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ETAPAS INICIAIS DA ACAO INSULINICA NO FiGADO E MUSCULO DE
RATOS WISTAR ALIMENTADOS COM DIETA RICA EM FRUTOSE.

A insulina estimula a atividade tirosina quinase de seu receptor levando a fosforilagio de
proteinas citoplasmaticas, como a pp185 que € constituida de pelo menos dois substratos: os
substratos 1 e 2 do receptor de insulina (IRS-1 e IRS-2). Os substratos, por sua vez, associam-se
a fosfatidilinositol 3-quinase (PI 3-quinase), ativando-a. Sabe-se que animais alimentados com
dietas ricas em frutose apresentam resisténcia insulinica, entretanto o mecanismo molecular

envolvido nesta situagdo ndo esta totalmente esclarecido.

No presente estudo, investigaram-se os niveis teciduais € o grau de fosforilagdo,
produzidos apés o estimulo insulinico do receptor de insulina € da pp185 (IRS-1 e 2) no figado e
musculo de ratos Wistar alimentados com dieta rica em frutose (66% das calorias totais

provenientes de frutose), por immunoblotting com anticorpos especificos.

A alimentag@o com a dieta rica em frutose por 28 dias induziu discreta resisténcia a
insulina, a qual foi demonstrada pela diminuigdo significativa da velocidade de redugdo dos
niveis de glicose. Os animais deste grupo apresentaram niveis séricos elevados de triglicérides, e
auséncia de alteragdes significativas dos niveis de glicemia, insulinemia ou colesterol, quando
comparados ao grupo controle. Ndo ocorreu variagdo no niumero de receptores de insulina nos
tecidos hepatico e muscular dos dois grupos, alimentados com a dieta rica em frutose e com a
ragdo comercial. Entretanto, em amostras previamente imunoprecipitadas com anticorpo anti-IR
e incubadas com anticorpo antifosfotirosina, a autofosforilagdo do receptor, estimulada pela
insulina, mostrou-se reduzida para 72 + 4% (p<0,0001) no figado de ratos alimentados com a
dieta rica em frutose. O nivel protéico do IRS-1, como determinado por immunoblotting com
anticorpo anti-IRS-1, nfo apresentou alteragdes nos dois tecidos do grupo que recebeu a dieta
rica em frutose, comparado com o grupo controle. Em contraste, apds estimulo insulinico, os
ratos alimentados com a dieta rica em frutose demonstraram redugdo significativa do grau de
fosforilagdo da pp185 (IRS-1 e 2), tendo atingido 83 + 5% (p<0,05) no figado, e 77 + 4%
(p<0,0001) no musculo.

Os dados sugerem que estas alteragdes das etapas iniciais da transmissio do sinal
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insulinico possam ter significado importante no mecanismo de resisténcia a insulina encontrada

neste modelo animal.
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Insulin stimulates the tyrosine kinase activity of its receptor resulting in the tyrosine
phosphorylation of cytoplasmic proteins called pp185, which contain at least two substrates:
insulin receptor substrate-1 (IRS-1) and insulin receptor substrate-2 (IRS-2). These two
substrates in turn associate with phosphatidylinositol 3-kinase (PI 3-kinase), thereby activating
the latter. Feeding animals with high fructose diets results in insulin resistance. However the

exact molecular mechanism is unknown.

In the present study, we have investigated the levels and phosphorylation status of the
insulin receptor and pp185 (IRS-1/2) protein, in both liver and muscle of Wistar rats fed a high-

fructose diet (66% total calories as fructose) by immunoblotting with specific antibodies.

Feeding fructose for 28 days induced a discrete insulin resistance, as demonstrated by the
insulin tolerance test (ITT). Plasma glucose, serum insulin and cholesterol of the two groups of
rats (fructose and control) were similar, whereas the plasma triglyceride concentrations increased
significantly in the rats eating the fructose diet (p<0.05). There were no changes in the insulin
receptor concentration in the liver and muscle of both the high-fructose and the commercial
chow fed rats. However, in samples previously immunoprecipitated with anti-IR antibody and
blotted with antiphosphotyrosine antibody, insulin-stimulated receptor autophosphorylation was
reduced by 72 + 4% (p<0.0001) in the liver of rats fed high-fructose diet. The IRS-1 protein
levels, as determined by immunoblotting with anti-IRS-1 antibody, were similar in both liver and
muscle of the two groups of rats. In contrast, there was a significant decrease in pp185 (IRS-1/2)
phosphorylation, to 83+5% (p<0.05) in liver and 77+4% (p<0.0001) in muscle, after insulin

stimulatiom of the rats fed high fructose diet.

These data suggest that changes in the early steps of insulin signal transduction may have

an important role in the insulin resitance observed in animals treated with high-fructose diet.
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1.1. INSULINA E SUAS FUNCOES

A insulina, exercendo um efeito dominante no controle da glicemia, com a¢do metabolica
e de promogdo de crescimento, atua no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos, bem
como na sintese de RNA e DNA através da modificagdo da atividade de uma variedade de

enzimas e sistemas de transporte intracelular.

Em praticamente todos os mamiferos, seus efeitos glicoregulatorios  sdo
predominantemente exercidos nos trés tecidos de maior importancia na homeostase da glicose:
hepatico, muscular e adiposo. No figado, a insulina estimula o armazenamento de glicogénio ou
inibe a gliconeogénese e a glicogenolise. Nos tecidos periféricos (muscular e adiposo), a insulina
estimula a captagdo, armazenamento e utilizagio da glicose (FELIG & BERGMAN, 1990).
Somando-se a estes efeitos principais, a insulina também estimula o metabolismo de glicose em
outros tecidos que tém pequeno ou nenhum papel na homeostase da glicose como um todo. A
insulina age nestes tecidos como fator de crescimento, e de alguma maneira, modifica ou aumenta

a fungdo de outros reguladores do metabolismo destas células (KAHN et al., 1993).

Desde a descoberta da insulina, cerca de 75 anos atras, muito tém sido feito na tentativa
de entender os mecanismos moleculares da agdo insulinica. A importancia do entendimento da
agdo da insulina justifica-se pelos quadros de menor efeito biolégico do horménio, isto €,
resisténcia a insulina, que tem importante papel na patogénese de muitas doengas, incluindo
diabetes mellitus, obesidade, hipertensdo, e na intolerancia a glicose associada a muitas outras

doencas endocrinas (DeFRONZO, 1988; REAVEN, 1988; MOLLER & FLIER, 1991).

1.2. ACAO INSULINICA

A insulina, como outros horménios, inicia suas acbes a nivel celular através da ligacdo a
um receptor especifico, uma glicoproteina presente na membrana plasmatica (FREYCHET e al,,

1971, CUATRECASAS, 1972, KAHN, 1985).
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O receptor de insulina estd presente praticamente, em todos os tecidos de mamiferos,
contudo sua quantidade varia de 40, em eritrocitos na circulagio, a mais de 200.000 em
adipocitos e hepatocitos (KAHN, 1985). E uma glicoproteina heterotetramérica constituida por
duas subunidades o e duas subunidades B, cada uma com peso molecular de 135.000 e 95.000,
respectivamente, ligadas entre si covalentemente por pontes dissulfeto, formando uma estrutura
B-a-a-B (MASSAGUE et al, 1981, KASUGA et al., 1982a). A subunidade o é totalmente
extracelular e contém o sitio de ligag8io da insulina, enquanto que a subunidade  é uma proteina
de localizagdo transmembranica, responsavel pela transmissio do sinal insulinico (KASUGA et

al., 1982a, 1982b).

Uma propriedade importante da subunidade B do receptor de insulina é o fato desta ser
uma proteina com atividade quinase que, estimulada pela insulina é capaz de autofosforilar-se e
fosforilar outros substratos em residuos tirosina (KASUGA et al., 1982b). As proteina-quinases
sao enzimas envolvidas na transferéncia de grupos fosfato do ATP para aminoacidos especificos
de proteinas. Entdo, apos a ligagdo da insulina a subunidade o, hd uma mudanga conformacional
do receptor e a atividade quinase da subunidade 3 ¢ estimulada, levando a transferéncia de grupos
fosfato do ATP para aminoacidos tirosina do receptor, e promovendo um aumento da atividade
quinase com a fosforilagio de substratos protéicos intracelulares (KASUGA er al., 1982b;

WHITE et al., 1984; ROSEN, 1987; KAHN & WHITE, 1988).

A subunidade B do receptor de insulina consiste de quatro partes, divididas de acordo com
sua fun¢do: dominio justamembrana, importante na ligacdo de substratos e internalizagio do
receptor; regido catalitica, que contém o sitio de ligagdo do ATP (lisina na posigdo 1030); regido
de autofosforilagdo em tirosina, envolvida na regulagido da atividade quinase; e a por¢io COOH-
terminal contendo dois sitios adicionais de fosforilagdo em tirosina, bem como alguns sitios de
fosforilagdio em serina e treonina. Nesta Gltima, encontram-se as maiores diferengas entre o
receptor da insulina e do IGF-1 (insulin-like growth factor-1). O polipeptideo IGF-1 apresenta
estrutura semelhante a insulina porém com efeitos sobre o crescimento celular mais importantes
do que os metabolicos. A por¢do COOH-terminal da subunidade 8 € considerada como elemento
responsavel pela diferenciagdo entre os efeitos metabolicos e de crescimento celular da insulina

(KASUGA et al., 1982b, WHITE et al., 1984).
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O resultado da autofosforilagdo do receptor de insulina, ¢ a fosforilagio de pelo menos
seis residuos tirosina em regides intracelulares da subunidade B: tirosina na posi¢do 972 da regidio
justamembrana, tirosinas nas posiges 1158, 1162 e 1163, na porg¢do regulatoria; e tirosinas nas

posi¢des 1328 e 1334 da porgdo COOH-terminal (WHITE et al., 1988).

