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As células da superficie ocular assim como os tecidos das glindulas salivares e
lacrimais respondem & insulina quando em cultura, e podem sofrer modulagfio no seu ritmo
de proliferagio quando expostas a este hormdnio. Os objetivos do presente estudo foram:
(1) investigar a presenca da insulina no filme lacrimal; (2) identificar o receptor de insulina,
bem como os elementos participantes da via de sinalizagfo intracelular da insulina nestes
tecidos; (3) conhecer os efeitos de diabetes mellitus, envelbecimento e género sobre as
etapas iniciais da sinalizagfo da insulina em glindulas lacrimais € salivares de ratos. A
presen¢a de insulina pa lagrima foi avaliada por radioimuncensaio enquanto que a
identificagio dos elementos envolvidos na transmissfio do sinal insulinico ¢ a resposta
celular a0 horménio foram avaliados através de imunohistoquimica, imunoprecipitagdo e
“imunoblotting”. A insulina foi identificada em l4grima humana, havendo aparente relagio
com niveis circulatérios do hormdnio. Demonstrou-se que: o receptor de insulina e o IGF-
IR estdo presentes na cOrnea € na conjuntiva humana, e também que o RI, IRS-1, IRS-2,
She, IGF-IR e STAT-1 estdo presentes em glandulas lacrimais e salivares de ratos; a
fosforilagio insulino-induzida do receptor de insulina foi significativamente menor em
glindula lacrimal de ratos diabéticos, senis e do género femimno se comparados a seus
respectivos grupos-controle; a fosforilagdo do receptor de msulina foi significativamente
menor em glandulas salivares de ratos velhos e do gémero femmnino do que em seus
respectivos grupos-controle. O presente estudo traz evidéncias da agfio da insulina sobre
glandulas lacrimais e salivares, e na superficie ocular, bem como indicios de que o diabetes
mellitus, o envelbecimento € o género influenciam a transmissfio do sinal da insulina em

glindulas lacrimais ¢ salivares.
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Glandulas salivares e lacrimais sdo tecidos com fungdio secretdria exdcrina,
cujos produtos, saliva e lagrima respectivamente, sfio responsdveis pela protegfo e
preservacfio das estruturas da cavidade oral e da superficie ocular. As atividade dessas
glandulas sfo reguladas por estimulos neurais, imunes e hormonais,

As glindulas lacrimais s@o responsdveis pela secreciio da fracdo aquosa do
filme lacrimal carreando além de 4gua, nutrientes e eletrolitos utilizados para umidificar e
manter o metabolismo da superficie ocular, o que € fundamental para que se obtenha 6tima
qualidade 6ptica da imagem (ROCHA, ROCHA, PENA, 2000; RIEGER, 1992). A lagrima
tarbém contém agentes envolvidos em vigildncia imunoldgica tais como imunoglobulinas,
lizosimas e lactoferrinas, e fatores de crescimento responsiveis por proporcionar estimulo
de diferenciaclio ¢ crescimento celular necessdrios no reparo de lesGes ou na prépria
renovacio do epitélio ocular (ROCHA et al., 2000b; PLUGFELDER, 1998; WILSON,
1991). Da mesma forma, as glindulas salivares, que possuem origem embrionéria similar
&s lacrimais (GARCIA, JECKEL NETO, GARCIA-FERNANDEZ, 1991), secretam a
saliva na cavidade oral, secre¢fio esta que desempenha papel de lubrificacio, defesa
imunolégica e de adjuvante nos passos iniciais da digestdo dos alimentos (VISSINK,
SPIRJKERVET, AMERONGEN, 1996).

As glandulas salivares e lacrimais podem ser acometidas por doencas
degenerativas que levam a uma progressiva perda funcional com conseqgiiente manifestacao
de olho seco e boca seca. Tais degeneragdes podem ser decorrentes de uma adenite
autoimune como a presente na Sindrome de Sjogren (SULLIVAN et al., 1997; TODA et
al., 1999), por alteragdes de cardter indeterminado presentes em doencas cronicas como
diabetes mellitus (RAMOS-REMUS, SUAREZ-ALMAZOR, RUSSEL, 1994; SEIFART &
STREMPEL, 1994; GOEBBELS, 2000; SREEBNY et al., 1989; MURRAH, 1985), ou
ainda no processo fisioloégico de envelhecimento (ASTOR, HANFT, CIOCON, 1999;
THOMSON et al., 1999, VISSINK, SPIRIKERVET, AMERONGEN, 1996; MCGILL et
al, 1984; BROMBERG & WELCH, 1985; MATHERS, LANE, ZIMMERMAN, 1996).
Sabe-se ainda que existern diferengas determinadas pelo género quanto a morfologia e
funcionalidade das glindulas salivares ¢ lacrimais (JACOBY & LEESON, 1959;
SULLIVAN et al., 1998). Além disso, pesquisas recentes indicam que estas diferengas véo
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além dos aspectos morfofuncionais e podem estar relacionadas a fisiopatologia das
alteragdes presentes na sindrome de Sjégren (SATO & SULLIVAN, 1993; ROCHA ef dl.,
1993; SULLIVAN et al., 1998; TODA et al., 1999; ROCHA et al, 2000c).

A superficie ocular por sua vez contém clementos para a protegdo ocular,
distribuigio de lagrima, secrecio de componentes do filme lacrimal como lipides ¢ mucinas
(TSENG & TSUBOTA, 1997) ¢ a mais poderosa estrutura refrativa do olho humano: a
cornea, um tecido avascular, transparente, portanto uma lente com cerca de 48 dioptrias,
que também atua como prote¢fio contra agentes externos (PEPOSE & UBELS, 1992).

O olho seco e a boca seca, que apresentam como sinénimos xeroftalmia ou
ceratoconjuntive sicca e xerostomia, respectivamente, estfo relacionados a deficiéncia
qualitativa ou quantitativa da secrecfio de lagrima e saliva. Mais especificamente, o olho
seco pode ser definido como “uma alteragio do filme Iacrimal por deficiéncia de lagrima ou
evaporacdo excessiva que causa dano a superficie ocular inter-palpebral e se associa a
sintomas de desconforto ocular” (LEMP, 1995), estando associado a vérias doengas bem
distintas, porém os sinais clinicos nfio se correlacionam bem com os sintomas € os testes
aplicados na prética clinica ainda apresentam limitagSes, principalmente em casos leves e
moderados (LEMP, 1995). Estima-se que nos EUA, entre 7 e 10 milhdes de pessoas sofram
de otho seco e que cerca de metade desses individuos teriam mais de 65 anos (SCHEIN et
al., 1997, SULLIVAN & SATO, 1992). Entre as doengas auto-imunes, a sindrome de
Sjégren - uma das entidades gue associa olho seco e boca seca - € a segunda mais comum,
afetando cerca de 1% da populacio geral, com um predominio em mulheres de 9:1
(SULLIVAN & SATO, 1992). Eanire os individuos que procuram cuidados oculares no
Canad4, mais de 20% queixam-se de otho seco e estima-se que este quadro seja grave em
45 de cada 10 mil habitantes (CAFFERY et al., 1998). De forma similar, estima-se que
mais de 20% dos adultos que procuram tratamento oral, queixam-se de boca seca, ¢ que
este sintoma estaria relacionado ao género feminino, diaberes mellitus, envelhecimento,
doencas auto-imunes e uso de medicagbes (SREEBNY er al., 1988, SREEBNY et 4l
1989; ASTOR, HANFT, CIOCON, 1999; THOMSON et al., 1999).

Introduciio
30



A deficiéncia ou a auséncia do filme lacrimal pode afetar seriamente a funcio
ocular, produzindo ressecamento epitelial, ulceragéio e perfuraciio corneana, predisposicio a
infeccdes e até a cegueira (SULLIVAN et al., 1999). Uma vez que nfio se conhece até o
momento tratamentos curativos para o colho seco ou boca seca, as estratégias se limitam a
umidificacio com lagrima e saliva artificial, e para os olhos o uso de recursos para
aumentar a retengfio do filme lacrimal como oclusores do ponto de drenagem da lagrima ou
6culos fechados para reduzir a evaporacdo. Em casos de olho seco grave, o uso de soro
autdlogo vem sendo recomendado tanto para sindrome de Sjégren como para a doenga do
enxerto versus hospedeiro (TSUBOTA et ai., 1998; ROCHA ef 4l. 2000a).

O papel de hormdmios na fisiopatologia das disfungBes lacrimais, salivares e da
superficic ocular vem sendo investigado (SATO & SULLIVAN, 1993; ROCHA ef al.,
1993; SULLIVAN et al., 1998; TODA et al., 1999; ROCHA et al, 2000c), inclusive com
perspectivas de tratamento utilizando preparagdes hormonais como androgenos e
estrogenos para promover a regularizacBo da secregio lacrimal destas disfuncoes
(SULLIVAN et al., 1999; AKRAMIAN et al., 1998; ESMAELI, HARVEY, HEWLETT,
2000) e insulina ou do “insulin-like growth factor I para acelerar a cicatrizagio corneana
{(SARAGAS et al, 1985; WOOST et al., 1985, NISHIDA ef al., 1996).

A imnsulina ¢ um horménic produzido e secretado pelas células beta das ilhotas
pancreaticas, que exerce importantes fungdes na homeostase da glicose, na regulagio da
oferta e armazenamento de substratos energéticos e no crescimento e diferenciaciio celular
em diversos tecidos (MYERS & WHITE, 1996). Tal variedade de agBes ¢ exercida através
da ativagio do receptor de insulina (IR), uma protefna transmembrana, com estrutura
heterotetramerica (duas sub-unidades alfa e duas sub-unidades beta), que pertence 3 familia
dos receptores com atividade tirosina quinase (ULLRICH et al., 1985). Subseqiientemente
a ligacdo da insulina a sub-unidade alfa extra-celular, induz-se uma alieracio
conformacional da sub-unidade beta, ativando desta forma seu sftio catalitico com
propriedade tirosina quinase. Varios residuos tirosina da propria sub-unidade beta sdo entdo
fosforilados, recrutando a seguir diversos substratos intracelulares gue seric também
fosforilados em tirosina. Estes substratos por sua vez serdo responséveis por deflagrar uma

seqiiéncia de eventos em cadeia que direcionarfo o sinal da insulina para diferentes
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compartimentos celulares onde, finalmente, se observari alguma forma de modulagio
funcional gerada pela insulina (MYERS & WHITE, 1996; BORG & MARGOLIS, 1998)
(Figura 1). Este complexo sistema de transmissfio do sinal prevé, além de mecanismos de
amplificacdo e inibigdo, também a diversificagio em vias especificas para modulaciio de
fendmenos determinados, e a interagdo com vias de sinalizacio de outros transmissores
sejam eles citocinas, fatores de crescimento ou horménios (WHITE & YENUSH, 1998;
SAAD, VELLOSO, CARVALHO, 1995; VELLOSO et al., 1996; THIRONE et al., 1997).

Entre os substratos da insulina que no citoplasma de células alvo sdo
responsaveis por amplificar, diversificar ou modular o estimulo estio os IRSs (“Insulin
Receptor Substrates™), mediadores do crescimento e metabolismo, que podem: agir através
da ativagio da fosfatidil-inositol-3-quinase (PI3-K), ou da via da Ras/Raf/Mitogenic-
activated protein Kinase (MAPK) (MYERS & WHITE, 1996; ARAKI ef al., 1994; SUN er
al., 1995). Esta Gltima via pode também ser ativada por uma classe de proteinas
acopladoras chamadas She, capazes de interagir através de residuos fosforilados de tirosina
com o acoplador Grb2 e desta forma direcionar o sinal da insulina para o controle de
crescimento celular e mitogenese (WHITE & YENUSH, 1998; PELICCI et al., 1992).

