentam capacidade serina-quinase, tais como a propria PI 3-quinase, a
MAP quinase, a proteina quinase C e a proteina quinase A, podem fosforilar 0 IRS-1 em
serina ou treonina , induzindo estes efeitos. Assim, a ativagcdo da PKC, fosfonilando o IRS-1
em serina, poderia ser um mecanismo para explicar a menor fosforilagio em tirosina e a

menor interagdo deste com a PI 3-quinase.

Deve-se considerar também a acdio de fosfotirosina fosfatases, como um outro
mecamsmo regulatério , que induziria maior desfosforilagio do IRS-1 e portanto, menor
associagdo deste com a PI 3-quinase. Ainda que ndo haja dados na literatura referentes a

estas enzimas na dieta hiperiipidica, tal efeito merece tnvestigagdo futura.

A msulina induz a captagfo de glicose em tecidos periféricos, especialmente no
musculo através da translocagio de vesiculas contendo GLUT4 do citoplasma para a
membrana plasmatica (STEPHENS & PILCH, 1995; RICE & GARNER, 1994,
QUON et al., 1995). O GLUT4 ¢ o transportador de glicose especifico do musculo e tecido
adiposo. Varios métodos experimentais tém evidenciado o papel da PI 3-quinase na
translocagiio do GLUT4 estimulada pela insulina (CHEATAM et al., 1994; HARA et al.,
1994; OKADA et al., 1994; HARUTA et al., 1995). Em um estudo em que se determinou
uma mutagdo na PI 3-quinase com delecio no sitio de ligaco na subunidade pli0,

demonstrou-se que a captagdo de ghcose estimulada pela insulina diminuiu

(HARA et al., 1994).
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Também utilizando-se inibidores da enzima tais como o wortmannin e o
LY294002, foi observado que a captacdo de glicose induzida pela insulina diminuiu
(CLARKE et al,, 1994; YEH et al., 1995, SANCHES-MARGALET et al., 1994). Essas
evidéncias sdo bastante significativas e sugerem que a ativagio da PI 3-quinase € necessaria

para a captagéo de glicose induzida pela insulina.

Sendo assim, a diminuigio da associagio IRS-1/PI 3-quinase pode estar
relacionada & menor captagio de glicose presente nesse modelo, ainda que ndo tenhamos

estudado diretamente a ativagdo da PI 3-quinase.

A regulagio dos niveis teciduais e da translocagdo do GLUT4 também ja foram
investigadas nesse modelo animal de resisténcia insulinica. Enquanto alguns estudos tém
demonstrado que o uso da dieta rica em lipides resulta na diminui¢do da concentragiio do
mRNA de GLUT4 em musculo de ratos (KIM et al., 1994; KAHN & PEDERSEN, 1993),
outros ndo observaram esse efeito (HAN et al., 1997; KUSUMOKI et al., 1993; WAKE et
al., 1991). Por outro lado, a translocagéo do GLUT4 para a membrana celular e o transporte
de glicose no miisculo podem ser estimulades por duas vias distintas, uma desencadeada
pela msulina e outra por contragio muscular ¢ andxia. Ha controvérsia também a respeito
dos efeitos da dieta hiperlipidica nessas duas vias, alguns sugerindo que a via da contragio
muscular permanece normal (KUSUMOKI et al.; 19993; LIU, et al., 1996) enquanto outros
sugerem que tal via € inibida tanto quanto a via dependente de insulina (ROSHOLT, KING
& HORTON, 1994). ZIERATH e colaboradores, estudando ambas as vias de estimulo da
captagio de glicose em ratos submetidos & dieta contendo 55% de lipides, evidenciaram
alteragdo somente na via de estimulo insulinico, sugerindo, ainda, que tal efeito seria

secundario 4 menor ativagdo da PI 3-quinase (ZIERATH et al., 1997).