Ha consideraveis evidéncias indicando que a atividade tirosina quinase do receptor de
insulina ¢ absolutamente essencial no processo de sinalizagdo insulinica; baseando-se em analogia
de reagdes com outras quinases, este residuo de aminoacido é provavelmente o sitio de ligagdo do
ATP (EBINA et. al., 1985; ELLIS et al., 1986; EBINA ef al., 1987, ROSEN, 1987). Estudos de
mutagdes in vitro no receptor de insulina, demonstraram que a capacidade do receptor sofrer
autofosforilagdo ¢ prejudicada quando ocorre substituicdo da lisina na posigdo 1030 do receptor
por outros aminoacidos (metionina, arginina ou alanina). Quando as mutagdes se expressam nas
células, a ligagdo da insulina ocorre normalmente porém seus receptores sio inativos como
quinases e sem eficiéncia para mediar seus efeitos no metabolismo celular (ELLIS et al., 1986;
CHOU ef al, 1987, EBINA et al, 1987, WILDEN et al, 1992). Qualquer diminui¢do da
atividade tirosina quinase do receptor ¢ acompanhada por perda da capacidade de sinalizar os
efeitos metabolicos e de crescimento. Comparando a sintese de glicogénio estimulada pela
insulina em células expressando diferentes receptores (normais, receptores com 1, 2, ou 3
tirosinas mutantes nas posi¢des 1158, 1162, e 1163, ou receptores totalmente inativos como
quinases), verificou-se perda progressiva do efeito biologico e diminuigdo paralela da atividade

quinase do receptor (WILDEN et al., 1992).

O receptor de insulina possui ainda sitios de fosforilagdo em residuos de aminoacidos
serina e treonina, os quais quando fosforilados, parecem inibir a fosforilagdo em tirosina,
diminuindo ou inibindo a atividade quinase do receptor, prejudicando deste modo a transmissio
do sinal insulinico (BOLLAG ez al., 1986). A fosforilagdo em serina/treonina pode ser estimulada
pelo tratamento prolongado com insulina, por ésteres de forbol e analogos de AMP ciclico, que
sdo possiveis resultados da ag¢do de proteinas serina/treonina quinases, sobre o receptor. Entre as
serina-quinases que podem estar envolvidas na inibicdo do receptor de insulina, esta a proteina
quinase-C (PKC), que tem papel importante na transmissdo do sinal transmembranico de varios

horménios, fatores de crescimento, e neurotransmissores. A PKC consiste de uma familia de pelo
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menos 12 isoformas, que diferem em seus dominios regulatérios e na dependéncia de calcio
(Ca?"), bem como na sua distribuicdo tecidual (BOSSENMAIER et al, 1997). Portanto, a
regulacdo da atividade quinase do receptor de insulina por multisitios de fosforilagdo, tem um
importante papel no mecanismo de sinalizagdo da insulina em estados fisiologicos e patologicos

(TAKAYAMA et al., 1984; TAKAYAMA et al., 1988).

Assim, a insulina induz a fosforilagdo do receptor, que ativa a capacidade quinase do
mesmo, o qual desencadeia uma cascata de fosforilagdes de um ou mais dos seus substratos
intracelulares (WHITE et al., 1985; KARASIK ef al., 1988; SUN et al., 1991). Com o objetivo
de investigar os possiveis substratos do receptor de insulina, diversos laboratorios utilizaram
anticorpos antifosfotirosinas e identificaram em culturas de células e em tecidos, uma
fosfoproteina estimulada por insulina, denominada inicialmente de pp185, por migrar entre 165-
185 kDa em SDS-PAGE. (WHITE et al., 1985). Um componente da ppl185 foi purificado e
clonado de varias fontes, recebendo o nome de substrato-1 do receptor de insulina (IRS-1)
(ROTHENBERG et al., 1991; SUN et al., 1991; ARAKI et al., 1993). Este foi o primeiro e mais

estudado substrato do receptor de insulina.

O importante papel da fosforilagdo da pp185/IRS-1 na ag&o insulinica fica bem claro, apos
estudos com mutagénese in vitro da tirosina de posi¢do 972, situada na regido justamembrana do
receptor de insulina. O receptor mutante se liga normalmente a insulina, com total ativagdo da
capacidade tirosina quinase in vitro. Tal resultado € possivel porque a tirosina nesta posi¢do ndo €
o sitio de autofosforilagdo e ndo é parte do dominio de atividade quinase. Contudo, quando
transfectado em células, este receptor mutante ndo consegue fosforilar a pp185, e portanto, ndo €

capaz de transmitir os sinais da agdo insulinica (WHITE ez al., 1988).

O IRS-1 ¢ uma proteina encontrada na maioria dos tecidos e altamente conservado entre
as espécies. Com base em analise seqiiencial, 0 DNA complementar do IRS-1 de figado de rato
apresenta 1235 aminoacidos, com as seguintes caracteristicas: é uma proteina de localizagdo
totalmente citoplasmatica, possui uma seqiiéncia de aminoacidos compativel com a seqii€ncia de
ligagdo para mononucleotideos (ATP ou GTP), ainda que ndo apresente nenhuma homologia com

proteinas quinases conhecidas, e possui multiplos sitios de fosforilagio em serina, treonina e
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tirosina. A capacidade do IRS-1 ser fosforilado em tirosina apds estimulagio insulinica, e de
participar na transmissdo do sinal, depende de uma caracteristica estrutural, que é a presenga de
sitios tirosina em localizagGes estratégicas (SUN et al., 1993). Existem 22 sitios potenciais de
fosforilagdo em tirosina no IRS-1. Destes, dez possuem as seqiiéncias repetitivas: YMXM ou
YXXM, onde Y ¢€ tirosina, M € metionina e X € qualquer outro aminoacido (SHOELSON et al.,
1992). Seguindo-se a estimulagdo insulinica, estas tirosinas bem como outras tirosinas potenciais
na molécula de IRS-1 sdo rapidamente fosforiladas, resultando em ligagdes do IRS-1 com
proteinas intracelulares especificas (BACKER et al, 1992; MYERS & WHITE, 1993). Estas
proteinas celulares especificas caracterizam-se pela presenga de dominios SH2 (src homology 2),
assim chamados por apresentarem homologia com o produto de oncogénese viral Src. Para
propagar o sinal, a maioria dos receptores tirosina-quinase, uma vez autofosforilados, utilizam a
seqiiéncia YMXM para ligarem-se diretamente a proteinas contendo dominios SH2. Como o
receptor de insulina ndo tem a seqiiéncia YMXM, € o IRS-1 que se liga a proteinas com porgio

SH2 para propagar o sinal insulinico (SHOELSON ez al., 1992).

Em estudos em cultura de células e em sistemas reconstituidos in vitro, observou-se que o
IRS-1 fosforilado associa-se a enzima fosfatidilinositol 3-quinase (PI 3-quinase), ativando-a
(BACKER et al.,, 1992; FOLLI et al., 1992). Em seguida, demonstrou-se que em concentragdes
fisiologicas de insulina, a associagdo e ativagdo da PI 3-quinase ocorre também em figado e
musculo de ratos, dois importantes tecidos insulino-sensiveis (FOLLI ef al., 1992; SAAD ef al.,

1993).

A enzima PI 3-quinase apresenta duas subunidades, uma catalitica de 110 kDa e outra
regulatoria de 85 kDa que contém duas por¢des SH2 e uma SH3 (CARPENTER & CANTLEY,
1990). A associagdo e ativagdo entre o IRS-1 e a PI 3-quinase envolve as tirosinas fosforiladas do
IRS-1 proximas a metioninas, YMXM, e a por¢do SH2 da subunidade regulatoria da enzima PI 3-
quinase. A insulina aumenta a concentragdo intracelular de fosfatidilinositol 3-fosfato, sugerindo
que a PI 3-quinase foi ativada durante a estimulagio com este hormdnio (FOLLI ef al., 1992).
Embora a subunidade de 85 kDa da PI 3-quinase seja fosforilada apés estimulo com outros
fatores de crescimento (CARPENTER & CANTLEY, 1990), isto parece ndo ocorrer apos

estimulo com insulina. Ao invés disso, a ativagdo parece resultar da liga¢gdo do IRS-1 & PI 3-
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quinase (BACKER et al., 1992).

A associagdo-ativagdo do IRS-1 com a PI 3-quinase parece estar envolvida na
translocagdo dos transportadores de glicose (GLUT 4), de um pool intracelular para a membrana
plasmatica. Este efeito € principalmente observado nos tecidos muscular e adiposo. Os
transportadores de glicose sdo responsaveis pela captagdo de glicose em diversos tecidos. Foram
identificados 5 grupos distintos apresentando alguma especificidade quanto ao tipo de tecido:
GLUT 1, responsavel pelo transporte da glicose na placenta, cérebro, rim, colon e ocorrendo
pequena quantidade destes receptores no tecido adiposo e muscular; GLUT 2, esta presente no
figado e células B pancreaticas, parece estar envolvido no mecanismo regulado pela glicose que
leva a secregdo de insulina; GLUT 3 é encontrado no cérebro, placenta e rim; GLUT 4 , é o tinico
que parece ser regulado pela insulina e € encontrado exclusivamente em tecidos sensiveis ao
horménio, que incluem musculo esquelético e cardiaco e tecido adiposo, € o GLUT 5 o qual
predomina no intestino delgado. Em estado basal, os GLUT 4 estdo localizados em um pool
vesicular intracelular. Apos a estimulagio com insulina, ocorre rapida translocacdio destas
vesiculas ricas em GLUT 4, causando a inser¢@o destes receptores na membrana plasmatica,
dando inicio ao transporte de glicose para dentro da célula (BELL et al., 1990; BIRNBAUM,
1992). Recentemente descreveu-se novos grupos de transportadores, porém sua regulagio e

expressdo nos diversos tecidos ndo estdo completamente esclarecidas (ROGERS ez al., 1998)

Estudos recentes demonstraram que a associagdo do IRS-1 com a PI 3-quinase é essencial
tanto para o transporte de glicose em tecido adiposo (CLARKE ef al.,1994) e muscular, como
para a sintese de glicogénio e controle do crescimento celular, na maioria dos tecidos

(TSAKIRIDIS et al., 1995).