Outro grupo de proteinas citoplasmaticas sinalizadoras que respondem a
diversos estimulos extra-celulares, incluindo 3 insulina sfio as “signal transducers and
activators of tramscription” (STATSs), responsaveis pela mediacio de uma série de
fendmenos bioldgicos, dentre os quais os de resposta as citocinas sdo os mais bem
estudados. Uma vez ativadas as STATs migram do citoplasma ao micleo onde estimulam a
transcrigéio de genes cujos produtos serfio efetores do sinal. A ativagiio das STATS requer a
mediacfio de transdutores com atividade tirosina quinase. Classicamente as proteinas da
familia Jak (“Janus kinase™) sfo as intermediarias entre o receptor transmembrana e as
STATSs, entretanto estudos recentes tem demonstrado que estas podem ser ativadas
diretamente por receptores que possuem atividade tirosina quinase intrinseca ( DARNELL
JR., KERR, STARK, 1994; DARNELL JR., 1997, CHEN ef al., 1997, CHUANG et al.,
1997).
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Os “insufin-like growth factors” (IGFs) -1 ¢ -H sfio peptideos com atividade
autéerina e pardcrina envolvidos em desenvolvimento, diferenciacfio e crescimento celular.
O IGF-I e seu receptor apresentam grande similaridade com a insulina ¢ o RI
respectivamente, dai o seu nome. Além da semelhanga, insulina ¢ IGF-I utilizam elementos
comuns para a transdugdo do seu sinal. Existem evidéncias de que insulina ou IGF-I
possam influenciar um ao sinal intracelular do outro, através de um fendmeno conhecido
como comunicagio cruzada intracelular (“intra-cellular cross-talk”) (JONES &
CLEMMONS, 1995).

A sinalizagfio da insulina tem sido estudada principalmente em tecidos como
figado, misculo ¢ tecido adiposo, os quais estdo envolvidos na captago e armazenamento
da glicose ¢ portanto participam ativamente da regulagdo dos niveis sangilineos deste
agticar (SAAD, 1994; GRODSKY, 1996). As agbes da insulina em glandulas lacrimais €
salivares e na superficie ocular ¢ cavidade oral podem ser evidénciadas através da elevada
prevaléncia de boca seca (MURRAH, 1985; SREEBNY et al., 1989), problemas dentarios
(EMRICH, SHLOSSMAN, GENCO, 1991}, olho seco (RAMOS-REMUS, SUAREZ-
ALMAZOR, RUSSEL, 1994; SEIFART & STREMPEL, 1994; GOEBBELS, 2000) ¢
também problemas comeanos como defeitos epitelisis (HYNDIUK et al., 1977;
TSUBOTA, YAMADA, NAOI, 1991; ISHIDA. et al.; 1984), altera¢des na membrana basal
do epitélio (AZAR et al, 1992) e dificuldade no controle hidrico (MCNAMARA ef dl.,
1998) em pacientes diabéticos e resistentes & insulina. Além disto, diversos estudos tém
indicado a necessidade de insulina na composicio de meios para que se mantenham
culturas celulares priméarias de cornea ¢ glindula lacrimal (SCHULTZ ez al., 1992;
LINDBERG et al., 1993; PELLEGRINI et al., 1997; HANN, KELLEHER, SULLIVAN,
1991). Estudos com modelos animais diabéticos demonstram redugdo quantitativa e
qualitativa da secrecfio lacrimal e salivar e dificuldade de re-epitelizagdo (SULLIVAN &
HANN, 1989; HU et al., 1992; FUKUSHI et al., 1980), porém os mecanismos moleculares

destas alteragGes ndo sdo conhecidos.

A sinalizagdio da insulina em tecidos alvo pode ser afetada por: (1) condigbes
que levem a uma reducéio da produgio do horménio pelas células beta-pancreaticas ou (2)

por situagBes que causem resisténcia periférica 4 insulina, sendo resisténcia periférica
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definida como uma resposta biolégica subnormal a uma determinada dose de insulina
(MOLLER & FLIER, 1991). A primeira situacio é aquela decorrente da lesdo especifica da
célula beta pancreitica como a que ocorre em diabetes mellitus tipo 1 (DM 1), ou por
extensas lesbes pancredticas, ou ainda devido a retirada cirurgica do pancreas. O segundo
mecanismo apresenta um espectro clinico mais amplo que envolve além do DM 1, outras
formas de DM, e também guadros intermediarios, fisiolégicos ou nfo, como gestacdo,
obesidade e envelhecimento (MOLLER & FLIER, 1991; SAAD, 1994).

A mvestigacio da presenga de insulina em ldgrima e a avaliagfio da via de
sinaliza¢o da insulina em glandulas lacrimais, salivares e superficie ocular podera portanto
permitir que se conhecam os mecanismos de agSio da insulina nestes tecidos e
potencialmente contribuir para a compreensdo de doengas que cursem com boca seca e olho

Seco.
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2. OBJETIVOS



1. Avaliar a presenca de insulina na lagrima e avaliar a relagdo entre género e
estado alimentar (jejum ou pds-prandial) sobre a e concentragfio desse hormdnio na lagrima

humana.

2. Avaliar a presenca e distribuiciio do receptor de insulina em glindulas
lacrimais, glandulas salivares e superficie ocular.

3. Caracterizar a presenca e fungdo de elementos participantes da via de
sinaliza¢fo celular da insulina em gléndulas lacrimais e glandulas salivares.

4. Investigar a influéncia de diabetes, envelhecmento e género sobre elementos
da via de sinaliza¢éo da insulina em glindulas lacrimais ¢ glandulas salivares.

Objetivos
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3.1. QUANTIFICACAO DE INSULINA E PROTEINAS TOTAIS NA LAGRIMA
HUMANA

Amostras de lagrima foram colhidas de 33 voluntdrios sadios (médicos
residentes ¢ funcionarios da universidade) (Tabela 1), apds estimulo com jato de ar
comprimido sobre a cémea, para identificacio e quantificacio de insulina por
radioimunoensaio, segundo método previamente descrito (SCOTT, ATWATER, ROJAS,
1981). Esse experimento se seguiu 3 obtengfio de consentimento pos-informacfo dos

participantes ¢ também observou as orientagGes da Declaragiio de Helsinki.

A fim de observar a influéncia da alimentagiio na quantidade de insulina da
lagrima, 5 individuos do género masculino e 5 do género feminino foram solicitados a
comparecer em jejum de 12 horas, enquanto os outros 23 (12 homens e 11 mulheres)
compareceram cerca de 30 minutos apds o café da manhf, com ingesta estimada média de
400 kCal. O volume de lagrima colhido com micropipetas de precisio ¢ ponteiras
descartaveis variou de 15 a 70 ul e foi rapidamente transferido para tubos contendo 30 ul
de solugdio de cloreto de sddio a 0,9 %, mantidos em gelo e congelados a-80°C até o diado

processamento.

As amostras foram novamente diluidas em solugio tampfio de fosfato (pH 7.4),
contendo também 9 g/l de cloreto de sodio e 5 g/l de albumina bovina, 2 fim de alcancar um
volume de 100 pl/amostra. Apds isso, foi adicionado anticorpo policlonal anti-insulina e
insulina marcada com I'** na posiciio tirosina Al4 (Amersham, Aylesbury, Reino Unido),
afim de obter uma contagem radioativa de 1100 cpm/tubo. As amostras foram entfo
mantidas em encubagfio por 72 h e apds a remog¢fic do material suspenso a contagem
radioativa foi feita no cintilador Beckman gamma 500, seguida do célculo da concentracéo
de insulina, recuperando os valores de volume de ligrima inicialmente obtidos.

Os seguintes controles foram utilizados: a) curvas de titulacfio com dosagens
conhecidas de insulina comercial, a fim de verificar a faixa de sensiblidade da anélise e
reprodutibilidade dos valores esperados, b) amostras contendo além do tampio, apenas
insulina-I'* e anticorpo anti-insulina, ou apenas anticorpo anti-insulina ou ainda apenas
insutina-i'*’ e, por tltimo, c) amostras contendo IGF-I recombinante humano em virias
diluigdes a fim de avaliar a especificidade do método (Sigma, St Louis, MO).
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Os coeficientes de variac3o intra-ensaio e interensaio obtidos foram 7,5 € 12 %,

respectivamente,

A quantificaciio de proteinas na lgrima humana foi feita usando 20 pul de
lagrima em 1 ml de corante de biureto (Labtest, Lagoa Santa, MG) através da leitura
espectrofotométrica da absorbéncia, apés 15 minutos a 22° C no comprimento de onda de
545 nm {espectrofotdmetro Femto 432, S&o Paulo, SP), usando albumina do soro humano

com concentracdo conhecida como padrfio para o célculo da concentragfo das amostras.

3.2. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram usados ratos Wistar, machos e f8meas, adultos jovens (8 semanas) ou
senis (20 meses), obtidos do Biotério Ceniral da Unicamp em conformidade com normas de
condutas para experimenta¢do com animais. Glindulas lacrimais exoftalmicas e glandulas
salivares submandibulares foram extraidas sob anestesia geral com tiopental sodico na dose
de 100 pg/kg (Cristalia, Itapira, SP), de acordo com orientagtes de estudos pilotos ¢
descrigdes prévias (NAVIA & NARKATES, 1980; TODA et ai., 1999).

Nos experimentos para determinagdo das curvas-tempo ¢ dose-resposta Gtimas
para a fosforilagio de receptores e proteinas intermediarias da via de sinalizagfio intra-
cclular da insulina, as glindulas foram extraidas de diferentes animais, variando
progressivamente o tempo de 0 a 15 minutos, apds a injegfio através da veia cava inferior,
de 200 pl de uma solugio contendoe insulina a 10 uM (curva tempo-resposta) ou variando
as doses progressivamente de 0 (soro fisiologico a 0,9%), 10 pM, 1 nM, 100 nM ¢ 10 pM

* (curva dose-resposta). Em seguida & coleta, os tecidos foram submetidos ao protocolo de
imunoprecipitacio com os anticorpos anti-receptor de insulina (fragio B), anti-receptor de
“insulin-like growth factor-1” (EGF-IR) (também fracdo B), anti-IRS-1, anti-IRS-2, anti-She,
anti-JAK-2 e anti-STAT-1 e “immunoblotting” com anticorpo anti-fosfotirosina como
descrito abaixo. Cada uma das varidveis acima foi avaliada em experimento repetidos entre

4 e 8 vezes.
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Nos experimentos para estudo do efeito de diabetes mellitus (n=12/grupo), a
estreptozotocina na dose de 58 mg/kg (Sigma, St Louis, MO) ou seu veiculo, o citrato de
sédio a 0,01 M (pH 4.5), foram aplicados na veia caudal dos animais do género masculino

com 8 semanas de idade, 7 dias antes do experimento.

3.3. DETERMINACAO DA GLICEMIA, DA INSULINA SERICA E DO CICLO
ESTRAL, E REALIZACAO DO TESTE DE TOLERANCIA A INSULINA

Amostras de sangue para medidas de glicose e insulina séricas foram colhidas
da veia caudal dos ratos anestesiados. Da mesma forma, amostras para o teste de tolerdncia
a insulina (ITT) foram colhidas no tempo O (basal) e apds 4, 8, 12 ¢ 16 minutos
subsequente 4 injecfio endovenosa de 10 uM de insulina.

As amostras foram analisadas usando o método colorimétrico da glicose
oxidase (Labtest, Lagoa Santa, MG) ¢ os valores de absorbéncia obtidos foram avaliados
por espectrofotometria (Fentro 432, Sdo Paulo, Brasil) e comparados a valores de curva
padrio.

O célculo do indice de decaimento da glicose plasmatica (Kirr) foi obtido
através da formula 0.693/t'*, e o t'? (tempo médio de decaimento da glicose plasmatica em
resposta a insulina) foi obtido do angulo de mclinagiio das curvas descendentes de glicose,
na fase linear de declinio em resposta a insulina, conforme anteriormente descrito (SAAD
et al., 1997).

A quantificacio de insulina plasmatica foi feita por método de
radioimunoensaio, da mesma forma que para a quantificacfio nas lagrimas humanas, como

descrito adianie.

Nos estudos comparando a influéncia do ciclo estral na fosforilagfio do receptor
de insulina em glandulas lacrimais ¢ salivares de ratas de 8 semanas (n=20), a determinag&o
da fase do ciclo foi feita através da inoculagdo de cloreto de sédio a 0,9% no orificio

vaginal e aspiragio do lavado com ponteiras descartiveis, ¢ examinando o material
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aspirado por microscopia Optica, todas as manhds por 9 dias, afim de determinar a fase do
ciclo (i.e., estro, diestro -1, diestro -2 e pro-estro) e a progressdio deste, de acordo com
descricbes prévias (MANDL, 1951; FREEMAN, 1988). Esse procedimento foi realizado
antes da coleta dos tecidos para dar continuidade aos experimentos de comparag8o entre os

géneros masculino ¢ femmino.