Deve-se considerar também que animais tratados com a dieta hiperlipidica
apresentam actimulo de trighcérides no musculo, 0 que poderia levar & maior oxidagio de
acidos graxos, inibindo a captagio de glicose via ciclo da glicose/acido graxo (RANDLE et
al., 1963). O mecanismo pelo qual tal efeito poderia ocorrer seria um aumento na

concentragdo de glicose-6-fosfato levando & inibigio da hexoquinase. Para avaliar tal

possibilidade, HAN e colaboradores efetuaram experimento em que inicialmente
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promoveram a captagdo de 3-O-metilglicose por tecido muscular esquelético em animais
tratados ou ndo com dieta hiperlipidica e observaram diminuigio de 47% na captacio apés
estimulo insulinico nos ratos tratados. A 3-O-metilglicose ¢ um analogo da glicose que ¢
transportado no musculo pelo mesmo processo, mas que nfo ¢ fosforilado, sendo assim, tal
resultado excluiu a hipotese de inibigdo da hexoquinase. Em seguida, com o intuito de
avaliar a a¢8o direta da oxidagdo dos acidos graxos, realizaram o mesmo experimento em
situag@o de andxia e o resultado fot diminui¢io de 41% na captagdo da 3-O-metilglicose no
mesmo grupo. Para os autores, esses resultados tornam menos provavel a possibilidade de
que a oxidagdo de acidos graxos possa desempenhar um papel relevante no mecanismo de

resisténcia observado nesse modelo (HAN, 1997).

Em conclusdo, os resultados desse estudo demonstram que animais alimentados
com dieta hiperlipidica durante 4 semanas, apresentam resisténcia insulinica acompanhada de
maior concentragiio e fosforilagdo do IRS-1 em figado e menor fosforilagio e associagdo
IRS-1/P] 3-quinase em musculo. E provavel que tais alteragBes nas etapas iniciais da acdo
insulinica, principalmente em tecido muscular, possam contribuir para a resisténcia

observada nesse modelo.
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6. CONCLUSAO




Os resultados obtidos nesse trabalho sugerem as seguintes conclusdes:

¢ A alimentagdo com dieta hiperlipidica induziu resisténcia & insulina, comprovada pelo

ITT de curta duragio.

e Tanto a concentragio como a fosforilagio do receptor de insulina permanecera
inalteradas em ambos os tecidos, hepatico e muscular, nos animais tratados com a

dieta hiperlipidica.

e A concentragdo e a fosforilagdo do IRS-1 em figado aumentaram significativamente,

ainda que nio tenha havido alteragio na associagdo do IRS-1 com a PI 3-quinase.

* Em mdsculo, a concentragdo de IRS-1 nZo mudou nos animais submetidos & dieta
hiperlipidica, mas a fosforilacio desse substrato, assim como sua associagio com a Pl

3-quinase diminuiram significativamente.

o E provavel que tais alteragdes nas etapas iniciais da ago insulinica, principalmente em

tecido muscular, possam contribuir para a resisténcia observadas nesse modelo.

Conclusaes 54



7. SUMMARY




Insulin stimulates the tyrosine kinase activity of its receptor resulting in the
tyrosine phosphorylation of the cytosolic substrate, insulin receptor substrate-1 (IRS-1),
which In tum associates with and activates phosphatidylinositol 3-kinase (P 3-kinase).
Feeding diets high in fat content causes insulin resistance. However, the exact molecular
mechanism is unknown. In the present study we have examined the levels and
phosphorylation status of the insulin receptor, IRS-1, as well as the association between
IRS-1/PI 3-kinase, in the liver and muscle of rats fed high-fat diet (59% saturated fat) by
immunoblotting ~ with specific antibodies. The levels and the insulin-stimulated
autophosphorylation of the insulin receptor, as determined by immunoblotting with an
antiphosphotyrosine antibody, are similar in the liver and muscle in both the high fat-diet fed
and chow-diet fed rats. In the liver, the IRS-1 protein levels increased 51+£17% (p<0,03)
and in samples previously immunoprecipitated with anti-IRS-1 antibody and blotted with
antiphosphotyrosine antibody, there was a increase in the insulin stimulated IRS-1
phosphorylation levels to 64+22% (p<0,05) in the high fat-diet fed animals. In contrast, the
msulin-stitnulated phosphorylation of IRS-1 in muscle of high fat-diet fed rats was reduced
to 50£12% (p<0,05), although there was no change in protein levels. The insulin-stimulated
IRS-1 association with PI 3-kinase decreased to 52+11% (p<0,05) in muscle of the rats fed
high fat-diet, but was no change in the liver. These data suggest that changes in the early
steps of insulin signal transduction may have a role in the insulin resistance observed in high
fat-fed animals.
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9. ANEXOS