Além da PI 3-quinase, outras proteinas com porgdo SH2 também interagem com o IRS-1,
como SHPTP2 (syp) (KUHNE et al., 1993), GRB2 (SKOLNIK et al., 1993; TOBE ef al., 1993)
e Nck (LEE ef al, 1993). A proteina SHPTP2 é uma fosfotirosina fosfatase que contém duas
por¢des SH2, que pode ter importdncia no crescimento celular e exercer uma auto-regula¢do no
sinal gerado pela insulina. A GRB2 é uma proteina citoplasmatica com duas por¢des SH3 e uma

SH2. Esta proteina age como uma molécula adaptadora, que compde um complexo ativador da
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proteina ras, ativadora das MAP quinases (proteinas de ativagdo da mitogénese). A Nck, é uma
proteina adaptadora com trés por¢des SH3 e uma SH2, e que une o IRS-1 as vias de crescimento

celular (CHEATHAM & KAHN, 1995).

Mais recentemente, demonstrou-se que outra proteina com peso molecular discretamente
maior do que o IRS-1, também migra na banda pp185, e foi denominado IRS-2 (TAMEMOTO et
al., 1994, ARAKI et al.,, 1994, SUN et al., 1995). Esta proteina foi purificada, e a seqiiéncia
cDNA (DNA complementar) foi determinada. O IRS-1 e IRS-2 dividem regides seqiienciais e
possuem forte homologia, tendo aproximadamente 43% de semelhanga total. A regido NH2-
terminal, que proporciona a ligagdo molecular aos receptores de membrana ativados, ¢ muito bem
conservada. Ao contrario, a por¢ado COOH-terminal é pouco conservada entre os dois substratos
sendo que, com poucas excegdes, a similaridade € restrita aos sitios potenciais de fosforilagio em
residuos tirosina (SUN et al., 1995). Considera-se até o0 momento que a ampla banda de 185 kDa,
visualizada em extratos totais com anticorpos antifosfotirosina, constitui-se de pelo menos duas
proteinas, IRS-1 e IRS-2. Assim como o IRS-1, o IRS-2 aparece na maioria das células e tecidos
e ¢ rapidamente fosforilado em tirosina em resposta a insulina, associando-se e ativando
substratos que contém dominios SH2, incluindo a PI 3-quinase, a proteina Grb2, e fosfotirosinas

fosfatases como SHPTP2 (SUN et al., 1995; PATTI et al., 1995).

O IRS-1 e IRS-2 sdo proteinas de grande importancia no processo de transmissdo do sinal
da insulina, localizadas estrategicamente na fase inicial da sinalizagdo, e atuando como
ancoradouros de enzimas e adaptadores moleculares. Como resultado, promoverdo uma cascata
de reagdes intracelulares covalentes e ndo-covalentes, que multiplicario o sinal e efeitos
biologicos finais. O estudo da regulagdo do receptor de insulina e de seus substratos em tecidos
de modelos animais de resisténcia a insulina, vem contribuindo para um melhor entendimento dos

mecanismos moleculares pos-receptores de alteragido na sensibilidade a insulina.

1.3. RESISTENCIA A INSULINA

Varios modelos animais de resisténcia a insulina tém sido estudados, demonstrando que
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alteragdes nas etapas iniciais da a¢do insulinica em tecidos insulino-sensiveis, podem desempenhar
um papel importante na dessensibilizacdo a a¢do deste hormodnio. Alguns dos modelos ja
estudados sdo: ratos Wistar submetidos a jejum prolongado (SAAD et al, 1992), ratos
espontaneamente hipertensos - SHR (KAHN & SAAD, 1992), ratos Wistar tratados com
dexametasona (SAAD et al., 1993), ratos Wistar sépticos (NUNES et al., 1994), ratos Wistar
tratados agudamente com adrenalina (SAAD et al.,, 1995a), tratados agudamente com glucagon
(SAAD et al,, 1995b), ratos Wistar idosos (CARVALHO ef al, 1996), tratados com GH
(THIRONE et al., 1997), e ratas gravidas (SAAD et al., 1997).

Entretanto, outros modelos de resisténcia insulinica ndo foram ainda caracterizados, entre
eles o quadro de resisténcia a insulina induzida por dietas ricas em agucares simples,
principalmente frutose. Diversos trabalhos tém mostrado que animais alimentados com dietas ricas
em frutose (60 - 69% do total calorico) desenvolvem resisténcia a insulina, hiperinsulinemia,
hipertrigliceridemia e hipertensdo (ZAVARONI ef al., 1980; SLEDER et al., 1980, ZAVARONI
et al., 1982, TOBEY et al., 1982, HWANG et al., 1987, REAVEN ef al., 1989, MARTINEZ et
al., 1994). Em estudos com humanos, ndo seria possivel oferecer uma dieta com estas
porcentagens de frutose, pois poderia causar diarréia (COOPER, 1979). Porém, algumas das
caracteristicas encontradas nos estudos com animais, ja foram descritas também em humanos
consumindo cerca de 15 - 20% das calorias totais de frutose (BECK-NIELSEN et al., 1980;
HALLFRISCH et al., 1983). Entretanto, ha controvérsias, uma vez que diversos estudos com
pacientes diabéticos ou ndo, demonstraram que ndo houve alteragdo nos niveis de glicose ou
insulina ap6s consumo de quantidades moderadas de frutose (CRAPO & KOLTERMAN, 1984;
CRAPO et al., 1986, THORBURN et al., 1990, MALERBI ef al., 1996).

A frutose € uma hexose com poder adogante maior que o da sacarose, € por isso
recomendada para pessoas que querem perder peso (COOPER, 1979). E considerada benéfica por
promover um indice glicémico relativamente mais baixo, e recomendada como adogante a ser
utilizado até por diabéticos (SHAFRIR, 1985). Seu consumo tem aumentado principalmente na
dieta ocidental (PARK & YETLEY, 1993), justificando a quantidade de estudos realizados para

determinar os efeitos das dietas ricas em frutose.
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A maioria dos estudos explora possiveis mecanismos de resisténcia 2 insulina induzida pela
dieta, e efeitos de outras variaveis tais como idade, exercicio, ou uso de drogas capazes de
diminuir os niveis de lipideos (ZAVARONI e al,, 1980, SLEDER et al., 1980; TOBEY et al,
1982; THORBURN ef al, 1989; STORLIEN et dal, 1993). Nestes estudos foram utilizados
métodos de avaliagdo da sensibilidade a insulina in vivo e algumas técnicas in vitro. Para investigar
o efeito da alimentagdo rica em frutose em ratos, ZAVARONI et al. (1980), utilizando testes de
tolerdncia a frutose e glicose, demonstraram associagdo da hiperglicemia e hiperinsulinemia com a
resisténcia a insulina, nos animais alimentados com frutose em relagdo aos controles. SLEDER et
al. (1980), observaram o desenvolvimento de hiperinsulinemia associada a hipertrigliceridemia em
ratos que ingeriram dieta rica em frutose. Através da técnica de perfusdo de figado e musculo,
TOBEY et al. (1982), confirmaram niveis de glicose e insulina mais elevados em animais do grupo
frutose. Adicionalmente, sugeriram que o figado, mais do que o musculo, é provavelmente o
tecido responsavel pelo declinio da utilizagdo de glicose estimulada pela insulina no animal intacto
€ que, consequentemente, a resisténcia a insulina desenvolvida nos ratos alimentados com frutose
seria secundaria ao metabolismo anormal de glicose hepatica. THORBURN ef al. (1989),
utilizando clamp hiperinsulinémico euglicémico encontraram perda de sensibilidade a insulina no
figado e tecidos periféricos, e niveis elevados de triacilglicerideos plasmaticos em ratos
alimentados com dieta rica em frutose; ndo encontraram entretanto diferengas na glicemia e

insulinemia pos-prandial.

STORLIEN et al. (1993) demonstraram resisténcia a insulina induzida pela frutose,
importante elevagdo de triacilglicerideos circulantes, e concomitante elevagio da pressdo arterial;
as alteragOes foram abrandadas no grupo com a dieta rica em frutose pela administragdo de um

agente hipolipidémico.

O mecanismo molecular pelo qual, a alimentagdo rica em frutose induz resisténcia a
insulina ndo esta claro. EIFFERT e al. ( 1991), investigaram os efeitos combinados de idade, dieta
rica em sacarose e exercicio fisico sobre o numero de receptores de insulina e a atividade tirosina
quinase em musculo de ratos com doze e vinte e quatro meses de idade. Utilizando técnicas in
vitro, a partir da incubagdo de receptores de insulina parcialmente purificados em diferentes

concentragdes de insulina, demonstraram reducio do niimero de receptores nos ratos velhos
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alimentados com dieta rica em sacarose, ¢ diminuigdo da atividade tirosina quinase no musculo
esquelético de ratos jovens que receberam a dieta de sacarose. Além disso, observaram que o
exercicio preveniu a diminuigio das fungdes do receptor de insulina (ligagdo da insulina e atividade
tirosina quinase) tanto nos animais de doze como de vinte e quatro meses de idade, alimentados

com a dieta rica em sacarose.

As etapas iniciais da transmiss@o do sinal insulinico em modelos animais com resisténcia &
insulina induzida por uma dieta rica em frutose ndo foram ainda estudados. O estudo deste
modelo de resisténcia é importante, ja que a frutose vem sendo mais consumida e a dieta

alimentar é fundamental para o controle metabélico do diabetes.
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2. Objetivos



Os objetivos do presente estudo foram:
e Induzir um estado de resisténcia a insulina em ratos alimentados com dieta rica em frutose.
e Estudar os niveis teciduais e o grau de fosforilagdo, apos o estimulo insulinico, do receptor

de insulina e da proteina pp185 (IRS-1/IRS-2), no figado e musculo de ratos alimentados

com uma dieta rica em frutose.
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3.1. ANIMAIS E DIETAS

Foram utilizados ratos (Rattus novergicus, variedade albina), da linhagem Wistar-
Hannover, machos, jovens, com 5 semanas de idade, fornecidos pelo Biotério Central da
UNICAMP (CEMIB), Campinas-SP. Apos o desmame, os animais eram acomodados em gaiolas
plasticas, até completarem 5 semanas de idade e alimentados com ragdo comercial Nuvilab CR-1,

marca Nuvital.