Os tecidos de animais aduitos normais {(n=6) destinados a imunohistoquimica
foram rapidamente congelados em nitrogénio liquido e mantidos congelados até o dia do
experimento. Os tecidos destinados a estudos de imunoprecipitagdo ¢ “immunoblotting”
foram homogenizados em tampéio de extragfio - composto por Triton X-100 a 1%, 50 mM
de Hepes (pH 7.4), 100 mM de pirofosfato de s6dio, 100 mM de fluoreto de sddio, 10 mM
de EDTA, 10 mM de vanadato de sodio, 2 mM de fenil-metil-sulfonil fluoreto (PMSF)
(Sigma, St. Louis, MO), ¢ 0,1 mg de aprotinina por ml (Bayer, Sdo Paulo, SP) - com
Polytron, por 20 segundos, e apds 30 minutos centrifugados a 12.000 rpm, por 20 minutos,
a 4°C. A quantificagfio de proteinas foi feita pelo método biureto (Labtest, Lagoa Santa,
MG, Brasil), com espectrofoiémetro (Fentro 432, Sdo Paulo, Brasil) e pelo céleulo do
volume para obtencdio de 3,0 mg de proteina por amostra, a particr da comparagfio da
absorbancia com valores de amostra-padrdo com concentragdo conhecida, na freqii€ncia de
onda de 545 nm.

3.4. TECIDOS HUMANOS

Amostras de coérnea e conjuntiva de pacientes foram obtidas durante
procedimento cirtrgico eletivo, apés a obtengdo de consentimento. Os tecidos foram
congelados rapidamente e mantidos assim até o processamento para transferéncia para
Jiminas de microscopia. Esses estudos foram aprovados pela Comissio de Etica da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp e observaram as orientagdes da Declaragio de
Belsinki.
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3.5. IMUNOHISTOQUIMICA

As amostras de tecido congeladas (i.e., gldndulas lacrimais e salivares de rato ¢
comea e conjuntiva humana) foram colocadas em formas ¢ embebidas em OCT-tissue tek
(Miles, Elkhart, IN), resfriadas a —20 °C, seccionadas na espessura de 6 pm (Microm HM
505 E, Carl Zeiss Inc., NY) e, em seguida, transferidas para ldminas de microscopia
(Perfecta, Sio Paulo, SP, Brasil), previamente tratadas com polilisina-L (Sigma, St. Louis,
MO).

Essas secgOes foram fixadas em acetona por 5 minutos a —20 °C, depois
encubadas com H;0O; a 0,1% por 5 minutos, lavadas em solugio tampéo fosfato, contendo
50 mM de fosfato de sédio, 150 mM de cloreto de sédio, com pH ajustado para 7,3. Em
seguida foram processadas para imunohistoquimica como previamente descrito (ROCHA. er
al, 2000¢).

Em resumo, as secgbes foram entfio expostas a soro de ovetha a 2% por 20
minutos a 4 °C (Vector Laboratories, Burlingame, CA) a fim de bloquear ligacdes
inespecificas. Em seguida, anticorpos policlonais de coelho anti-RI fragiio B ou anti-IGF-IR
(contra a fragio B para os estudos com glindulas lacrimais e salivares e contra a fragfo o
nos estudos com cornea e conjuntiva)(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), na
concentracio de 2 jig/ul em solugo de tampo fosfato e albumina bovina a 0,3% (Gibeo
BRL) foram colocados sobre as ldminas e mantidos em cdmara imida a 4°C por 14 horas.

Apds lavar com solugdo de tampfo fosfato, as secgBes foram incubadas com
anticorpo biotinizado de ovelha anti-IgG de coelho (Vector Laboratories, Burlingame, CA)
¢ depois de 35 minutos foram novamente lavadas com solugfo de tampéo fosfato. O
reagente complexo avidina-biotina (ABC) (Vector Laboratories, Burlingame, CA) foi
colocado €, depois de 40 minutos de mcubagfio, seguiu-se nova lavagem com tampio
fosfato, e por fim, as sec¢des foram expostas por 5 minutos a uma solugio reveladora
contendo diaminobenzidina (DAB) e H;0, (Vector Laboratories, Burlingame, CA). Depois
disso, as secgbes foram contracoradas com hematoxilina de Harris (Sigma, St. Louis, MO),
cobertas com Entellan (Merck, Darmstald, Germany) e em seguida com uma laminula de
vidro. A documentaciio fotografica foi feita com filme Kodak ASA 100 em microscopio
Leica DMLS (Wetzlar, Alemanha), com magnificacio de 200 e 400 vezes.
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Foram usadas como controle positivo, IAminas com secgdes de figado e como
controle negativo secgdes nas quais o primeiro anticorpo foi substituido por anti-IgG de
coelho pré-imune ou foi previamente encubado por 2 horas com o peptideo bloqueador do

anticorpo (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA).

3.6. IMUNOPRECIPITACAO

Dez ul de anticorpos policlonais anti-receptor de insulina (fragdio B), anti-
receptor de “insulin-like growth factor-I” (IGF-I) (também fracdo B), anti-IRS-1 ¢ -2, anti-
She, anti-JAK-2 e anti-STAT-1 (disponiveis comercialmente na concentragio de 200
ug/ml, pelo laboratério Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) foram encubados com
extratos de glindula lacrimal a 4°C por 6 horas. Depois da adigéio de 50 pl de proteina A
sepharose 6 MB as amostras permaneceram em repouso a 4°C, por mais 4 horas para
permitir a imunorreacio e a precipitagdo do imunocomplexo. Em seguida 2 centrifugacédo a
4°C, por 15 minutos, a 12.000 rpm e sendo o sobrenadante desprezado, as amostras
contendo o precipitado foram lavadas trés vezes com solugdo tampio apropriada contendo
50 mM de Tris (pH 7.4), 2 mM de vanadato de sodio ¢ Triton X-100 a 0,1%. O material
foi ressuspenso com tampdo de Laerombi, conforme descrito anteriormente (LAEMMLI,
1970; CARVALHO et al., I1 996).

3.7. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

Minutos antes da eletroforese, as amostras foram aquecidas a 100 °C, por 5
minutos, centrifugadas por 10 segundos e aplicadas aos géis de poliacrilamida acomoedados
em uma cuba. Os géis foram previamente preparados com duas fases: uma disposta
superiormente chamada de fase de empilhamento, que continha 4,2 ml de agua desionizada,
1,25 ml de acrilamida a 40%, 25 pl de Temed, 270 ul de APS 4 10% e 5,6 1l de solugdo
tampdo de empilhamento (composto de EDTA a 4 mM, SDS a 10%, 50 mM de Trisma
base, diluidos em agua desionizada para completar 1 litro e pH de 6,7); e outra colocada
inferiormente, chamada de fase de resolugfo, com acrilamida nas concentragfes de 6,5 a

Metodologia
46



10%, composta de agua desionizada, com volumes entre 3,32 ¢ 1,9 ml, 1,8 ml de glicerol,
entre 2.8 ¢ 4,2 ml de acrilamida & 40%, Temed ¢ APS nos mesmos volumes descritos
acima, ¢ 9 m! da solucdo tampao de resolugdio com pH de 8,9 (composto de EDTA a 4 mM,
SDS a 2%, 750 mM de Trisma base ¢ agua destilada para completar 2 litros). Ao tampéo de
eletroforese - composto por 200 mM de Trisma base, 1,52 M de glicina, 7,18 mM de
EDTA, SDS a 0,4%, diluidos em 4gua desionizada - foi adicionado 50 pl de §-mercapto-
etanol (Bio-Rad, Hercules, CA) para aumentar a permeabilidade a proteinas de alto peso
molecular. Foi também aplicada em cada gel, em paralelo com as amostras em estudo, uma
amostra contendo proteinas pré-marcadas para atuar como marcadores de peso molecular
(Bio-Rad, Hercules, CA). A voltagem, inicialmente de 20 volts, foi sistematicamente
ajustada para 100 volts, assim que as amostras passavam da fase de empilhamento para a
fase de resolugdo, seguindo um método também ja descrito (CARVALHO ef al., 1996).

3.8. TRANSFERENCIA E “IMMUNOBLOTTING”

Apos a separagéo por eletroforese as proteinas isoladas foram transferidas para
membranas de nitrocelulose (Hybond ECL, Amersham, Buckinghamshire, Reino Unido),
por gradiente elétrico de 120 volts, por 2 horas, em solucio tampdio de transferéncia
composto por 25 mM de Trisma base, 192 mM de glicina, Metanol a 20%, SDS a 0,02% e
agua desionizada até o volume de 2 1, conforme descrito anteriormente (TOWBIN,
STAEHLIN, GORDON, 1979). Essas membranas depois de bloqueadas para ligagdes
inespecificas em solugiio tampéio bloqueadora contendo 0.5 g de leite em pd, 2,0 mg de
azida sodica, Tris a 10 mM, NaCl a 150 mM e Tween 20 a 0.02% em 10 ml de agua
desionizada, por pelo menos duas horas, foram secas em temperatura ambiente e

armazenadas a 4°C.

Em seguida, as membranas foram encubadas com 25 pl de anticorpo anti-
tirosina fosforilada (200 pg/ml) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) por 4 horas a
22 °C, diluida em 10 ml de solugdo bloqueadora como a descrita acima e depois lavadas em
3 banhos de 10 minutos em solu¢do similar sem a presenca de leite. As membranas foram
entdo encubadas com anticorpo policlonal anti-IgG de camundongo (1,25 pg) (Sigma, St.
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Louis, MO), também em 10 mi de solug@o bloqueadora por 2 horas a 22 °C e ap6s nova
secio de lavagem, foram expostas a 2 pCi de proteina A marcada com I'* (30 uCi/ug)
(Amersham, Aylesbury, Reino Unido) em 10 ml de tampéo bloqueador por 3 horas a 22 °C
e novamente lavadas. Depois de secas ¢ acondicionadas em pldstico, as membranas foram

expostas a filmes de Raio-X, a —80 °C, que foram revelados apods dois a cinco dias.

A presenga das proteinas isoladas foi avaliada apés a remogio do material
radioativo através da incubagfio das membranas por 30 minutos com 10 ml de solugio
contendo 200 mM de Glicina, 200 mM de NaCl e HCI até atingir o pH de 2,8, seguida
pela adigio de 1.5 ml de NaOH 1N, incubagfo por mais 30 minutos € lavagem com a
solugo tamp#o descrita acima por trés vézes. Essa sequéncia, apds ser repetida por trés
vezes, teve sua eficcia confirmada através da exposigfio das membranas a filme de Raio-X
a —80 °C por 5 dias , a fim de confirmar a auséncia de detecgdo radiografica. Depois disso
as membranas foram encubadas com 6.6 pg dos mesmos anticorpos usados na
imunoprecipitacdo; anti-RI, anti-IRS-1, anti-She, anti-IGF-IR, anti-JAK-2, anti-STAT-1 e
anti-IRS-2 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) ¢ foi reaplicado o protocolo de
“immunoblotting”. Desta forma, foi possivel confirmar com exatidiio as bandas presentes
no filme de raio-X, de acordo com a posicio das mesmas em relagio ao peso molecular
esperado. Além disso, através desse método pode-se avaliar o nivel de expresséio protéica

das diversas proteinas em cada uma das condigBes estudadas.

As bandas presentes no filme de raio-X, referentes  ligagdio do % I radiotativo
nos anticorpos que por sua vez reconheceram proteinas especificas, foram, apoés a
revelacdo, digitalizadas por aparelho “scanmer” (Hewelett Packard Scanlet 5p) e
armazenadas como arquivos do programa “Corel Photo Paint 5.0”, em um computador
“Compaq Presario”. A quantificacio dessas bandas foi realizada por densitometria 6ptica
através do programa “NIH Image Analysis System”. Estudos preliminares foram

conduzidos, a fim de assegurar leitura entre os pontos de saturacfo densitométrica.
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3.9. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados numéricos foram expressos com a I]]Bdlﬂ, seguida do erro-padrio
médio (média + E.P.M). Os experimentos comparativos de imunoprecipitagio ¢
“immunoblotting”, bem como pardmetros metabdlicos e laboratoriais foram sempre
conduzidos avaliando-se os grupos de animais em estudo (i.e., diabéticos, senis ¢ ffmeas)
em paralelo com seus grupos-controle apropriados, usando o teste ndo-paramétrico U de
Mann-Whithey, analisando os valores basais de fosforilagio (sem insulina) entre os dois
grupos ¢ os valores obtidos em resposta ao estimulo com insulina. Os valores
densitométricos foram expressos como porcentagem dos valores obtidos com o controle

estimulado por insulina (convertidos em 100% em cada grupo de experimentos).