ANEXO 01

TABELA 3: Tabela contendo as velocidades de desaparecimento da glicose, obtidas a partir
do teste curto de tolerdncia a insulina (ITT), nos grupos controle e dieta hiperlipidica. Os
resultados sdo expressos como MédiatErro Padrao da Média (M), Desvio Padrao da Média
(DPM) ¢ a significéncia estatistica como *p.
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ANEXO 02

TABELA 4: Medida da densitometria dptica das bandas correspondentes a subunidade B do
receptor de insulina, detectadas através do immunoblotting com anticorpo anti-receptor de
msulina em amostras de tecido hepatico de ratos nos dois grupos estudados. Os resultados
sdo expressos como Media, Desvio Padrio da Média ¢ Erro Padrio da Média. A analise
estatistica utilizada foi o teste t nfo pareado,. sendo os resultados convertidos em unidades
arbitrarias e a comparagdo feita através de percentual. A significincia estatistica ¢ expressa
COmo p.




ANEXOQ 03

TABELA 5: Medida da densitometria optica das bandas correspondentes a fosforilagdo do
receptor de insulina, detectadas através do immunoblotting com anticorpo antifosfotirosina
(anti-PY) em amostras de tecido hepatico de ratos nos dois grupos estudados. Os resultados
s80 expressos como Média, Desvio Padrdo da Média e Erro Padrdo da Média. A andlise
estatistica utilizada fo1 o teste t ndo pareado,. sendo os resultados convertidos em unidades
arbitrarias e a comparacdo feita através de percentual. A significincia estatistica € expressa

como p.




ANEXO 04

TABELA 6: Medida da densitometria optica das bandas correspondentes ao substrato 1 do
receptor de insulina (TRS-1), detectadas através do immunoblotting com anticorpo anti-IRS-
1 em amostras de tecido hepatico de ratos nos dois grupos estudados. Os resultados sio
expressos como Média, Desvio Padriio da Média e Erro Padriio da Média. A anilise
estatistica utilizada foi o teste t ndo pareado,. sendo os resultados convertidos em unidades
arbitrarias e a comparagdo feita através de percentual. A significincia estatistica é expressa
como p.




ANEXO0O 05

TABELA 7: Medida da densitometria optica das bandas correspondentes a fosforilagio do
IRS-1, detectadas através do immunoblotting com aniicorpo antifosfotirosina (anti-PY) em
amostras de tecido hepatico de ratos nos dois grupos estudados. Os resultados sio
expressos como Média, Desvio Padrio da Média ¢ Erro Padrio da Média. A anilise
estatistica utilizada foi o teste t ndo pareado,. sendo os resultados convertidos em unidades
arbitrarias ¢ a comparagao feita através de percentual. A significincia estatistica é expressa

como p.
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ANEXO 06

TABELA 8: Medida da densitometria optica das bandas correspondentes 4 PI 3-quinase,
detectadas através do immmmoblotting com anticorpo anti-PI 3-quinase em amostras de
tecido hepético de ratos nos dois grupos estudados. Os resultados sio expressos como
Média, Desvio Padrao da Média e Erro Padrio da Média. A anilise estatistica utilizada foi o
teste t ndo pareado, sende os resultados convertidos em unidades arbitrarias e a
comparagdo feita através de percentual. A significincia estatistica ¢ expressa como p.
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ANEXO 07

TABELA 9: Medida da densitometria 6ptica das bandas correspondentes & fosforilagio do
IRS-lem amostras previamente inmmnoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-1 e
immunoblotting com anticorpo antifosfotirosina (anti-PY) e anti-PI 3-quinase, para avaliar a
associagdo IRS-1/PI 3-quinase em amostras de tecido hepatico de ratos nos dois grupos
estudados. Os resultados sdo expressos como Média, Desvic Padrio da Média e Erro
Padrdo da Média. A anilise estatistica utilizada foi o teste t nio pareado,. sendo os
resultados convertidos em unidades arbitrarias e a comparacéo feita através de percentual. A
significdncia estatistica é expressa como p.