Durante o periodo experimental, os animais foram mantidos em gaiolas individuais, em
ambiente com temperatura controlada (22 + 1°C). Permaneceram em ciclos de 12h de luz (06:00-

18:00h) e 12h de escuro (18:00-06:00h), recebendo agua e dieta “ad libitum” durante 28 dias.

Os animais foram divididos aleatoriamente em 2 grupos: Controle ¢ Experimental. O
Grupo Controle continuou com a mesma ra¢do comercial para ratos, contendo 64% das calorias
de carboidratos complexos, 9,5% de gordura (6leo vegetal) e 26,5% de proteina, enquanto o
Grupo Experimental recebeu uma dieta semi-purificada rica em frutose, contendo 66% das
calorias de frutose, 12% de gordura (6leo de soja) e 22% de proteina, sendo que as quantidades

de fibra, vitaminas e minerais seguiram recomendagdes da AIN-93 (REEVES et al., 1993).

O controle de peso foi realizado 3 vezes por semana, durante todo o experimento. Para a
execugdo de todas as fases experimentais e por necessidade de trabalhar com faixas etarias
restritas, utilizaram-se 15 lotes experimentais com numero variavel em funcio do teste a ser

realizado.

3.2. MATERIAL

Os reagentes e aparethos utilizados para eletroforese em dodecil sulfato de sédio e gel de

poliacrilamida (SDS-PAGE) foram adquiridos da Bio-Rad (Richmond, CA, USA).
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Metano hidroximetilamina (TRIS), fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF), aprotinina,
ditiotreitol (DTT), triton X-100, tween 20, e glicerol foram fornecidos pela Sigma Chemical Co.
(St. Louis, Mo). A Proteina A com iodo radioativo (**1) procedia da Amersham (Amersham,
UK), e a Proteina A Sepharose 6 MB da Pharmacia (Uppsala, Suécia). A membrana de
nitrocelulose (Hybond ECL, 0.45 um) foi obtida da Amersham (Aylesbury, UK). O agente
anestésico tiopental sodico foi adquirido da Cristdlia (Itapira/SP, Brasil) e a Insulina regular
humana (Humulin R) da Biobrds (BH, Brasil). Os anticorpos anti receptor de insulina e anti IRS-
1, e o anticorpo policlonal antifosfotirosina, foram todos da Santa Cruz Biotechnology (Santa
Cruz, CA, USA). A frutose utilizada no preparo da dieta foi doada pela Vepé* (Sdo Bernardo,
SP).

3.3. SOLUCOES UTILIZADAS

- Tampio de extragio A (extrato total): utilizado para a extragdo das proteinas celulares
dos tecidos estudados, contém: Trisma base pH 7,5 (hidroximetil amino metano) 100 mM, SDS
(dodecil sulfato de sddio) 10%, EDTA (Acido etileno-diamino tetracético) 10 mM, fluoreto de
sodio 100 mM, pirofosfato de sédio 10 mM e ortovanadato de sodio 10 mM. O ortovanadato foi
colocado no momento de utilizagio do tampao.

- Tampiio de Laemmli (5X): usado para estocar o mate'rial extraido e sua posterior
aplicagdo no gel de poliacrilamida para eletroforese (SDS-PAGE), contém: azul de bromofenol
0,1%, fosfato de sédio 1M pH 7,0, glicerol 50% e SDS 10%.

- Solu¢iio tampdo utilizada na eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE):
contém: Trisma base 200 mM, glicina 1,52 M, EDTA 7,18 mM e SDS 0,4%. Para uso, a solugdo
foi diluida 1:4.

- Solucio tampdo para transferéncia: empregada para a transferéncia das proteinas

separadas no SDS-PAGE para a membrana de nitrocelulose, contém: Trisma base 25 mM, glicina
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192 mM, Metanol 20% e SDS 0,02% para facilitar a elui¢do de proteinas de alto peso molecular.

Foti estocada a 4°C.

- Solugdo tampdo para SDS-PAGE - Gel de resolucio (resolving): tampio composto
de EDTA 4 mM, SDS 2%, trisma base 750 mM, com pH ajustado para 8,9 com acido cloridrico.

- Solu¢iio tampiio para SDS-PAGE - Gel da fase de empilhamento (stacking) das
proteinas: contém: EDTA 4 mM, SDS 2%, trisma base 50 mM, com pH ajustado para 6,7 com

acido fosférico.

- Solucdio Basal: solugdo basica utilizada para o manuseio da membrana de nitrocelulose
apos transferéncia das proteinas, contém: Cloreto de s6dio 150 mM, trisma base 10 mM, Tween

20 0,02%.

- Solu¢dio bloqueadora: utilizada para incubar a membrana de nitrocelulose, apos a
transferéncia, contém: 5% de leite em p6 desnatado e azida sodica 0,02%, dissolvidos em solugéo

basal.

- Solugiio tampdo de extragiio B, para imunoprecipita¢io: utilizada para a extracio de
proteinas celulares dos tecidos estudados, que foram posteriormente imunoprecipitadas. Contém:
Trisma base 100 mM, EDTA 10 mM, pirosfofato de sédio 10 mM, fluoreto de sodio 100 mM,
ortovanadato de s6dio 10 mM, PMSF 2 mM (diluido em alcool etilico), triton X-100 1% e 0,1
mg/ml de aprotinina. A solugdo foi mantida a 4°C, sendo que o ortovanadato, o0 PMSF ¢ a

aprotinina foram acrescidos no momento do uso.

- Solucdo tampdo para lavagem do imunoprecipitado: contém: Trisma base 100 mM,

EDTA 10 mM, ortovanadato de s6dio 2 mM e triton X-100 0,5%.

- Solucdo para anticorpos: solugdo contendo anticorpos especificos que marcaram as
proteinas transferidas para a membrana de nitrocelulose. Contém 0,3% de leite em p6 desnatado e

azida sodica 0,02%, diluidos em solugio basal. Os anticorpos utilizados foram: anticorpo
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antifosfotirosina, anticorpo anti-receptor de insulina (anti-IR) e anti-IRS-1.

- Solugfio com proteina A marcada com 'I: permite a visualizagio das bandas em
autoradiografia, contém 0,1% de leite desnatado, dissolvido em solugio basal com 2 uCi de

proteina A L.

3.4. METODOS

3.4.1. Extracio dos tecidos:

Ao final de 28 dias de periodo experimental, 12 lotes com 4 animais (2 com dieta
controle € 2 com dieta rica em frutose) foram anestesiados intraperitonealmente com tiopental
sodico, na dose de 80 mg/kg peso corporal, e submetidos a laparotomia apds a perda dos reflexos
corneano ¢ caudal. Uma incisdo foi feita sobre a pele expondo a musculatura abdominal e

ampliada para permitir também o acesso a musculatura da extremidade posterior da pata traseira.

Nos animais do grupo negativo (sem estimulo de insulina), foram removidos
fragmentos do figado e do musculo gastrocnémio, respectivamente. Para os animais do grupo
positivo (com estimulo de insulina), foi injetada insulina regular na veia porta em concentragdo

10°M, ou seja, 1,5 U ou 60 ug de insulina.

SAAD et al, 1992, demonstraram que a fosforilagio maxima do receptor de
insulina e do IRS-1, apds a infusdo com insulina na veia porta, se dava entre 30 e 60 segundos no
figado € entre 1 e 4 minutos no musculo, em concentragdes de 6 a 60 ug de insulina,
respectivamente. Uma vez que usamos os intervalos de tempo descritos acima, nossas amostras

foram colhidas no pico do evento de fosforilagio.

Ap6s 30 segundos da inje¢do de insulina, retirava-se um fragmento de figado, o

qual era colocado imediatamente em tubo tipo falcon contendo tampdo de extragdo A, que ja
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estava em banho-maria fervente. O tecido era homogeneizado durante 20 segundos com
processador do tipo “polytron”, operado em velocidade maxima. Apos o procedimento, o material
homogeneizado era mantido em banho-maria a 100°C durante 10 minutos, com a finalidade de
desnaturar completamente as fosfatases que poderiam desfosforilar o receptor de insulina e seus
substratos. E 90 segundos apos a inje¢@o de insulina era entdo retirado o fragmento do musculo

gastrocnémio, e trabalhado da mesma forma.

Apos os dez minutos de inativagdo enzimitica, os materiais extraidos e
homogeneizados, foram mantidos em gelo para transporte e centrifugagdo. Utilizou-se a
velocidade de 12000 rpm por 40 minutos a 4°C, para remover o material insolivel, utilizando-se o
sobrenadante para as etapas seguintes: uma parte foi utilizada para determinar a concentragio
protéica de cada amostra pelo método colorimétrico de biureto (BRADFORD, 1976); outra parte
foi utilizada para separagdo das proteinas em SDS-PAGE, com tampo de Laemmli (LAEMMLI,
1970), acrescido de DTT 200 mM, em proporgdo de 5:1, mantido sempre a 4°C até o momento de
submeter a fervura a 100°C durante 5 minutos, e posteriormente aplicados em gel de

poliacrilamida.

3.4.2. Immunoblotting ou Westernblotting:

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

nitrocelulose, permitindo a orienta¢do quanto ao peso molecular das bandas observadas.

A eletroforese foi realizada em cuba de minigel da Bio Rad (Mini-Protean), com
solugdo tamp@o para eletroforese, previamente diluida. O SDS-PAGE foi submetido a 25 volts,

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

por gelo.