A comparagdo da expressdo protéica do peptideo em questdo, nas quatro
situacdes investigadas (i.e., grupo de estudo, basal ¢ depois de insulina e grupo-controle
também na condigio basal e apos insulina) foi feita usando o teste ANOVA, assim como a
analise da fosforilagiio do receptor de insulina nas quatro fases do ciclo estral das fémeas.

A comparagio dos niveis de msulina na lagrima humana, entre homens ¢
mulheres, alimentados ¢ em jejum foi feita também usando o teste ANOVA. Quando
agrupados os géneros ¢ comparados os valores de msulina entre individuos em jejum e
alimentados, o teste usado foi U de Mann-Whithey. A avaliagiio da relagéo entre insulina e
proteina na lagrima de individuos alimentados foi feita através de regresso linear. Em
todas as andlises mencionadas foi usado o programa Statview 4.0 (Abacus, Berkeley, CA).
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4.1. QUANTIFICACAO DE INSULINA E PROTEINAS TOTAIS NA LAGRIMA
HUMANA

A insulina foi detectada em todas as amostras de lagrima analisadas, com
concentragio média de 0,404 + 0,129 ng/ml. Ndo houve diferenga significativa relacionada
ao género, ao. se comparar homens (0,55610,219 ng/ml) e mulheres alimentados
(0,65240,170 ng/ml) (p=0,24) (Grafico 1). Ao se comparar as ligrimas de homens ou
mulheres em jejum com as ldgrimas de homens ou mulheres alimentados, uma aparente
redugdio foi observada tanto em homens (0,108 + 0,038 ng/ml) como em mulberes em jejum
(0,30 £ 0,087 ng/ml), mas novamente nfo houve diferenga siginificativa (p=0,368), avaliada
pelo teste ANOVA (Grafico 1). Porém, ao se comparar individuos em jejum com
alimentados, independente do género, uma vez que para essa varidvel nfio se detectou
diferenca, as médias de insulina na lagrima foram 0,601 + 0,138 ng/ml para individuos
alimentados e 0,204 + 0,055 ng/m! para individuos em jejum, valores estes
significativamente diferentes pela analise de Mann-Whitney U (p=0,0397) (Gréfico 2).

A avaliag8o da concentragio de insulina na lagrima de trés voluntarios, a partir
de amostras colhidas com intervalo de seis semanas, nas condi¢des de jejum (média: 0,266
ng/ml) ou alimentado, (média: 0,576 ng/mi), mostrou diferenca significativa, com elevagiio
aproximada de 2,2 vezes na condi¢fio de alimentado {(p=0,049).

Os valores médios de proteina na lagrima foram 4,61 * 0,79 mg/ml, nfio havendo
diferenca significativa entre os grupos de homens (4,71 £ 0,79 mg/ml) e mulheres (4,50 *
0,50 mg/mi) alimentados (p=0,851) ou em jejum (homens: 4,69 + 0,23 mg/ml; mulheres:
5,08 £ 0,604 mg/ml, p=0.631). Também ndo houve correlacdo linear entre os niveis de
insulina e proteina na lagrima dos individuos alimentados analisados conjuntamente
(r=0,083, p= 0,2282) (Gréfico 3).
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4.2. IDENTIFICAGCAO DO RECEPTOR DE INSULINA E DO RECEPTOR DE IGF-I
EM GLANDULAS LACRIMAIS E SALIVARES DE RATO

As células epiteliais das glandulas lacrimais de rato expressam a subunidade 8
do receptor de insulina (RI) € do receptor de IGF-1 predominantemente na regifio
citoplasmatica das células acinares (Figura 2). Foi também observada a presenca dos
receptores na membrana plasmatica dessas células. Da mesma forma, o RI e IGF-IR foram
identificados na membrana plasmética e no citoplasma de células epiteliais do 4cinos e na
regifo apical das células ductais das gldndulas salivares.

Nas amostras-controle, substituindo ¢ primeiro anticorpo por solugio tampdo
com albumina bovina a 0.3% ou por soro pré-imune ou ainda bloqueando previamente o
anticorpo anti-RI com amostra do peptideo usado para gerar este anticorpo em coelhos, nfio

houve coloragfo especifica (Figuras 2 e 3).

4.3, IDENTIFICACAO DO RI E IGF-IR EM CORNEA E CONJUNTIVA HUMANA

As células epiteliais da coérnea expressam o Rl na regifio citoplasmética e na
membrana plasmatica em todos os niveis da camada epitelial das quatro amostras estudadas
(Tabela 2 e Figura 4). Além disso a subunidade « do IGF-IR foi também identificada
predominantemente na regiio da membrana plasmética, o que estd de acordo com a
localizagdo previamente descrita dessa subunidade do IGF-IR (JONES & CLEMMONS,
1995) (Figura 5).

A conjuntiva expressa 0 RI em todos os niveis da camada epitcEal. A sua
localizagdo no citoplasma das células da conjuntiva, assim como dos cutros tecidos
descritos, pode se dever predominantemente a moléculas recém-sintetizadas ou a estoques
reciclados dessa fragdo do receptor (Figura 4). O IGF-IR também foi identificado,
predominantemente na membrana plasmatica de todos os niveis da camada epitelial da
conjuntiva bulbar (Figura 5).
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Nas amostras-controle, em que o primeiro anticorpo foi inativado pela incubagio
prévia com seu peptideo blogueador ou foi substituido por tampéo fosfato com albumina

bovina a 0,3% ou soro pré-imune, nfo houve coloracéio especifica (Figuras 4 ¢ 5).

4.4. CURVA TEMPO-RESPOSTA A INSULINA EM GLANDULAS LACRIMAL E
SALIVAR

O aumento da fosforilagdo em tirosina apds a inje¢dio de insulina (10 pM) foi
observado de forma tempo-dependente para o RI, IRS-1 e -2, Shc ¢ STAT-1 entre 1 ¢ 3
minutos nas glandulas lacrimal e salivar. O padrdo de resposta foi menos claro e
inconscistente para JAK-2, nos dois tecidos. A fosforilagdo foi méxima entre 30 segundos e
1 minuto para o RI e IRS-1 em glindula lacrimal e mais tardia, entre 3 ¢ 5 minutos, para o
IRS-2, She e STAT-1 (Figura 6). Nas glindulas salivares, a fosforilagfio méxima do RI, IRS-
1 e -2 e She foi mais tardia, em forno de 3 minutos, e apenas STAT-1 e Shc j& apresentavam
niveis de fosforilagdo préximos ao maximo antes de 1 minuto. Nos dois tecidos, Shc foio
substrato que apresentou maiores niveis de fosforilagdo basal, sendo a isoforma She p52
(peso molecular de 52 Da) a mais consistentemente estimulada por insulina. A ativagfo de
STAT-1, apesar da inconscistente detecgdo de JAK-2 ativado sugere que uma via
alternativa, independentemente deste seja responsavel pela indugfio da fosforilagiio do

primeiro.

Em concentracBes farmacologicas (10 pM), a insulina induziu & fosforilagdodo
IGF-IR, entre 30 segundos e 1 minuto em glindula lacrimal ¢ entre 3 € 5 minutos em
glindula salivar (Figura 6), fen6menos que se explicam pela similaridade entre os receptores
destas moléculas ¢ pela capacidade previamente documentada de a insulina se ligar ac IGF-
IR in vitro, com afinidade 100 a 1000 vezes menor que ao seu receptor especifico
(ULLRICH ef al., 1986; STEELE-PERKINS er ai., 1988).
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4.5. CURVA DOSE-RESPOSTA A INSULINA EM GLANDULAS LACRIMAL E
SALIVAR

Nas glandulas lacrimal e salivar de rato, a fosforilagdo em tirosina induzida por
insulina apresentou um padrio dose-dependente tanto para RI como para os elementos
iniciais da cascata de sinalizagdo. Depois de 1 minuto da injegio de insulina para a glindula
lacrimal e 3 minutos para a salivar, os tecidos foram colhidos e submetidos ao protocolo de
imunoprecipitacdo € “immunoblotting”. A estimulagfio foi méixima com doses até 10 pM de
insulina. Para o IGF-IR, apenas a dose méxima foi capaz de induzir fosforilagiio detectavel,
por oufro lado, para algumas moléculas sinalizadores como RI e IRS-1 em gléndulas
lacrimais ¢ IRS-2 ¢ Shc em glidndulas salivares, uma dose de insulina de 100 nM, induziu
fosforilagfio igual ou superior 4 de 10 uM (Figura 7).

4.6. INFLUENCIA DO DIABETES MELLITUS NAS VIAS DE SINALIZACAO DE
INSULINA EM GLANDULAS LACRIMAIS E SALIVARES

Ap6s uma semana do tratamento com estreptozotocina, os ratos estavam
significativamente hiperglicémicos e hipoinsulinémicos comparados aos controles da mestma
idade e género, tratados apenas com tampdo citrato. Além disso, diferentemente desses, os
diabéticos nfio apresentaram ganho de peso apds a injegdo (Tabela 3).

Para determinar o impacto do diabetes na fosforilagiio do RI e dos sinalizadores
intracelulares She ¢ STAT-1 nos tecidos em questdo, animais diabéticos e grupo-controle
{n=8/grupo) receberam mjegdio endovenosa de 10 uM de insulina na veia cava inferior e
suas glindulas lacrimais ¢ salivares foram retiradas ap6s 1 e 3 mimutos respectivamente,

como ja descrito.

A comparacéio da quantidade de RI entre os animais diabéticos e controles nfio
mostrou diferenca significativa em ambos os tecidos (Tabela 4). Também nfo houve
diferenga entre os niveis de fosforilag@io basal em ambos os tecidos, apesar de uma tendéncia
a menor fosforilaciio nos animais diabéticos. Porém, a andlise densitométrica mostrou que,
apds o estimulo com insulina, a fosforilagdio do RI foi 25 + 8% menor nas glandulas
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lacrimais de animais diabéticos (p<0,007) ¢ nas gidndulas salivares houve uma redugio,
ainda que nfio significativa (p=0,21) de 22 + 15% (Figuras 8a e 8b).

A quantidade do peptideo She no foi influenciada pelo diabetes ou pela injecéio
aguda de insulina, conforme observade pela andlise densitométrica das membranas
radiografadas, depois da reincubagio dessas com o anticorpo anti-Shc (Tabela 4), da
maneira descrita no capitulo metodologia. Além disso, nio houve diferenca significativa da
sua fosforilagdo em condicbes basais ou sob o estimulo com insulina, em ambos os tecidos

de ratos diabéticos comparados aos do grupo-controles (Figuras 8c e 8d).

A anilise da densitometria mostrou também que a quantidade de STAT-1
(Tabela 4), bem como os niveis basais de fosforilagdo foram semelbantes nos dois grupos
(Figuras 8¢ e 8f). Depois da injegio de insulina, a fosforilagiio do STAT-1 foi 51 + 15 %
menor em glandulas Jacrimais de ratos diabéticos comparados a do grupo-controle (p< 0,02),
porém, em glindulas salivares ndo se observou diferenga significativa (p= 0,36) (Figuras 8e
e 8f).

4.7. INFLUENCIA DO ENVELHECIMENTO NAS VIAS DE SINALIZAGCAO DE
INSULINA EM GLANDULAS LACRIMAIS E SALIVARES

Os ratos de 20 meses eram euglicémicos e hiperinsulinmicos comparados aos

animais-controle de¢ 8 semanas ¢ pesavam de 2 a 3 vezes mais que estes (Tabela 3).

Da mesma forma que para o diabetes, para determinar o impacio do
envelhecimento sobre a fosforilago do RI, She e STAT-1, ratos de 8 semanas e de 20 meses
receberam injegio de 100 pl de insulina, na concentragsio de 10 uM, na veia cava inferior, e
as gldndulas lacrimal e salivar foram retiradas apés 1 e 3 minutos respectivamente.