Densitometria Optica
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ANEXO 08

TABELA 10: Medida da densitometria Optica das bandas correspondentes a subunidade B
do receptor de insulina, detectadas através do immunoblotting com anticorpo anti-receptor
de insulina em amostras de tecido muscular de ratos nos dois grupos estudados. Os
resultados s3o expressos como Média, Desvio Padrdo da Média e Erro Padriio da Média. A
analise estatistica utilizada foi o teste t nfo pareado,. sendo os resultados convertidos em
unidades arbitrarias e a comparagéo feita através de percentual. A significincia estatistica é

expressa como p.
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ANEXO 9

TABELA 11: Medida da densitometria dptica das bandas correspondentes 4 fosforilagdo do
receptor de insulina, detectadas através do immmunoblotting com anticorpo antifosfotirosina
(anti-PY) em amostras de tecido muscular de ratos nos dois grupos estudados. Os
resultados s3o expressos como Média, Desvio Padrido da Média e Erro Padrdo da Média. A
analise estatistica utilizada foi o teste t nio pareado,. sendo os resultados convertidos em
unidades arbitrarias e a comparaggo feita através de percentual. A significincia estatistica ¢

expressa como p.
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ANEXO 10

TABELA 12: Medida da densitometria optica das bandas correspondentes ao substrato 1
do receptor de insulina (IRS-1), detectadas através do immunoblotting com anticorpo anti-
IRS-1 em amostras de tecido muscular de ratos nos dois grupos estudados. Os resultados
sio expressos como Média, Desvio Padrdo da Média e Erro Padriio da Média. A anélise
estatistica utilizada foi o teste t ndo pareado,. sendo os resultados convertidos em unidades

arbitrarias ¢ a comparagdo feita através de percentual. A significlncia estatistica € expressa
COmo p.




ANEXO 11

TABELA 13: Medida da densitometria optica das bandas correspondentes a fosforilagio do
IRS-1, detectadas através do immunoblotting com anticorpo antifosfotirosina (anti-PY) em
amostras de tecido muscular de ratos nos dois grupos estudados. Os resultados sdo
expressos como Média, Desvio Padrio da Média e Erro Padrdo da Média. A anahise
estatistica utilizada foi o teste t ndo pareado,. sendo os resultados convertidos em unidades
arbitranias e a comparacdo feita através de percentual. A significincia estatistica ¢ expressa
como p.
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ANEXO 12

TABELA 14: Medida da densitometria optica das bandas correspondentes & PI 3-quinase,
detectadas através do immunoblotting com anticorpo anti-PI 3-quinase em amostras de
tecido muscular de ratos nos dois grupos estudados. Os resultados sdo expressos como
Média, Desvio Padrio da Média e Erro Padrio da Média. A anélise estatistica utilizada foi o
teste t ndo pareado,. sendo os resultados convertidos em unidades arbitrarias ¢ a
comparagdo feita através de percentual. A significincia estatistica € expressa como p.
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ANEXO 13

TABELA. 15: Medida da densitometria optica das bandas correspondentes a fosforilagio do
IRS-lem amostras previamente imunoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-1 e
immunoblotting com anticorpo antifosfotirosina (anti-PY) e anti-PI 3-quinase, para avaliar a
associacio IRS-1/PI 3-quinase em amostras de tecido muscular de ratos nos dois grupos
estudados. Os resultados sio expressos como Média, Desvio Padrio da Média e Erro
Padrio da Média. A analise estatistica utilizada foi o teste t nfo pareado,. sendo o0s
resultados convertidos em unidades arbitrarias e a comparagéo feita através de percentual. A
significincia estatistica € expressa como p.
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