As membranas de nitrocelulose contendo as proteinas transferidas foram incubadas
em solugdo bloqueadora por 2 horas, a temperatura ambiente ou durante uma noite (overnight) a
4°C, para diminuir a ligagdo inespecifica de proteinas. A seguir, as membranas foram lavadas com
solugdo basal por 3 sesses de 10 minutos, e incubadas com anticorpos especificos,
antifosfotirosina, anti-receptor de insulina ou anti-IRS-1, diluidos em solugio tampdo por 4 horas,
a temperatura ambiente sob agitagdo constante, ou durante uma noite a 4°C. Foram entdo lavadas
novamente com solug@o basal por 3 sessdes de 10 minutos e incubadas a seguir em solugdo com

proteina A, marcada com %

I, durante 2 horas a temperatura ambiente. O excesso de proteina A
foi lavado com solugdo basal e entdo, as membranas expostas ao filme de RX (Kodak XAR -
Rochester, NY), com intensificador (Cronex Lightning Plus - DuPont, Wilmington, DE) em

cassete mantido a -80°C. Apos 12 - 48 horas, os filmes foram revelados na forma convencional.

A intensidade das bandas foi determinada através da leitura das autoradiografias
reveladas por densitometria Optica, utilizando o equipamento e programa Eagle Eye scanner
(Stratagene). Os dados obtidos dos diferentes grupos, ou seja, a comparagdo das bandas foram
analisadas estatisticamente. Os resultados finais foram apresentados através da variagdo percentual

entre os ratos controles e os ratos que receberam a dieta rica em frutose.

3.4.3. Imunoprecipitacio:

Em 4 lotes de experimentos, os dois tecidos estudados foram extraidos e
homogeneizados no tampdo de extragdo B, em banho de gelo, € mantido nesta temperatura
durante todo o processo. Apos centrifugagdo por 25 minutos, a 12.000 rpm a 4°C, volumes das

amostras com a mesma concentragdo protéica foram utilizadas para imunoprecipitagdo com
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anticorpo anti-receptor de insulina. As amostras foram colocadas sob incubagio durante 12-14
horas a 4°C, sob agitagio continua. Em seguida acrescentou-se proteina A-Shepharose 6MB em
todas as amostras para precipitagio dos complexos proteina/anti-IR, sendo mantidas em agitagio
continua por mais duas horas. Apos nova centrifugagio por 15 minutos, a 12000 rpm a 4°C, o
sobrenadante foi descartado e o material precipitado lavado por trés vezes com a solug@o tampdo

especifica para lavagem.

As proteinas precipitadas, a seguir, foram tratadas com tampdo de Laemmli
(LAEMMLI, 1970) contendo 100 mM de DTT, aquecidas em agua fervente por 5 minutos e
centrifugadas por 1 minuto. As proteinas foram entdo submetidas a eletroforese em SDS-PAGE e
transferidas para membrana de nitrocelulose. A determinagdo das proteinas segue as etapas
descritas anteriormente no item 3.4.2. Nestes experimentos de imunoprecipita¢do, as membranas

foram submetidas ao blotting com anticorpo antifosfotirosina.

3.4.4. Avaliacdo da acido insulinica através do teste de tolerincia 3 insulina (ITT)

curto:

Cerca de 7 lotes de animais, de ambos os grupos, controles e alimentados com
dieta rica em frutose, foram submetidos ao teste endovenoso de tolerancia 2 insulina. Apds jejum
noturno de 12 a 14 horas, os animais foram anestesiados e coletadas pequenas amostras de
sangue através do corte na extremidade da cauda. Foi efetuada a laparatomia e os ratos receberam
60 ug de insulina regular na veia porta, e apos 4, 8 12 e 16 minutos da infusdo, houve coleta de
sangue para dosagem de glicose. As amostras foram desproteinizadas em éacido tricloroacético, e
apos 5 minutos de centrifugagdo, determinou-se a dosagem plasmatica de glicose pelo método da

glicose oxidase (TRINDER, 1969).

A velocidade de reducdo da glicose plasmatica (Kitt) foi calculada pela formula
In2/t15. O t1, da glicose foi calculado a partir da inclinagdo da curva de regressao minima durante

a fase linear de declinio da concentrago plasmatica de glicose (BONORA et al., 1989).
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3.4.5. Determinacio da glicose plasmatica, insulina sérica, colesterol e

triacilglicerideos séricos:

A dosagem da glicose plasmatica foi realizada pelo método enzimatico
colorimétrico de glicose oxidase (TRINDER, 1969). Os resultados foram expressos em mg/dl. As
amostras de sangue dos dois grupos, Controle e Experimental, foram obtidas apos 12-14 horas de
jejum. Para a dosagem da insulina sérica foi utilizada técnica de radioimunoensaio. Os resultados
foram expressos em uU/ml. Para a determinagdo dos niveis de colesterol e triacilglicerideos
séricos, utilizaram-se kits comerciais de reagdes enzimaticas. Os resultados foram expressos em
mg/dl. As amostras de sangue para determinagio da insulina sérica, colesterol e triacilglicerideos,

dos diferentes grupos de animais foram obtidos por pungdo cardiaca ap6s jejum de 06 horas.

3.4.6. Analise estatistica:

Os experimentos foram realizados, estudando-se comparativamente o grupo
Controle € o grupo Experimental. A analise estatistica dos resultados empregou o teste 7 de
student, ndo pareado, com nivel de significAncia de 5 % (p<0,05), sendo os resultados expressos
como média + erro padrio da média (X + EP.M.), e posteriormente representados em

porcentagem de variagdo em relagdo aos controles, aos quais se atribuiu o valor de 100%.
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4. lesultados



4.1. CARACTERISTICAS DOS RATOS WISTAR

A FIGURA 1 mostra a evolugéo do peso durante os 28 dias de periodo experimental dos
animais do grupo controle alimentados com ragdo comercial e do grupo que recebeu dieta rica em
frutose. Ndo houve diferen¢a no peso dos animais entre os dois grupos. O peso inicial médio dos
ratos controles foi de 127 + 8 g, e dos ratos alimentados com dieta rica em frutose 129 + 8 g. Os
pesos finais dos grupos foram 271 + 6 g € 270 + 5 g, respectivamente, nio tendo demonstrado

diferenga significativa (p=0,893).

Os valores semanais de peso estdo no ANEXO 1.

A TABELA 1 apresenta os valores de glicose plasmatica, niveis séricos de insulina, de
colesterol e de triacilglicerideos pos-prandiais dos dois grupos de animais. Apenas o nivel de
triacilglicerideos mostrou-se significativamente superior nos animais alimentados com dieta rica

em frutose.

TABELA 1. Glicose plasmatica e niveis séricos de insulina, colesterol e triglicerideos apos 28 dias

de ensaio. O nimero mostrado entre parénteses refere-se ao nimero de animais.

Grupeos Glicemia Insulina Colesterol Triacilglicerideos
(mg/dl) (uwU/ml) (mg/dl) (mg/dl)
Controles 76 + 3 (23) 44 +£4(13) 65 £2 (13) 128+ 9 (11)
Frutose 826 (15) 44 £5(8) 72+ 4 (9) 219 £31 (7)*

Os resultados estfo expressos como Média + desvio padrio, e a significAncia expressa em *p<0,05, entre os

grupos controle e experimental.

Os valores relatados acima estdo discriminados por animal no ANEXO 2.

4.1.2. Velocidade de reducio da glicose nos animais controles e alimentados com

dieta rica em frutose - caracterizacio da sensibilidade a insulina
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A FIGURA 2 mostra a velocidade de redugdo da glicose (Kitt) durante o teste de
tolerancia a insulina curto, realizado nos primeiros 16 minutos apos a infusdo de insulina na veia
porta dos animais. O Kitt mostrou-se significativamente menor nos animais alimentados com a
dieta rica em frutose, sendo a média de 2,91 + 0,22 %/min, quando comparado & média dos

animais controles, 3,94 + 0,29 %/min (p<0,02).

Com o resultado do teste endovenoso de tolerdncia a insulina, constatamos que os
animais alimentados com a dieta rica em frutose apresentaram um estado leve de resisténcia a

insulina, caracterizado por 25% de diminui¢do na velocidade de redugio da glicose.

Os valores individuais relatados acima estdo descritos no ANEXO 3.

4.2. EFEITO DA DIETA RICA EM FRUTOSE NAS ETAPAS INICIAIS DA ACAO
INSULINICA NOS RATOS WISTAR

4.2.1. Efeito da dieta rica em frutose na regulacio do receptor de insulina e da pp185
(IRS-1/IRS-2) no figado

Através da determinagdo por immunoblotting com anticorpo anti-receptor de
insulina verificou-se ndo ocorrer alteragdo do nivel protéico do receptor de insulina no figado dos
ratos tratados com frutose em relagdo aos controles (FIGURA 3A). A anilise, por densitometria
optica de sete experimentos na FIGURA 3B, mostra que os niveis teciduais de receptor de insulina
nos animais alimentados com a dieta rica em frutose foram 93 + 7%, em relagdo aos animais

controle (p=0,781).

Uma vez que a fosforilagdo da subunidade B do receptor de insulina nio foi
visualizada em experimentos de extrato total do tecido hepatico, amostras de figado foram
previamente imunoprecipitadas com anticorpo anti-receptor de insulina e posteriormente,
submetidas a immunoblotting com anticorpo antifosfotirosina (FIGURA 4A). Como resultado,

observa-se que a fosforilagio em tirosina estimulada pela insulina da subunidade B de 95 kDa do
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receptor de insulina, apresentou diminui¢do significativa entre os dois grupos de animais. Em sete
experimentos, a FIGURA 4B mostra que a fosforilagio do receptor de insulina no grupo de

frutose reduziu-se para 72 + 4% (p<0,0001), em relagdo aos controles.

O nivel tecidual do IRS-1 no figado, obtido através do uso de anticorpos
especificos anti-IRS-1 (FIGURA 5A), foi semelhante entre os ratos alimentados com dieta rica em
frutose e os controles, (dieta controle = 100 + 7% vs dieta de frutose = 98 + 7%, p=0,873)
(FIGURA 5B).