O envelhecimento nio alterou a quantidade da proteina RI nos dois tecidos
(Tabela 4). Também ndo houve diferenca nos niveis basais de fosforilagdo do RI (Figura 9a
e 9b). Porém, a avaliagio densitométrica indicou uma menor fosforilagio do RI em
glandulas lacrimais de ratos senis, da ordem de 43,4 + 10,7% , comparada aos controles
(p=0,0021) e uma redugdo ainda maior, da ordem de 79,6 % 6,2%, em glandulas salivares
(p=0,0002) (Figuras 9a e 9b).
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Da mesma forma, nem a quantidade de Shc, nem a sua fosforilagdo basal na
glandula salivar, tampouco a sua fosforilagiio em resposta a insulina foram influenciadas
pelo envelhecimento nos dois tecidos, (Tabela 4 e Figuras 9¢ e 9d). Porém a fosforilagfio
basal na glandula lacrimal foi 40,3 + 8,7% superior em ratos senis comparada a do grupo-

conirole de 8 semanas, diferenga que foi estatisticamente significativa (p=0,0096) (Figura
9c).

A quantidade da proteina STAT-1 ¢ a sua fosforilagio basal também foram
similares nos dois tecidos estudados dos ratos senis comparados ao grupo-controle (Tabela 4
e Figuras 9e e 9f). Apés a injegfio de insulina nfio houve diferenga na fosforilacio do STAT-
1 entre ratos de 20 meses ¢ de 8 semanas, porém a resposta na glandula salivar foi 55.4 + 8
% menor nos primeiros, comparada 4 do grupo-controle (Figuras 9 e 9f).

4.8. INFLUENCIA DO GENERO NAS VIAS DE SINALIZACAO DE INSULINA EM
GLANDULAS LACRIMAIS E SALIVARES

Os ratos machos ¢ as fémeas nas quatro fases do ciclo estral tiveram curvas de
decaimento da glicose em resposta & insulina (Kyry) similares {machos: 4,25 # 0,55; fémeas
3,73 £ 0,37, p= 0,45) , bem como niveis plasméticos de insulina similares {(machos: 0,98 +
0,15 ng/ml, f8meas: 0,87 £ 0,25 ng/ml, p=0,68). Além disso, os machos apresentaram ao
final da oitava semana de vida, peso significativamente maior que as ffmeas {machos:263,4
+ 8,26; fémeas 175,6 + 3,42, p<0,001) (Tabela 3).

Da mesma forma que nos grupos anteriores, para determmar a mfluéncia do
género na fosforilagdo dos peptideos RI, She e STAT-1 em glindulas lacrimais e salivares
de machos e fémeas, amostras desses tecidos colhidas antes e depois do estimulo insulinico
(1 minuto depois para a glindula lacrimal e 3 minutos depois para a glindula salivar) foram
em segnida incubadas com anticorpos contra esses peptideos para isola-los por
imunoprecipitagio sendo que seus niveis de fosforilagio foram determmmados por

“immunoblotting”.
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Como nos modelos anteriores, a quantidade de RI e a sua fosforilagdo basal
foram semelhantes nos dois grupos (Tabela 4 e Figuras 10a ¢ 10b). Em contraste, a
densitometria mostrou que o estimulo insulinico induziu a uma fosforilagdo do seu receptor
46,4 + 4,5 % menor na glandula lacrimal de fémeas comparada & dos machos (p=0,009). Da
mesma forma, a fosforilagio do RI em glindulas salivares foi 58,9 £ 6,6 % menor em
fémeas (p= 0,0339) (Figuras 9a ¢ 9b).

Para investigar se essa menor fosforilago do Rl repercutia em elementos distais
da via de sinalizagdo de insulina, foram avaliados também neste modelo a fosforilagéo do
She e STAT-1, antes e depois do estimulo insulinico.

Nao houve diferenga significativa na quantidade de She em relagdo ao género ou
ao estimulo agudo com insulina (Tabela 4). Também os valores de fosforilagdo do She antes
e depois da injegdo de insulina nfio foram diferentes em ambos os tecidos nos dois grupos
estudados (p=0,80 e 0,73, respectivamente) (Figuras 10c e 10d).

Da mesma forma, nio houve diferenca significativa na quantidade de STAT-I,
expressa em glindulas lacrimal ou salivar nos dois grupos(Tabela 4), e os niveis basais de
fosforilagio foram similares nos dois tecidos, assim como os niveis de fosforilagdio na
glandula salivar em resposta 4 insulina (Figuras 10e e 10f). Houve uma tendéncia a uma
menor fosforilacio do STAT-1 em resposta & insulina em glandula salivar de fémeas de 36,7
+ 11.39 % comparada a de macho, mas tal variagdo nio alcangou diferenga significativa
(p=0,06) (Figuras 10e ¢ 10f).

Para avaliar se as alteragbes hormonais relacionadas ao ciclo estral mas ratas
exercia alguma influéncia nos mecnismos de ativagio do RI nos dois tecidos em estudo,
investigou-se 0 Krrr e a fosforilagio do RI em glindula lacrimat e salivar em cada uma das
quatro fases do ciclo estral, determinadas da forma descrita no capitulo metodologia. A
curva de decaimento da glicose € a analise densitométrica seguidas de avaliagdo estatistica
indicou que nZio houve diferenca entre os valores obtidos, nas quatro fases do ciclo (estro,

diestro-1, diestro-2 e proestro) (Figuras 11a ¢ 11b e Tabela 3).
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5.1. QUANTIFICAGCAO DE INSULINA E PROTEINAS TOTAIS NA LAGRIMA
HUMANA

A presenca de insulina no filme lacrimal levanta a questio sobre o seu papel
fisiolégico neste sftio e sobre o sua mmportincia em condicGes patologicas como diabetes,
resisténeia 2 insuling, olho seco e cicatrizacfio corneana. A insulina, que utiliza em sua via
de sinalizagfio elementos comuns a vérios fatores de crescimento com reconhecida fung8o na
proliferacdio do epitéhio da cérnea, como o IGF-I, EGF ¢ NGF (ULLRICH &
SCHLESSINGER,1990; SASAOKA ef al., 1996, HALEGOUA & PATRICK, 1980,
LAMBIASE et al., 1998), tem sido utilizada como um elemento estimulador em culturas de
epitélio corneano (LINDBERG et al., 1993; PELLEGRINI et al., 1997). Essas informages
sugerem que a insulina pode ter também importantes fungGes sobre a superficie ocular in
vivo, podendo inclusive produzir estimulos mitogénicos com propriedades terapéuticas como

os fatores de crescimento mencionados.

Por outro lado, apesar das informagles sobre a preseca e o metabolismo de
ghicose nas células da superficie ocular de individuos normais e de que sua concentragio €
significativamente maior no filme lacrimal de diabéticos do que em individuos normais,
pouco se conhece sobre os mecanismos de agfio da insulina na superficie ocular ou no filme
lacrimal (REIM et al., 1967; AGUAYO et al., 1988; MCNAMARA ef al., 1998;
BARCAROLI et al., 1997).

Alteraces na superficie ocular e na estrutura corneana relaciopadas ao diabetes,
como olho seco, defeitos epitehais ¢ edema corneano tém sido reportadas (MCNAMARA ef
al., 1998; SEIFART & STREMPEL, 1994; RAMOS-REMUS ef al., 1994; HYNDIUK et
al., 1977, KENYON, 1982; AZAR et al., 1992; TSUBOTA et al.,1991). Estudos prévios
relacionando essas alteracbes a hiperglicemia ou a denervagfio sensorial conseguiram
responder a uma parte, mas nfio a todas as questdes relacionadas as causas dessas alteracSes
(MCNAMARA ef al., 1998; HYNDIUK e al., 1977; ISHIDA et al., 1984). Por outro lado,
estudo usando ratos com digbefes induzido por estreptozotocina, falhou em demonstrar que
a deplecio de neurotransmissores seja um evento inicial na ceratopatia neurotréfica do
diabético, sugerindo a possibilidade que a deficiéncia em outros fatores tréficos possa estar
envolvida (MARFURT & ECHTENKAMP, 1995). Considerando que a insulina &
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classificada como “o mais poderoso horménio anabélico conhecido™ (PESSIN & SALTIEL,
2000), sendo essencial para o desenvolvimento € crescimento tecidual € que sua secregéo é
drasticamente reduzida pelo tratamento com estreptozotocina (JUNOD er af., 1967) , e
também que esse hormbnio € necessario para a proliferacio de células epiteliais da cornea e
da glindula lacrimal em cultura (LINDBERG et ai., 1993; PELLEGRINI ef al., 1997,
HANN ef al., 1991), sapde-se que niveis reduzidos de insulina ou resisténcia periférica a
este hormdnio possa estar envolvida na patogénese das anormalidades de codrnea,
anteriormente referidas. A identificacio de insulina em lagrima, bem como do seu receptor
na cOrmea e na conjuntiva humana, podem servir de base para o entendimento futuro das
suas a¢des na superficie ocular.

O tratamento de alteragdes de cornea com IGF-I tem se mostrado promissor
tanto em estudos experimentais como clinicos (NISHIDA et al., 1996; BEOWN et al.,
1997). Além disso, estudos usando IGF-I marcado indicaram a presenca do seu receptor em
conjuntiva de coelhos - mas nfio do receptor de insulina (NARAWANE & LEE, 1995) - e
também da expressio do RNA mensageiro do IGF-I, IGF-IR e de proteinas ligantes do IGF-
I {IGFBP) em varios tecidos de rato, incluindo cérnea e conjuntiva (BURREN et al., 1996).
Os resultados deste trabalho, indicando a presenga do IGF-IR em céhias epiteliais de cornea
¢ conjuntiva humana sugerem que esse fator de crescimento age diretamente sobre essas
células, promovendo a proliferagdo e a migraciio das células epiteliais ou ainda de maneira
pardcrina sobre as céhilas conjuntivais que a partir desse estimulo secretariam os elementos

necessarios para a cicatrizagdo corneana.

QOutra questdio levantada pelo presente estudo € a respeito da origem da insulina
presente no filme lacrimal A similaridade com os niveis encontrados no sangue
(GRODSKY, 1996) e a aparente influéncia modulatéria da dieta na elevagio da
concentragio de insulina na ligrima, sugerem que a insulina tenha atingido a superficie
ocular, apds ser secretada pelas células B-pancredticas, distribuida pela corrente sangiiinea e
transportada ao filme lacrimal por uma ou mais fontes de secregdio dos componentes da
lagrima. Um controle mais préximo da ingesta caldrica através de teste de tolerdncia a
glicose (GTT) ¢ do monitoramento da insuliza plasmética deverfio contribuir para a
confirmacdo dessa hipétese. Uma outra alternativa, sugerida por estudos prévios indicando
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que a insulina pudesse ser sintetizada por células neoplasicas (SECKL er al, 1999),
gldndulas salivares (CARTER et al., 1995) e outros érgios como o figado (ROSENWEIG et
al., 1980), mas cujas evidéncias de se tratar de um fendmeno fisioldgico nio sfio consensuais
(VALLEJO et al., 1984), seria a de que as glindulas lacrimais poderiam produzir insulina,
assim como ja existem descrigdes que estas sertam capazes de produzir outros hormdnios
como melatonina, prolactina e tiroxina (SULLIVAN et al., 1998). Considerando uma ou as
duas possibilidades para a secreglo de msulina na superficie ocular ¢ também que a meia-
vida deste horménio ¢ de cerca de 10 minutos (GRODSKY, 1996}, deve-se esperar que um
fluxo constante e regular deste hormOmio seja necessirio para manter seus nivels
satisfatorios, o que pode nfio ocorrer em situagdes adversas como diabetes ou olho seco, ou

ainda na associaciio das duas.

A marcada diferenca nas caracterfsticas da glandula e do filme lacrimal entre os
géneros masculino ¢ feminino, que envolve uma relacéo complexa entre varios horménios ¢
fornece elementos para se compreender a mais alta prevaléncia de olho seco em mulheres
{(SULLIVAN et al, 1998, SULLIVAN et al., 1999), nio se acompanha de niveis diferentes
de insulina, como se pdde constatar. Diferentes achados poderiam ocorrer se a avaliagio
tivesse uma variagio etdria mais ampla ou fosse feita com ldgrimas nfio estimuladas, como
mdicado por um estudo recente em que o EGF mostrou-se significativamente mais alto em

homens (NAVA ef al., 1997).

A auséneia de correlacio linear entre os niveis de proteina total e insulina no
filme lacrimal de individuos saudaveis alimentados indica que por representar uma fracio
pequena da proteina total, sua variagio ndo se reflete sobre o contetido protéico total. Aqui
também amostras populacionais maiores com uma faixa etiria mais ampla, amostras de
lagrima nio estimulada ou ainda a comparagiio dos niveis de insulina com proteinas
especificas secretadas na lagrima, como previamente reportado poderiam ser Uteis para
confirmar este achado (MCGILL ef al., 1984).
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5.2. IDENTIFICACAC DOS ELEMENTOS PARTICIPANTES DA VIA DE
SINALIZACAO DA INSULINA EM GLANDULAS LACRIMAIS, SALIVARES,
CORNEA E CONJUNTIVA

O crescimento, o metabolismo e a fungdo das glandulas lacrimais ¢ salivares séo
regulados por neurotransmissores ¢ hormdnios gue ativam seus receptores especificos e
iniciam cascatas de sinalizagio, envolvendo multiplas ¢ complexas interagdes intracelulares
(DARTT, HODGES, ZOUKKHRI, 1998; PUTNEY JR, HUANG, BIRD, 1998; MENERAY
& FIELDS 1998). O presente estudo demonstrou a presenga de RI ¢ IGF-IR nessas
glindulas e demonstrou, ainda, que a insulina induz respostas tempo ¢ dose-dependentes em
varios elementos da sinalizagfo intracelular. Esses dados indicam que a insulina, ao se ligar
a subunidade o do seu receptor, leva a fosforilagio em tirosina da subunidade B,
desencadeando a fosforilagiio em tirosina de uma série de proteinas envolvidas em uma

seqiiéncia de eventos que culminardo com os efeitos finais do horménio nagueles tecidos.

Entre as profeinas envolvidas na sinalizagio da insulina, detectaram-se a
presenca de IRS-1, IRS-2 ¢ She, Apds sua ativagBo She, pode se ligar através do seu
dominio SH2 (“src homology 2™) a outras moléculas sinalizadoras como ¢ “Growth factor
receptor binding protein 2” (GRB2) ¢ “Son-of-Seveniess” (SOS) levando a ativagio da via
da “mitogen activated protein kinase”(MAPK). Detectou-se ainda a proteina STAT,
responsavel por conmectar sinais intracitoplasmaticos a transcricio génica (KAHN, 1994;
MYERS & WHITE, 1996).

Estudos prévios em outros tecidos ¢ em culturas celulares, indicam que esses
eventos induzem sinais divergentes, resultando em miltiplas interacGes intracelulares com
as vias de smnalizagio de outros horménios, fatores de crescimento e citocinas,
desencadeando muiltiplos evenios bioldgicos como captacdo de glicose e aminoacidos,
sintese de glicogénio, proteinas, DNA e 4cidos graxos, expressdo génica, proliferagdo e
diferenciacfio celular, numa rede de sinalizagio complexa, com wvirias vias e diferentes
mecanismos (MYERS & WHITE, 1996; LEONARD & O’SHEA, 1998).

Discussdo

66



Os simalizadores IRS-1 ¢ IRS-2, elementos-chave na transmissio do sinal da
insulina, estdo presentes nas glandulas lacrimais e salivares de rato. Ambos sfo fosforilados
quase imediatamente apds a injegio de insulina. Estudos com camundongos “knock-out”
para os genes dessas proteinas, indicaram a participagio delas no controle metabélico,
crescimento tecidual ¢ modulacfo do estimulo induzido pela insulina e pelo IGF-1 (KAHN,
1994; ARAKI, ET AL., 1994; WHITERS ET AL., 1998).

O peptideo JAK-2 estd presente em pequenas quantidades nos tecidos
examinados ¢ a sua fosforilacio em resposta a insulina ocorre de forma modesta e
inconsistente, 0 que estd de acordo com dados ja publicados, em estudos com figado de
camundongos (CHEN ef al., 1997). Essas observagSes nfio concordam com achados
anteriores reportando o padro de ativagdo do JAK-2 em células em cultura, que por sua vez
expressam nfveis mais elevados de receptores de insulina do que tecidos em animais vivos,
podendo indicar que a ativacdo do STAT-1 ndo passe exclusivamente pela via de JAK,
como ocorre para as citocinas (DARNELL JR. er al., 1994). Al¥m disso, apds a
caracterizagiio da fosforilagdo da JAK-2 em resposta a insulina em tecidos-alvo da agéo
insulinica, como figado, miisculo, gordura e coracfio, adicionaram-se poucas informagdes a
respeito das interagdes destes peptideos JAK/STAT em resposta & insulina in vive (SAAD ef
al., 1996; VELLOSO ef al., 1998). Também nfio esté totalmente esclarecido quais os genes
ou eventos finais modulados por STAT em resposta a horménios, a fatores de crescimento ¢
a citocinas nos diferentes tecidos-alvo desses agentes, ¢ respostas tlo antagdnicas quanto
mitose ¢ inibigdo de proliferagfio j& foram descritas (SCHINDLER & DARNELL JR., 1995;
LEAMAN et al., 1996).

O peptideo She também foi identificado em glindulas lacrimais de rato, como
previamente descrite (OTA et al., 1998) e em glandulas salivares, com provavel aciio em
processos de proliferaco tecidual, conforme observados em estudos com culturas de células
(PELICCI et al., 1992). As observagbes deste trabalho indicam que a insulina induz a
fosforilagdo de She, de forma tempo- ¢ dose-dependente, nos dois tecidos estudados ¢ que a
fosforilagdio basal € elevada, provavelmente em resposta a outros estimulos ou mediado pelo
trauma cirirgico, ou via estimulacfio simpatica. A causa dessa estimulacio basal aumentada
ou a razéio da predominincia da isoforma Shc™> nio foram alvo de investigagdo neste

estudo.
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A insulinag induziu & fosforilacio do IGF-IR, em concentragdes farmacologicas,
em glandula lacrimal e salivar, fendmenos, como dito anteriormente, que se explicam pela
similaridade entre os receptores destas moléculas e pela capacidade previamente
documentada de a insulina se ligar ao IGF-IR in vifro, com afinidade 100 a 1000 vezes
menor que ao seu receptor especifico (ULLRICH er al., 1986; STEELE-PERKINS ef al,,
1988). Considerando esta capacidade da msulina, IGF-I ¢ outros fatores d= crescimento
como EGF e PDGF de ativar outras vias de sinalizagdo, incluindo as de hormdnios
esterdides, a questdo que permanece é: como as células em diferentes orgdos distinguem
esses estimulos e respondem de maneira distinta a eles? Uma das respostas talvez esteja nas
diferengas de ntimero e de afinidade dos receptores em cada tecido, fatores intracelulares
como expressio de diferentes isoformas de trandutores, diferentes sitios de acoplamenio em
moléculas sinalizadoras comuns, equilibrio entre fosforilagio em aminoécidos tirosina e
serina/treonina, além de sna capacidade de interagir com outros sistemas de sinaliza¢@o
(CULIG et al., 1995; BRANN, HENDRY, MAHESH, 1995; SASAOKA et al.,1996;
WATERS et al.,1996; PAWSON & SAXTON 1999).

O envolvimento de distirbios da sinalizagio intracelular na patogénese de
diversas doengas e disfunces orgénicas tem sido objeto de estudo desde a caracterizagéo
dos mecanismos de sinalizacio envolvidos nas acgbes dos hormdnios e dos fatores de
crescimento. Além das sindromes decorrentes de mutagSes no receptor de insulina
(MOLLER & FLIER, 1991), vérios modelos animais de resisténcia & msulina, incluindo
envelhecimento (CARVALHO et al., 1996), gestacdio (SAAD et al.,, 1997), obesidade,
hipertensfio arterial esponiinea e ainda a resisténcia induzida farmacologicamente com
dexametasona, adrenalina ou o diabetes induzido por estreptozotocina levaram a alterages
na sinalizagdo de insulina (SAAD, 1994; PAEZ-ESPINOSA er al., 1999). Modelos animais
em que a desestruturacgiio génica alterou a expressio de proteinas envolvidas na sinalizagdo
da insulina em tecidos-alvo especificos estio ajudando a esclarecer a especificidade tecidual
desses sinalizadores (BRIT]NING et al., 1998; KULKARNI et al., 1999).
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5.3 INFLUENCIA DO DIABETES MELLITUS NAS VIAS DE SINALIZACAO DE
INSULINA EM GLANDULAS LACRIMAIS E SALIVARES

Os mecanismos moleculares envolvidos na patogénese do olho e da boea seca
ndo sfo bem compreendidos, porém a influéncia de vérios hormdnios sobre as glindulas
lacrimais na sindrome de Sjdgren e o impacto do digbetes mduzido por estreptozotocina na
secregdo lacrimal de ratos j& foram descritos (SULLIVAN et al., 1998; SULLIVAN &
HANN, 1989). Apesar de a estreptozotocina ser usada ha varios anos para induzir diabetes
através da destruicdo das células B-pancreéticas, apenas recentemente foi demonsirado que
neste modelo ocorria também resisténcia & insulina ¢ modulagfio da expressdio ¢ fungdo de
elementos envolvidos na sinalizagio da mnsulina (JUNOD et al., 1967; DE FRONZO,
HENDLER, SIMONSON, 1982; SAAD ef al., 1992). Os presentes resultados em ratos com
diabetes induzido por estreptozotocina, sugerem um defeito na transmissdo do sinal
insulinico em glandulas lacrimais, conforme indicado pela reduzida fosforilagio do receptor
de insulina, que se propaga no ambiente iniracelular pela via JAK-STAT, mas n#c na via de
She. Essa diferenca poderia ser explicada pelos altos niveis de fosforilagdo basal de She,
conforme observado na Figura 6. A menor ativacdo do receptor de insulina em glindula
lacrimal do diabético comparada ao controle, poderia afetar o crescimento tecidual da
glandula ¢ contribuir para a redugfio de volume e de proteina e imunoglobulinas na lagrima,
previamente reportadas (SULLIVAN & HANN, 1989). O menor impacto do diabetes
induzido por estreptozotocina nas glindulas salivares pode estar relacionado a um maior
vigor desses 6rgios em mamiferos roedores ou a uma reag&o tempo-resposta retardada a
doencga, comparada as glindulas lacrimais. De maneira geral, € interessante considerar que
em uma situagio de insulinopenia, os organismos promoveriam ajustes bioquimicos para
reduzir 0 uso perif€rico da insulina € a atividade metabolica, ¢ desta forma preservar a
funcdio dos érghos mais diretamente envolvidos com a regulacdo metabélica como figado e
misculo (FOLLI et al., 1993). Alteraches na via tirosina-quinase de transmissdo do sinal
tém sido relacionadas a outras manifestagbes de doengas Orglo-especificas como
proliferagdio vascular secundéria & oclusfio da veia central da retina e doenga de Alzheimer
(HAYASHI, KIM, DE JUAN JR., 1999; HOYER, 1998).
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Em resumo, a insulina exerce suas fungdes nas glindulas lacrimal e salivar,
agindo através de uma série de etapas intracelulares de maneira semelbante a 6rgéos que
tradicionalmente sfo reconhecidos como alvos da agdio da insulina. As diferencas observadas
podem estar relacionadas a agdes especificas da insulina sobre cada tecido. A sinalizagéo
insulinica é afetada pelo diabetes mellitus em animais tratados com estreptozotocina, o que
pode oferecer subsidios para os mecanismos moleculares da disfung@o lacrimal nesta
doenga. Estudos futuros sdo necessdrios para explorar as repercussdes fisioldgicas das vias
de sinalizagio prejudicadas em condigles como o diabetes, 0 que poderia oferecer uma
explicagdo sobre o mecanismo da redugfo da agfio insulinica causando olho seco nesta

doenca.