A FIGURA 6A mostra o efeito da insulina sobre a fosforilacdo em tirosinas de
proteinas celulares do tecido hepatico de ratos controles e alimentados com a dieta rica em
frutose. Observou-se uma banda ampla, com peso molecular entre 110 e 130 kDa; a banda foi
inicialmente descrita como sendo a FAK - proteina quinase de adesio focal (YAMAUCHI ef al,
1995). Porém ndo € possivel descartar a possibilidade de que outras proteinas fosforiladas em
tirosina possam também migrar nesta banda; por isso, sera denominada genericamente de pp120.
O comportamento desta banda ap6s o estimulo com insulina é heterogéneo e classicamente ndo se
considera que para esta banda migrem substratos do receptor de insulina. Como ela é
insignificante para a analise dos eventos iniciais da agdo insulinica, seu comportamento ndo sera
descrito em detalhes. Uma outra banda que migra entre 165 e 185 kDa, também aparece apds o
estimulo insulinico, sendo classicamente denominada pp185. Esta banda foi identificada como
contendo o substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1), como componente principal

(ROTHENBERG et al., 1991).

Apos estimulo com insulina observou-se um aumento marcante no grau de
fosforilagdo da pp185 (IRS-1/IRS-2) nos dois grupos de animais, sendo o aumento menor nos
animais tratados com frutose (dieta controle = 100 + 5% vs dieta frutose = 83 + 5%, p<0,05)

(FIGURAS 6A e 6B).

Os valores individuais relatados no item 4.2.1 estio nos ANEXOS 4, 5,6 e 7.
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4.2.2, Efeito da dieta rica em frutose na regulacio do receptor de insulina e da pp185

no musculo

A alimentagdo com dieta rica em frutose ndo produziu alteragdes significativas no
nivel protéico do receptor de insulina no tecido muscular dos animais (FIGURA 7A). A FIGURA
7B demonstra que o nivel tecidual do receptor de insulina em ratos que receberam a dieta rica em
frutose foi 111 + 6% (p=0,202) em comparagdo aos ratos do grupo controle, determinado por

immunoblotting com anticorpo anti-IR.

Ao estudo da fosforilagdo da subunidade B do receptor de insulina no tecido
muscular, foi necessario proceder imunoprecipitagio com anticorpo anti-receptor de insulina e em
seguida immunoblotting com anticorpo antifosfotirosina (FIGURA 8A), de maneira semelhante ao
tecido hepatico. Apos o estimulo com insulina o grau de fosforilagdo do receptor no tecido

muscular ndo apresentou alterago significativa entre os dois grupos (FIGURA 8B).

Nao houve mudangas também quanto ao nivel tecidual de IRS-1 no musculo de
ratos de ambos os grupos (FIGURA 9A). Em 29 experimentos, a quantidade de IRS-1 nos
animais alimentados com a dieta rica em frutose foi 112 + 5% (p=0,130) (FIGURA 9B), quando

comparados aos animais controles.

A fosforilagdo da ppl85 (IRS-1/IRS-2) no tecido muscular apresentou um
comportamento similar ao do tecido hepatico. Apos estimulo insulinico, observa-se um aumento
no grau de fosforilagdo da pp185 no musculo de ambos os grupos de animais. Entretanto, o
aumento nos animais tratados com a dieta rica em frutose é significativamente menor quando
comparado ao grupo controle (dieta controle = 100 * 4 vs dieta frutose = 77 + 4%, p<0,0001)
(FIGURAS 10A € 10B).

Os valores individuais relatados no item 4.2.2 estdo descritos nos ANEXOS 8,9,

10e11.
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Figura 1. Evolugdo do peso dos animais (g) durante periodos experimentais
de 28 dias. Os valores sdo expressos como média de 10 grupos experimentais
(n = 4 animais/grupo experimental).

Figura 2. Velocidade de redugdo da glicose (Kitt) em ratos controle e
alimentados com a dieta rica em frutose. O itt foi calculado como descrito em
Métodos, e os valores sdo expressos como média + EPM, e a significancia
expressa como *p<0,05.
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A. Blot.: o IR
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B. Nivel protéico do receptor de insulina

Figura 3. Amostras de tecido hepatico de ratos foram submetidas a
immunoblotting com anticorpo anti-receptor de insulina. A: Avaliagdo do nivel
protéico do receptor de insulina (IR) em tecido hepatico de ratos controles (C) e
alimentados com a dieta rica em frutose (F). B: Efeito da dieta rica em frutose
sobre a concentragdo protéica do IR no figado de ratos dos dois grupos. A
densitometria Optica foi realizada nas auto-radiografias de 7 experimentos. Os
valores sdo expressos como média =+ EPM, e a significincia expressa como
*p<0,05.
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B. Fosforilacio do receptor de insulina

Figura 4. Amostras de tecido hepatico de ratos foram previamente
imunoprecipitadas com anticorpo anti-IR, e submetidas a immunoblotting com
anticorpo antifosfotirosina. A: Avaliagdo do grau de fosforilagdo em tirosina do
receptor de insulina (IR) em tecido hepatico de ratos controles (C) e alimentados
com a dieta rica em frutose (F), antes (-) e apos (+) infusdo de insulina. B: Efeito
da dieta rica em frutose sobre o grau de fosforilagdo do IR no figado de ratos dos
dois grupos. A densitometria Optica foi realizada nas auto-radiografias de 7
experimentos. Os valores sdo expressos como média + EPM, e a significincia
expressa como *p<0,05.
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A. Blot.: o IRS-1
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B. Nivel protéico do IRS-1

Figura S. Amostras de tecido hepatico de ratos foram submetidas a
immunoblotting com anticorpo anti-IRS-1. A: Avaliagdo do nivel protéico do
substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1) em tecido hepatico de ratos controles
(C) e alimentados com a dieta rica em frutose (F). B: Efeito da dieta rica em
frutose sobre a concentragdo protéica do IRS-1 no figado de ratos dos dois
grupos. A densitometria Optica foi realizada nas auto-radiografias de 28
experimentos. Os valores sdo expressos como média + EPM, e a significincia
expressa como *p<0,05.
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B. Fosforilagiio da pp185

Figura 6. Amostras de tecido hepatico de ratos foram submetidas a
immunoblotting com anticorpo antifosfotirosina. A: Avaliagdo do grau de
fosforilagdo em tirosina da pp185 em tecido hepético de ratos controles (C) e
alimentados com a dieta rica em frutose (F), antes (-) e apos (+) infusdo de
insulina. B: Efeito da dieta rica em frutose sobre o grau de fosforilagdo da pp185
no figado de ratos dos dois grupos. A densitometria Optica foi realizada nas auto-
radiografias de 5 experimentos. Os valores sdo expressos como média + EPM, e
a significancia expressa como *p<0,05.
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B. Nivel protéico do receptor de insulina

Figura 7. Amostras de tecido muscular de ratos foram submetidas a
immunoblotting com anticorpo anti-receptor de insulina. A: Avaliagdo do nivel
protéico do receptor de insulina (IR) em tecido muscular de ratos controles (C) e
alimentados com a dieta rica em frutose (F). B: Efeito da dieta rica em frutose
sobre a concentragdo protéica do IR no musculo de ratos dos dois grupos. A
densitometria Optica foi realizada nas auto-radiografias de 7 experimentos. Os
valores sdo expressos como média + EPM, e a significincia expressa como
*p<0,05.
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Figura 8. Amostras de tecido muscular de ratos foram previamente
imunoprecipitadas com anticorpo anti-IR, e submetidas a immunoblotting com
anticorpo antifosfotirosina. A: Avaliagdo do grau de fosforilagdo em tirosina do
receptor de insulina (IR) em tecido muscular de ratos controles (C) e alimentados
com a dieta rica em frutose (F), antes (-) e ap6s (+) infusdo de insulina. B: Efeito
da dieta rica em frutose sobre o grau de fosforilagdo do IR no musculo de ratos
dos dois grupos. A densitometria Optica foi realizada nas auto-radiografias de 7
experimentos. Os valores sdo expressos como média + EPM, e a significincia
expressa como *p<0,05.
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B. Nivel protéico do IRS-1

Figura 9. Amostras de tecido muscular de ratos foram submetidas a
immunoblotting com anticorpo anti-IRS-1. A: Avaliagdo do nivel protéico do
substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1) em tecido muscular de ratos controles
(C) e alimentados com a dieta rica em frutose (F). B: Efeito da dieta rica em
frutose sobre a concentragdo protéica do IRS-1 no musculo de ratos dos dois
grupos. A densitometria Optica foi realizada nas auto-radiografias de 29
experimentos. Os valores sdo expressos como média + EPM, e a significancia
expressa como *p<0,05.
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B. Fosforilagio da pp185

Figura 10. Amostras de tecido muscular de ratos foram submetidas a
immunoblotting com anticorpo antifosfotirosina. A: Avaliagdo do grau de
fosforilagdo em tirosina da pp185 em tecido muscular de ratos controles (C) e
alimentados com a dieta rica em frutose (F), antes (-) e apos (+) infusio de
insulina. B: Efeito da dieta rica em frutose sobre o grau de fosforilagao da pp185
no musculo de ratos dos dois grupos. A densitometria Optica foi realizada nas
auto-radiografias de 12 experimentos. Os valores sdo expressos como média +
EPM, e a significancia expressa como *p<0,05.
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D. Discussao



Apos a insulina ligar-se aos seus receptores na maioria das células, dando inicio as a¢des
metaboélicas e promotoras do crescimento, ocorrera uma mudanga conformacional do receptor e
ativagdo da tirosina quinase da subunidade B intracelular, levando a autofosforilagio de residuos
tirosina nesta subunidade. Como resultado, h4 um aumento da atividade quinase em dire¢do a
outras proteinas citoplasmaticas, como a pp185 que é constituida de pelo menos dois substratos:
0 substrato-1 do receptor de insulina (IRS-1) (SUN e al., 1991; SUN ef dal., 1992), o melhor
caracterizado até o momento; e o substrato-2 do receptor de insulina (IRS-2) (ARAKI et al.,
1994; SUN et al.,, 1995), recentemente identificado. A pp1385, ao ser fosforilada apos o estimulo
com insulina, podera associar-se diretamente com proteinas contendo dominios SH2 (assim
chamadas por apresentarem homologia ao oncogénese Src) para propagar o sinal (BACKER et
al., 1992; FOLLI et al., 1993; KUHNE et al., 1993). A PI 3-quinase é uma das proteinas SH2
que vai se ligar ao IRS-1 (SUN ef al, 1991; BACKER et al,, 1992; MYERS ef al., 1992) e ao
IRS-2 (SUN et al., 1995) fosforilados. Adicionalmente aos IRS-1 e 2, muitos outros substratos
celulares tém sido descritos para o receptor de insulina, ou seja, proteinas que sio também
fosforiladas apo6s estimulagdo insulinica. S3o elas: a ecto-ATPase (LIN & GUIDOTTI et al.,
1989; NAJJAR et al.,, 1993), a ppl5 (BERNIER et al, 1987), a She (PELLICI et al.,, 1992,
KOVACINA & ROTH, 1993), a pp60 ou IRS-3 (LAVAN ef al., 1997a; SMITH-HALL er al.,
1997), 0 JAK2 (SAAD et al., 1996), e o IRS-4 (LAVAN et al., 1997b).