5.4. INFLUENCIA DO ENVELHECIMENTO NAS VIAS DE SINALIZACAO DE
INSULINA EM GLANDULAS LACRIMAIS E SALIVARES

Estudos prévios demonstrando a redugfio no volume e no contetido protéico na
secrecdo salivar e lacrimal de ratos senis sugerem que a resposta reduzida a estimulos
colinérgicos ou peptideos estimuladores podem estar envolvidos nestes fendémenos
(SREEBNY ef al., 1989; BAUM et al., 1982; KIM et al., 1980). Além disso, andlises
histolégicas das glindulas lacrimais ¢ salivares humanas indicam que altera;des ductais e
acinares sdo significativamente maiores em individuos mais velhos (DAMATOQ, et al., 1984;
VISSINK ef al., 1996). Os efeitos dessas alteragbes podem influenciar a saude oral e da
superficie ocular dos idosos, fazendo com que figuem mais susceptiveis a olho seco e boca
seca do que a populagiio mais jovem como anteriormente reportado (SREEBNY ET AL,
1988; VISSINK ef al., 1996; MATHERS et al., 1996; SCHEIN et al., 1997).

Como demonstrado no presente estudo, os tecidos dos ratos sents estdo expostos
a concentragdes plasmdticas de insulina mais altas que os do grupo-controle (adultos de 8
semanas), porém este aumento nfio ¢ acompanhado por alteragio nas corcentragdes do
receptor ou de sinalizadores intracelulares como Shc e STAT-1. Considerando os efeitos
troficos da insulina sobre as células acinares lacrimais, demonstrados em células em cultura,

¢ o peso similar das glandulas lacrimais em ratos senis comparados ao do grupo-controle
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mais jovens (HANN et al., 1991; SULLIVAN ef al., 1990), seria de se esperar a ocorréncia
de uma estimulagdio maior da insulina sobre os tecidos dos velhos comparados ao dos
jovens, porém csses eventos, aparentemente contraditérios, podem ser explicados pelo
fendmeno da resisténcia 2 insulina, que € em parte atribuido & deficiéncia na transmissdo do
sinal msulfnico, mesmo em situacdes em que hd excesso desse hormdnio na circulagio
(SAAD, 1994). Os resultados indicam que a fosforilagio do receptor de insulina em resposta
3 insulina est4 reduzida em glandulas lacrimais e salivares dos ratos senis e que esta redugfo
repercute em etapas subseqiientes da sinalizagdo como a fosforilagdo do STAT-1 em
glindulas salivares.

A reducdo da atividade tirosina-quinase do receptor de insulina, sem a respectiva
redugdo na expressio deste, ja foi descrita em figado e misculo de ratos senis e no sistema
nervoso central (SNC) de pacientes com doenga de Alzheimer (FROLICH e al., 1998).
Esses dados também concordam com ensaios inm vifro, em qut.a a atividade quinase do
receptor de insulina foi menor em células provenientes de idosos comparada 2 de jovens,
independentemente da quantidade de receptores expressos (KONO er al., 1988,
CARRASCOSA et al., 1989).

Qutros sistemas de sinalizaciio, que utilizam a proteina-quinase C ou o0 AMPc
como segundos-mensageiros, apresentam redugdo de atividade com o envelhecimento, que
pode ser revertida através da modulagio farmacologica, conforme observado em diferentes
tecidos (WORTWEIN et al., 1998; ISHIZUCA et al., 1993; BACH et al., 1999). Esses
sistemas de sinalizagio sdo fiundamentais para as fungdes das glindulas lacrimais (DARTT
et al., 1998).

Os resultados aqui apresentados indicam que a transmissfio do sinal através do
transdutor STAT-1 esta reduzida em resposta & insulina nas giindulas salivares, uma vez que
a sua fosforilagsio foi menor em ratos senis nesse tecido. Esse achado concorda com estudo
anterior em que o envelhecimento levou a uma menor fosforilagdo do STAT-3 em figado de
camundongos em resposta ao horménio de crescimento (GH) (XU & SONNTAG, 1996).
Nesse estudo, a menor fosforilagio do STAT-3 nfio estava relacionada & menor quantidade

protéica de STAT-3 no figado dos ratos senis e, por outro, lado era aumentada em resposta a
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restrigio cal6rica cronica. No presente estudo, a discrepancia de achados entre glindulas
lacrimais (que ndo tiveram diferenca significativa na fosforilaggo do STAT, entre ratos senis
e jovens) e glindulas salivares, pode indicar uma resposta tecido-especifica ou ainda que as
alteracdes na transmissdo do sinal apresentam uma carateristica de regulagio idade-

dependente variavel em diferentes tecidos.

O envelhecimento nfio afetou a fosforilagio de Shc em resposta 4 insulina nos
dois tecidos estudados, apesar de uma maior fosforilagio basal em glindulas lacrimais.
Esses dados estdo de acordo com os achados prévios de elevada fosforilagio basal de She
em glindulas lacrimais e salivares de ratos normais (¥iguras 5 ¢ 6) ¢ da fosforilagio smmilar
em resposta & insulina em outros tecidos de ratos velhos comparados aos do controle
(PAEZ-ESPINOSA et al., 1999). Uma possivel explicaciio para este fendmeno, seria que o
envelhecimenio e a hiperinsulinemia, ao reduzir a afinidade do receptor por seus
sinalizadores intracelulares como o Shc, tornariam esse elem;ento mais disponfvel para
estimulos oriundos de outras tirosina-quinases, daf sua elevada fosforilagdo basal em
glaindulas lacrimais e outros tecidos de rato senis (LAMMERS ef al., 1990, DI
GUGLIELMO et al., 1994, WATERS et al., 1996).

Uma vez que a expresséo do receptor de insulina e de STAT-1 foram similares
em glandulas lacrimais e salivares de ratos jovens e velhos, pode-se afirmar que a menor
fosforilagio observada em animais senis nfio foi consegiiente i quantidade mas sim a
incorporagio de fosfato por molécula de substrato. Outros mecanismos que podem estar
envolvidos incluem o aumento da atividade de fosfatases de fosfotirosinas (NADIV et al.,
1994; SHUAI, LIAO, SONG, 1996; HASPEL, SALDITT-GEORGIEFF, DARNELL JR,
1996) ou o aumento de peptideos inibitérios como o PIAS (“protein inhibitor of activated
STAT”) e SS-1(*“STAT-induced STAT inhibitor”) que atuariam sobre elementos de
sinatiza¢dio especificos (CHUNG er al., 1997; STARR et al., 1997). A resisténcia & nsulina
relacionada 4 obesidade observada nesses animais senis poderia contribuir uma vez que ja
foi observado que a restrigdio calérica é capaz de reverter a diminuicéio na fosfortlagdo do
receptor de insulina e do STAT (OLEFSKY & REAVEN, 1975; DAVIDSON & KARJALA
1978; XU & SONNTAG, 1996).
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Em resumo, o envelhecimento reduz a fosforilagho insulino-dependente do
receptor de insulina em glindulas lacrimais ¢ salivares de rato, fendmeno que pode
repercutir em etapas subseqiientes do processo de sinalizagdo nesses tecidos. Essas
alteragdes podem estar envolvidas nas disfungSes lacrimais e salivares relacionadas ao

envelhecimento.

5.5. INFLUENCIA DO GENERO NAS VIAS DE SINALIZAGAO DE INSULINA EM
GLANDULAS LACRIMAIS E SALIVARES

A agio moduladora da insulina sobre as vias de sinalizagdo dos horménios
sexuais e vice-versa tem sido investigada em vérios tecidos, mas a importancia desta
interagio sobre a fungfio fisiologica desses hormdnios ainda ¢ pouco conhecida
(HOLMANG & BJORNTORP, 1992; GODSLAND et al., 1993; SAAD et al., 1997,
RINCON et al., 1996). Acredita-se que a inter-relagio entre hormémios, fatores de
crescimento e citocinas é um fendmeno que pode exercer um papel relevante no controle das
fungdes celulares (BRANN et al., 1995; JACOB et al., 1999; VELLOSO et al., 1996;
WEIGEL, 1996). Essa inter-relagdo pode, por exemplo, contribuir para o aumento da
resisténcia periférica & insulina em infecgbes ou para a associagdo comum entre diabetes e
hipertensio (EPSTEIN, 1991; SECHI & BARTOLI, 1997). Quanto a possivel interagio
entre hormonios sexuais ¢ insulina nas glindulas lacrimais e salivares, existem indicios, uma
vez que mulheres com diabetes mellitus tipo 2 apresentam mais comumente manifestaciio de
boca e ofho seco do que homens com a mesma condigio (BULPITT et al., 1998). Além
disso, alteragBes histolégicas ¢ fincionais nessas glindulas de camundongos diabéticos n&o-
obesos sdo mais intensas em fémeas do que em machos, o que difere de outros modelos
animais de doengas autoimunes sem diabetes (HU et al., 1992; SULLIVAN ez al. 1999,
TODA et al., 1999).

Os resultados deste trabatho demonstram que tanto em glindula lacrimal como
salivar de ratos, a fosforilagio do receptor de insulina é reduzida em fémeas comparada a
machos, em resposta ao estimulo insulinico. Estudos prévios, indicando que glindulas
lacrimais sdo reguladas por hormonios sexuais, principalmente os andrégenos (SULLIVAN

Discussdo

73




et al., 1998), ¢ também que hormbnios sexuais interferem na sinalizagéio insulinica, sugerem
que os hormdnios sexuais podem estar envolvidos na redugfio da sensibilidade & insulina
observada em fémeas aqui descrita (POLDERMAN et al., 1994; RINCON er 4gl., 1996;
SAAD et al., 1997; TSIBRIS ef al., 1980). '

Como esta reducio pa fosforilagdo do receptor em fémeas poderia repercutir na
cadeia de sinalizagdo adiante, estudou-se a resposta de Shc ¢ STAT-1 2 insulina nessas
glandulas. A decisdio quanto a analise de She se deu por seu papel na proliferacio celular em
resposta a varios estimulos (PELICCI ef al., 1992; WARY ef al., 1996) e também porque
estudos prévios indicam que o tratamento com corticdide aumenta a fosforilagio do Shc em
resposta 3 insulina (PAEZ-ESPINOSA ef al., 1999). Além disso, estudos com células em
cultura de cincer de mama, mostraram que o estradiol é capaz de ativar 0 She € outros
elementos da via da MAPK, por mecanismos que passam pela ativagiio do seu receptor
especifico (MIGLIACCIO ef al., 1996), sugerindo uma mfluéncia dos hormdnios esterdides
sobre este elemento da sinalizagdo insulinica em processos relacionados 4 multiplicacdo
celular.

De forma semelhante, estudos das agles bioldgicas do STAT sugerem que esse
esteja envolvido em processos de proliferacio e diferenciacdio celular dependendo do
estimulo ou sistema biologico estudado. Aqui também nio havia informagdes se este
elemento participante da sinalizacfio de varios horménios, fatores de crescimento € citocinas
teriza um papel na fungfio ou na disfungdo das glindulas lacrimais ¢ salivares (SCHINDLER
& DARNELL, 1995; LEONARD & O’SHEA, 1998). E interessante notar que o EGF, que
divide varios mediadores intracelulares de sinalizacdo com a insulina, apresemta uma
interacdo cruzada com a progesterona, envolvendo Shc e STAT, com efeitos sinérgicos em
células de glindulas mamarias que pode estar relacionada a prolifera¢éo do cincer de mama
(LANGE et al., 1998; RICHER ef al., 1998).

No presente trabalho mfo se identificou qualquer influéncia significativa do
género na fosforilagdo do She € STAT-1 em resposta ao estimulo insulinico em glandulas
lacrimais e salivares, apesar de uma tendéncia & redugfio da fosforilagdo do STAT-1 nas
glandulas lacrimais de fémeas, apds a injegfo de insulina. Esses achados nfo excluem a
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infloéncia de hormdnios sexuais sobre estes ou outros elementos da sinalizagfo intracelular,
porém sugerem que a diferenga na estimulagdo da sinalizacfio intracelular nfio se propaga de
maneira uniforme nas vias relacionadas a sinalizacfio insulinica. Outras intercomunicagdes
entre as vias insulinicas ¢ as dos hormdnios sexuais podem estar alteradas (WEIGEL, 1996).

A influéncia do ciclo menstrual sobre as a¢Oes insulinicas tem sido investigada
em humanos com dados contraditorios, o que pode se dever a falhas no controle de outros
parimetros metabdlicos e a sensibilidade variavel na medida da agfo insulinica (BONORA
et al., 1987; TOTH et al.,, 1987, VALDES & ELKIND-HIRSCH, 1991). No presente
trabatho, nem a curva de decaimento da glicose (Kirr ) em resposta & insulina, nem a
fosforilagio do receptor de insulina nas glindulas lacrimais ¢ salivares apresentaram
diferenca significativa comparando os diferentes estigios do ciclo estral nas ratas fmeas.
Esses achados pedem sugerir que os andrdgenos mais que o estrégeno ou a progesterona
possam ter influéncia na diferenga de ativagfio do receptor de insulina, relacionada ao género
em glindulas lacrimais ¢ salivares.

Uma vez que tanto o receptor de insulina, como o Shc ¢ o STAT-1 estdo
expressos em quantidades semelhantes nas gléndulas lacrimais e salivares, é improvavel que
o género ou os hormoénios sexuais tenham papel modulador sobre o padriio de expressdo
dessas proteinas. Outros mecanismos a serem investigados para explicar esta diferenga entre
os géneros na ativagdo do receptor de imsulina passam pela variagiio na atividade de
fosfatases fosfotirosinas, interferéncias na ligagfio insulina-receptor ou na sua atividade
quinase intrinseca.

Este trabalho também mostra que a fosforilaggo do receptor de insulina esta
diminuida em gliéndulas lacrimais e salivares de ratos do género feminino, em resposta 3
insulina. Este fenémeno pode estar relacionado a interag¢Ses locais com horménios sexuais,
mais provavelmente androgenos. Considerando os diversos efeitos da insulina sobre as
funcdes celulares, estes dados podem ajudar a explicar a predomindncia de disfungGes
dessas glandulas no género feminino. Estudos futuros vio permitir o entendimento dos
mecanismos reguladores dos hormonios sexuais sobre o receptor de insulina e também sobre
a influéncia destes sobre outros elementos participantes da sinalizacéo insulinica.

Discusséio
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A melhor compreensio dos mecanismos de secrecdo de insulina na lagrima e de
sua sinalizacdo intracelular na superficie ocular e glandulas exécrinas poderfo ajudar a
entender a patogénese das alteracdes relacionadas ao diabefes e contribuir para um
tratamento, seguro e eficaz dessas alteragtes.
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6. CONCLUSOES



1. A insulina estd presente na ldgrima humana ¢ sua conceniragfio ¢

influenciada pelo estado alimentar mas nfio pelo género.

2. O receptor de insulina ¢ do IGF-I estdo presentes em glindulas lacrimais e
glandulas salivares de ratos € na superficie ocular de humanos.

3. Entre os elementos participantes da via de sinalizac@o celular da insulina
identificou-se em glindulas lacrimais e gldndulas salivares o IRS-1, IRS-2, She ¢ STAT-1.

4, O Diabetes mellitus, o envelhecimento ¢ o género influenciam as etapas
iniciais das vias de sinalizac8o da insulina em gldndulas lacrimais ¢ glindulas salivares de

ratos.

Conclusdes
79



B e b e

- w& FREnIY RN

R il R T R

7. SUMMARY

81




Insulin plays a2 major role in lacrimal and salivary gland function and may also
regulate growth, metabolism and gene expression in those tissues and in ocular surface cells
as well. In addition, cells isolated from the ocular surface and from exocrine glands depend
on insulin for optimal survival in culture. The objectives of the present study were to
investigate the presence of insulin in tears as well as the expression and functional status of
the insulin receptor and elements participating in the insulin signaling pathway in ocular
surface, salivary and lacrimal glands. Insulin was detected by radioimmunoassay in tear film
of bumans and apparently correlates with plasma insulin. Immunoperoxidase technique was
used to localize insulin and IGF-I receptors in human cornea and conjunctiva and rat
lacrimal and salivary glands. The insulin-induced phosphorylation in a2 time- and dose-
dependent fashion was observed for insulin receptors IGF-IR, IRS-1, IRS-2, Shc and STAT-
1, as evaluated by immunoprecipitation and immunoblotting procedures. The insulin
receptor phosphorylation in response to insulin was lower in lacrimal glands of diabetic,
senile and female rats as compared to controls. In salivary glands, similar findings were also
observed in senile and female rats as compared to the controls. There was also a
significantly lower phosphorylation of STAT-1 in response to insulin in lacrimal glands of
diabetic rats and salivary glands of senile rats, compared to their respective controls. The
present study suggests that insulin, by acting through clements of its signaling pathway may
directly participate in the modulation of cell growth and survival in the ocular surface and
lacrimal and salivary glands, and that insulin signaling in such sites may be influenced by
diabetes mellitus, aging and gender.
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Tabela 1. Caracteristicas da populagio investigada para anilise de insulina no filme

lacrimal. Os dados estfo expressos como média = EPM.

Voluntdrios Homens Mudheres
Alimentados/ Em jejum (n) 12/5 11/05
Idade (média em anos) 33,17+4,5 30,62 £5,2
Volume de lagrima (pl) 46,4 £ 8,7 533+7.8
Proteina (mg/ml) 4.71+0.79 4.50+0.50

Tabela 2. Caracteristicas dos tecidos humanos usados para identificagdo do receptor de

insulina e do receptor de IGF-L.

Tecido Iniciais Idade/ Doenca Anti-RI  Anti-IGF-IR Controles
Género Negativos
Cornea SDS 36/M Doador + + -
Cdrnea VAPS 34/F Ceratocone + + -
Comea AAL: 18/M Ceratocone + + -
Cérnea MFSB 27/F Opacidade + + -
estromal
Conjuntiva I8 18/F Catarata + + -
Conjuntiva MIS 51/M Catarata + + -
Conjuntiva GLV T7F Catarata + + -
Anexos
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Tabela 3. Peso, glicemia, insulina sérica e Ky dos grupos de ratos usados nos

experimentos considerando-se diabetes, envelhecimento ¢ género. Os dados estiio eXpressos

como meédia + EPM.

Grupo n  Pesocorporal (g}  Glicose plasmdtica Insulina Kirr

(mg/di) séricalulimi)

Diabético-STZ 8 167£10* 364 £22 * 42+0,6%* -
Veiho (20 meses) 8 401 + 148 * 124 + {1 64,51+ 14,5%* 2,20+0,63 %
Fémeas 8 175.62 2342 * 121+ 12 19,6 £5,2 3,85 045
Grupo-Controle 24 208+8 11415 204+29 4,25 +0.,55
(machos de 2 meses)

* p< 0,05 comparado aos valores obtidos no grupo-controle.

Tabela 4. Densitometria da expressio de proteina nas glandulas lacrimais e salivares nos

grupos de ratos diabéticos, senis e fémeas comparada a do grupo-controle, analisada em

paralelo. Os dados estdo expressos como média + EPM.

Grupo Gldndula Lacrimal Gldndula Salivar

Rl Shc STAT RI She STAT
Diabético- 739,04£22,0 472+62,8 1675475,5 660+34,8 493£33,7 634,5£15,8
STZ
Controle 793,5£59,5  595,5%100,3  1573+120,3 6874111 494156,1 613131.6
2 meses 663159,5 34454722 240,3167,2 6154111 455,5t84,1  232,8+47.6
20 meses 760,5£104,3 308174 29231742 404,8481,5 3104£114,5 2904217
Machos 476,5£217.1 270716 568,7+175,5 437,7460,7 789,5+1292  265,7+54,0
Fémeas 605,8+165,9  139,5£59,1 575£120,3 351,8+87,5 907,3+149,6  351,0£190,5

Anrexos
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Tabela 5. Kipp de ratos machos e fémeas nas quatro fases do ciclo estral. Os dados estéo

expressos como media + EPM.

Grupos n Kir
Machos 8 425 +£0.55
Fémeas

Estro 5 3.46 £0.5]
Diestro-1 5 43112034
Diestro-2 5 3.75+£047
Proestro 5 3.86 1054
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Concentragfo de proteina (mg/ml)

Concentragiio de insulina (ng/ml)

Gréafico 1. Comparagio entre os niveis de insulina no filme
lacrimal de voluntirios masculinos e femininos,

alimentados e emn jejum

Homem
em jejum

Griéfico 2. Comparagio entre os niveis de insulina
na ldgrima de voluntdrios alimentados e em jejum

Concentragio de insulina {ng/ml)

Alimentado

Homem |  Mulher Mulher
alimentado em jejum alimentada
* p= 0,0397

Jejurn

Grifico 3. Relagfio entre os niveis de insulina e protefna na

IAgrima humana
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Figural. Transmissio do sinal da insulina. Representagdo esquematica de uma
célula em que a ligagdo da insulina ao seu receptor (RI), uma proteina
transmembrana, com estrutura heterotetramérica induz a ativagdo deste e a
subseqiiente ativagio de vias de sinalizagfo citoplasmaticas dirigidas a ativdade
metabolica (representada pelo GLUT-4 promovendo a captagdo de glicose) ¢ a
transmissdo do sinal insulinico ao nicleo celular onde promove eventos como
transcricio génica e controle da proliferagdo celular.

a zl Qg
/f}hcose S-8 RI TH
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Figura 2. Imunohistoquimica da glandula lacrimal, indicando a presenga do receptor
de insulina (a) e do receptor de “insulin-like growth factor-I" (b) em citoplasma e
membrana plasmatica de células epiteliais. Controle negativo (c). (Aumento de 400
vezes).
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Figura 3. Imunohistoquimica da glandula salivar, indicando a presenga do receptor
de insulina (a) e do receptor de “insuiin-like growth factor-I" (b) em citoplasma e
membrana plasmatica de células epiteliais. Controle negativo (c). (Aumento de 400
Vezes).
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Figura 4. Imunohistoquimica da cérnea humana indicando a presenca do receptor de
insulina (A) e do receptor de “insulin-like growth factor-[" (B) em citoplasma e
membrana plasmadtica de células epiteliais. Controles negativos (C, D). (Aumento de
400 vezes).
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Figura 5. Imunohistoquimica da conjuntiva humana indicando a presenca do receptor de
insulina (A) e do receptor de “insulin-like growth factor-i" (B) em citoplasma e
membrana plasmatica de células epiteliais e os controles negativos (C, D). (Aumento de
400 vezes).
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Figura 6. Curva tempo-resposta da fosforilacdo em tirosina do RI, IGF-IR, IRS-1, IRS-2,
She, JAK-2 ¢ STAT-1. Glandulas salivares (GS) e lacrimais (GL) de ratos analisadas por
imunoprecipitacio seguida de “immunobdlotting” apds a injecdo de salina (0) ou insulina

(10 uM).
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Figura 7. Curva dose-resposta da fosforilag@o em tirosina do RI, IGF-IR, IRS-1, IRS-2,
She, JAK-2 ¢ STAT-1. Glandulas salivares (GS) e lacrimais (GL) de ratos analisadas
por imunoprecipitagio seguida de “immunoblotting” apds a inje¢lio de salina (0) ou
insulina nas doses de10-''M a 10 ° M,
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Figura 8. Efeito do diabetes sobre a fosforilagdo em tirosina do RI em GL e
GS (a,b), do Shc em GL ¢ GS (¢,d), ¢ do STAT-1 em GL e GS (e.f). Os
valores estdo expressos comparando percentuais médios relativos ao controle
pos-estimulo com insulina (100%), na forma de média + EPM. * pS 0.05
comparado ao valor do grupo controle.
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Figura 9. Efeito do envelhecimento sobre a fosforilagdo em tirosina do Rl em
GL ¢ GS (a,b), do Shc em GL ¢ GS (c.d), e do STAT-1 em GL € GS (e,f). Os
valores estdio expressos comparando percentuais médios relativos ao tecido
do grupo de 2 meses pés-estimulo com insulina (100%), na forma de média +
EPM. * pS 0.05 comparado ao valor do grupo de 2 meses de idade.
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Figura 10. Efeito do género sobre a fosforila¢fio em tirosina do RI em GL ¢
GS (a,b), do She em GL e GS (¢,d), € do STAT-1 em GL ¢ GS (e,f). Os
valores estdo expressos comparando percentuais médios relativos ao tecido
do género masculino pos-estimulo com insulina (100%), na forma de média
+ EPM. * p§ 0.05 comparado ao valor do grupo do género masculino.
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Figura 11. Efeito do ciclo estral sobre a fosforilagdo em tirosina do RI em GL (A) e GS (B).
Os valores estdo expressos comparando a porcentagem média relativa ao tecido do grupo na
fase estro pos-estimulo com insulina (100%), na forma de média = EPM. * pS 0.05 comparado
ao valor do grupo na fase estro.
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