O estudo da regulagdo das etapas iniciais da agdo insulinica pode ser realizado in vitro,
utilizando-se receptores de insulina parcialmente purificados e substratos exogenos, ou pode ser

realizado in vivo, apés estimulo com insulina.

Inicialmente, os estudos experimentais sobre o processo de sinalizagdo insulinica
utilizavam receptores parcialmente purificados, e a atividade tirosina quinase era determinada in
vitro, em dire¢do a substratos exoégenos tais como histonas (ROTHENBERG et al., 1990).
Embora tais procedimentos fossem uteis na compreensdo da fisiologia do receptor, eles estavam
sujeitos a artefatos bioquimicos resultantes da homogeneiza¢do do tecido e da purificagio do
receptor, como proteolise e desfosforilagdo, devido a fosfatases contaminantes presentes no meio
(KATHURIA ef al., 1986). Também, a remogdo do receptor da membrana plasmatica interferia

nas interagdes com outros componentes celulares, podendo influenciar em sua atividade tirosina
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quinase (FEHLMAN et al, 1985). Além disso, a atividade quinase quando estudada in vitro,
apresenta diferengas dependendo do substrato utilizado (ROTHENBERG e al,, 1990).

O método utilizado no presente trabalho foi a estimulagio in vivo com insulina, extragio e
homogeneizagdo dos tecidos hepatico e muscular, em condicdes desnaturantes ou em condi¢des
apropriadas para imunoprecipitagio, e posterior immunoblotting com anticorpos especificos. Esta
técnica, néo estando sujeita as implicagdes citadas acima, permitiu a determinagdo direta do grau
de fosforilagdo do receptor de insulina e da pp185 (IRS-1 e IRS-2); ou seja, da atividade quinase
in vivo do receptor dirigida a seus substratos endégenos, nestes dois tecidos com importante

papel na utilizagdo da glicose (SAAD et al., 1989).

A vpartir desta metodologia, investigamos as etapas iniciais da transmissio do sinal
insulinico em figado e miisculo de ratos alimentados com uma dieta rica em frutose, que constitui

um modelo de resisténcia a insulina.

Para caracterizar a resisténcia insulinica deste modelo animal, utilizamos o teste de
tolerancia 4 insulina (ITT) curto. A técnica do clamp euglicémico ou hiperinsulinémico
(DeFRONZO et al., 1979), embora seja um método bastante sensivel, e tradicionalmente utilizado
na determinagdo da agdo insulinica in vivo, tanto em humanos como em animais, é de dificil
execugdo. BONORA e colaboradores demonstraram em individuos obesos e diabéticos, que o
teste de tolerdncia a insulina (ITT) curto, o qual determina a velocidade de redugio dos niveis da
glicose plasmatica, pode ser um método alternativo de avaliagio da sensibilidade a insulina,

apresentando boa correlagio com os resultados obtidos com o clamp, com a vantagem de ser

facilmente executado (BONORA et al., 1989).

A alimentagdo por 28 dias com uma dieta contendo 66% das calorias provenientes de
frutose, induziu discreta resisténcia a insulina, que foi demonstrada por significativa diminui¢do da
velocidade de redugdo dos niveis da glicose, sugerindo menor sensibilidade ao horménio.
Somando-se a este resultado, o grupo da dieta de frutose apresentou niveis elevados de
triacilglicerideos, e auséncia de alteragdes significativas dos niveis de glicemia, insulinemia ou

colesterol, quando comparados ao grupo controle (TABELA 1).

Discussdo 39



Os efeitos das dietas ricas em aglcares simples (sacarose, frutose, glicose) tém sido
bastante investigados. Em particular a frutose, devido ao consumo cada vez maior, principalmente
nos Estados Unidos, e aos resultados demonstrados tanto em estudos animais (ZAVARONI et
al., 1980, SLEDER et al., 1980; ZAVARONI ef al., 1982; TOBEY et al., 1982; HWANG et al.,
1987, HWANG et al., 1989, REAVEN et al., 1989; THORBURN et al,, 1989; KOBAYASHI et
al., 1993; BHANOT et al., 1994), como em homens, diabéticos (CRAPO et al., 1986) ou ndo
(BECK-NIELSEN et al., 1980; HALLFRISCH et al., 1983; BOSSETTI ef al., 1984; CRAPO &
KOLTERMAN, 1984).

REISER et al. (1979), encontraram em humanos concentra¢des de insulina de jejum
maiores no grupo que recebeu 30% das calorias como sacarose; € o efeito foi ainda maior em
homens que ja apresentavam hipertriacilgliceridemia. Em um segundo estudo, eles encontraram
resultados semelhantes: elevagdo das concentragbes de insulina de jejum como conseqiiéncia do
aumento da ingestdo de sacarose (REISER ef al., 1981). Investigando os efeitos de quantidades
moderadas de frutose, HALLFRISCH ef al. (1983) encontraram niveis séricos de glicose e
insulina pés-prandiais e niveis de glicose de jejum elevados em homens normais e
hiperinsulinémicos apés consumirem dietas contendo 7,5 e 15% do total das calorias de frutose
por 5 semanas, quando comparados com o grupo da dieta de amido; ndo se registrando mudanga
nas concentragdes de insulina de jejum. Outros estudos porém ndo encontraram alteracdes nos
niveis de glicose ou insulina em homens que receberam tratamento com frutose (TURNER et al.,

1979; BOSSETTI ef al., 1984).

Os resultados diferem também em relagdo aos niveis de triacilglicerideos. HALLFRISCH
et al. (1983) demonstraram que aumentando as quantidades de frutose (0%, 7,5%, e 15% das
calorias) nas dietas, aumentos proporcionais ocorriam nos niveis de triacilglicerideos plasmaticos
de homens hiperinsulinémicos. Contudo, condigdes semelhantes nio produziram alteragbes em
outros trabalhos (BOSSETTI et al., 1984, CRAPO & KOLTERMAN, 1984; CRAPO et al,
1986). Foi sugerido que no sangue, concentragdes de triacilglicerideos elevadas sdo encontradas

em homens com concentragdes de insulina de jejum inicialmente elevadas (DALY ef al., 1986).

Para investigar a sensibilidade a insulina em humanos que recebiam frutose, BECK-
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NIELSEN ez al. (1980) utilizaram o teste de tolerincia & insulina intravenoso (IVITT), e
encontraram redu¢do de 25% da sensibilidade insulinica quando comparado ao grupo da dieta de
glicose. Enquanto THORBURN er al. (1990), através da técnica de clamp euglicémico ndo
encontraram efeitos na sensibilidade a insulina ap6s o consumo de uma dieta com 13% de frutose

consumida por trés meses.

Resultados conflitantes quanto aos niveis glicémicos e de triacilglicerideos podem em
parte ser explicados pelas dificuldades encontradas nos estudos com humanos, como interferéncia
nas dietas, controle da ingestdo de carboidratos, niveis de atividade fisica, e finalmente a
heterogeneidade entre os acticares (quantidade e qualidade) oferecidos na ampla gama de estudos.
Também se deve considerar que ratos de laboratério sdo muito mais uniformes geneticamente que
os humanos, o que dificulta a visualizagio dos reais efeitos perante a heterogeneidade das

respostas, e ainda o diferente estilo de vida de cada um.

O estudo de dietas ricas em frutose em animais apresenta também algumas diferengas em
seus resultados, porém em sua maioria sdo similares. As caracteristicas principais dos ratos que
receberam uma dieta rica em frutose sdo: resisténcia a insulina (ZAVARONI et al., 1980;
TOBEY ez al., 1982; HWANG et al., 1987, THORBURN ef al., 1989), hipertriacilgliceridemia
(SLEDER et al., 1980, ZAVARONI ef al., 1982; HWANG ef al., 1987: HWANG ef al., 1989;
REAVEN et al.,, 1989; THORBURN et al., 1989), hiperinsulinemia (SLEDER ef al., 1980;
ZAVARONI et al., 1980; ZAVARONI et al., 1982; TOBEY et al.,, 1982; HWANG et al., 1987,
HWANG er al., 1989; REAVEN ef al, 1989; KOBAYASHI et al, 1993; BHANOT et al,
1994), e hipertensio (HWANG er al, 1987, REAVEN ef al., 1989; HWANG et al, 1989;
BHANQOT et al., 1994). Este modelo animal de resisténcia a insulina induzida pela dieta rica em
frutose, tem sido relacionado com as caracteristicas da Sindrome X desenvolvida em humanos,
que apresenta quadro de resisténcia a insulina associado com hiperinsulinemia, hiperlipidemia e

hipertensdo, (REAVEN, 1988).

No presente estudo, apesar da resisténcia insulinica e dos niveis elevados de
triacilglicerideos desenvolvidos nos ratos alimentados com a dieta rica em frutose, nio observou-

se alteracdo significativa dos niveis de insulina. O aumento dos valores de triacilglicerideos foi
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discreto quando comparado aos valores dos trabalhos citados no paragrafo anterior. Os efeitos do
presente trabalho poderiam ser atribuidos a diferengas da composi¢do da dieta. Nos estudos
SLEDER et al. (1980); ZAVARONI et al. (1982); HWANG ef al. (1987), HWANG ef al.
(1989); REAVEN et al. (1989), ¢ THORBURN ez al. (1989), utilizaram-se dietas ricas em
frutose, contendo 66% das calorias de frutose, 22% de proteina e 12% de gordura animal
(banha), enquanto que a dieta utilizada em nossa investigagdo difere quanto ao tipo de gordura,
onde foi empregado o ¢leo de soja nos dois grupos de estudo por ser uma fonte lipidica mais

adequada para os ratos, e para eliminar variaveis que poderiam influenciar nos efeitos da frutose.

Alguns trabalhos demonstraram que componentes da dieta, especialmente o conteado de
lipideos (saturado ou poliinsaturado), exercem influéncia nos efeitos causados pelo conteado de
agucar da dieta (LITTLE et al,, 1970; BIRCHWOOD et al., 1970, ANTAR et al, 1970, MANN
et al., 1973). Acidos graxos saturados levam ao aumento das concentragdes séricas de colesterol
total, comparados a acidos graxos insaturados, e acidos graxos insaturados n-3 tendem a reduzir
as concentragdes de triacilglicerideos. Entdo, o tipo de gordura pode interagir com a composi¢do
de agucar na dieta (FRAYN & KINGMAN, 1995). Em homens normais, a dieta contendo 34% de
calorias sob forma de sacarose, por duas semanas, provocou maior aumento de triacilglicerideos e
colesterol quando se empregou acidos graxos saturados, comparado aos poliinsaturados (MANN
et al., 1973). Em pacientes com hiperlipoproteinemias, a dieta com 40% de sacarose nio elevou
as concentragdes de triacilglicerideos e colesterol plasmaticos, quando a gordura poliinsaturada
foi utilizada, porém as concentragdes aumentaram com o uso de gordura saturada (LITTLE et al.,
1970; BIRCHWOOD ef al.,, 1970; ANTAR et al., 1970). Em estudo com ratos que receberam
dietas contendo 40% de calorias sob forma de frutose, tendo o restante de nutrientes permanecido
igual ao da dieta controle (ragdo comercial), e outro grupo contendo 40% de frutose mais 7% de
gordura animal (banha) por 2 semanas, MATSUI e colaboradores encontraram o seguinte: a dieta
com frutose e gordura animal diminuiu a sensibilidade a insulina, elevou a pressio sanguinea
sistolica, aumentou os niveis plasmaticos de triacilglicerideos, de acidos graxos livres, e de VLDL
(very-low-density lipoprotein) e de LDL (low-density lipoprotein), em relagdo a dieta controle.
Enquanto que o grupo que recebeu a dieta composta por frutose sem a gordura animal, ndo
desenvolveu resisténcia a insulina e ndo alterou a pressio sanguinea, tendo apenas elevado o nivel

plasmatico de triacilglicerideos, comparado aos controles (MATSUI er al, 1997). Estas
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diferengas sugerem que o conteudo de frutose bem como o tipo de gordura s3o importantes no
desenvolvimento da resisténcia a insulina neste modelo animal. Em vista disso, € provavel que se
o conteudo de lipides da dieta oferecida aos animais do presente estudo, fosse gordura saturada,
os niveis de triacilglicerideos seriam mais elevados, e o quadro de resisténcia insulinica mais

grave.

Na literatura, os mecanismos responsaveis pela resisténcia a insulina e pela
hipertriacilgliceridemia encontradas nos ratos alimentados com dieta rica em frutose, ndo estdo
claros e varias hipoteses tém sido formuladas para explica-los. A resisténcia insulinica neste
modelo animal se relaciona frequentemente com o desenvolvimento da hipertriacilgliceridemia.
Particularmente neste modelo, a hipertriacilgliceridemia é um fator muito importante, ja que o alto
consumo de frutose favorece niveis elevados de triacilglicerideos circulantes (HALLFRISCH,
1990). O processo pelo qual a frutose induz a elevagdo de triacilglicerideos, parece ser pela
alteragdo da sintese de acidos graxos no figado, aumentando a esterificacdo de triacilglicerideos e
secre¢do de VLDL hepatico (FRAYN & KINGMAN, 1995; BLADES & GARG, 1995). Alguns
estudos demonstraram também uma remogio prejudicada de triacilglicerideos da circulagdo, em
resposta a alimentagdo com frutose (DALL’AGLIO ef al, 1983; MAMO ef al., 1991).
ZAVARONI e colaboradores demonstraram que nos ratos alimentados com dieta rica em frutose,
ocorria secregdo aumentada de VLDL, concluindo que a frutose pode agir diretamente no figado
aumentando a secregdo de VLDL, e que a hipertriacilgliceridemia induzida pela frutose pode
ocorrer na auséncia de hiperinsulinemia. Por outro lado, o aumento da concentragio de
triacilglicerideos plasmaticos produzido pela frutose foi reduzido dramaticamente nos ratos
submetidos a exercicio fisico, e esta redugio foi associada com a diminuigdo da concentragio de
insulina plasmatica. Finalmente, baseados nestas observacdes, os autores sugeriram que a
alimenta¢do com frutose produziria hipertriacilgliceridemia por efeito direto sobre a secrecio
hepatica de VLDL, bem como por efeito secundario de resisténcia insulinica e hiperinsulinemia
(ZAVARONI et al., 1982). Outro aspecto relevante em estudos da alimentagdo rica em frutose,
foi a melhora da resisténcia a insulina apos a normalizagio dos niveis de triacilglicerideos
circulantes com o uso de agentes hipolipidémicos, tais como dexfenfluramine (STORLIEN et al.,

1989), ou benfluorex (STORLIEN ef al., 1993).
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CRAPO et al. (1986) procurando investigar possiveis alteracdes moleculares na
transmissdo do sinal insulinico, em adipocitos isolados de humanos que receberam dieta rica em
frutose, demonstraram que ndo ocorria alteragio da ligagdo de insulina ao seu receptor.
Entretanto, em estudo anterior, BECK-NIELSEN ef al. (1980), encontraram diminui¢io da
ligagdo de insulina nos mondcitos circulantes de pacientes que consumiram dieta rica em frutose.
Investigando os efeitos positivos da suplementagio de oleo de peixe na dieta rica em frutose,
HUANG et al. (1997), utilizando adipécitos isolados, demonstraram redugdo significativa da
ligagdo de insulina apds estimulo com o hormdnio. EIFFERT et al. (1991) por sua vez, estudaram
os efeitos do envelhecimento, do exercicio, e das dietas ricas em sacarose sobre receptores
parcialmente purificados de tecido muscular de ratos, € a atividade tirosina quinase in vitro. Neste
estudo, a alimentagdo com dieta rica em sacarose resultou na redugdo do numero de receptores
nos ratos velhos, e diminuigdo da atividade tirosina quinase, estimulada por insulina, no mtsculo
esquelético de ratos jovens. Os resultados obtidos sugeriram que a resisténcia a insulina seria

provavelmente nos passos pds-receptor.

No presente estudo, néo ocorreu variagdo do niimero de receptores de insulina nos tecidos
hepatico (FIGURAS 3A e 3B) e muscular (FIGURAS 7A e 7B) dos ratos alimentados com a
dieta rica em frutose. Ocorreu entretanto uma redugdo significativa, 28%, no grau de
autofosforilagdo em tirosina do receptor do figado, apés estimulo in vivo com insulina. A
diminui¢do da fosforilagdo do receptor tem sido correlacionada com situagdes de resisténcia a
insulina como demostraram os estudos com mutagdes no receptor de insulina, que devido a perda
da atividade tirosina quinase tornou-se incapaz de autofosforilar-se, resultando em defeitos de
transmissdo do sinal insulinico e faléncia dos efeitos biologicos deste hormdnio (KASUGA et al.,
1982a; EBINA et al., 1987, CHOU et al., 1987, GIORGINO et al., 1993; WHITE & KAHN,
1994).

A redugdo da autofosforilagdo do receptor do figado, mas ndo do musculo de ratos
alimentados com a dieta rica em frutose é uma caracteristica presente em outros modelos de
resisténcia a insulina, como ratos tratados com dexametasona (KARASIK & KAHN, 1988;
SAAD et al., 1993) e camundongos ob/ob (SAAD et al., 1992). Nos dois modelos, ¢ possivel que

a exposigdo cronica dos tecidos a diferentes niveis de insulina contribua para estes resultados,
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uma vez que o figado esta exposto a uma concentragio maior de insulina do que o musculo,

justificando a regulagdo tecido-especifica do grau de fosforilagdo do receptor de insulina.

Nao houve mudangas nos niveis teciduais do IRS-1, nos dois tecidos do grupo que
recebeu a dieta rica em frutose, comparado com o grupo controle (FIGURAS 5A e B, 9A e B).
Entretanto, observamos redugo significativa no grau de fosforilagio da pp185 (IRS-1 e IRS-2),
sendo 17% no tecido hepatico (FIGURAS 6A e B) e 22% no tecido muscular (FIGURAS 10A e

B), apos estimulo insulinico dos ratos alimentados com a dieta rica em frutose.

No presente trabalho a redugdo dos graus de fosforilagio da pp185 (IRS-1 e 2) nos
tecidos hepatico e muscular, sugere a possibilidade de redugio proporcional na associacdo destes
substratos com a PI 3-quinase, como foi demonstrado por outros modelos de resisténcia a insulina
(FOLLI et al,, 1993; SAAD et al., 1995a; SAAD et al., 1995b; SAAD et al., 1997). Uma vez que
a associagdo/ativago entre os IRS-1/2 fosforilados e a PI 3-quinase sdo etapas importantes da via
de sinalizagdo, sera importante continuar utilizando este modelo na investigagdo da ativagdo da PI

3-quinase nos dois tecidos.

Os mecanismos responsaveis pela redugdo do grau de fosforilagdo em tirosina da pp185
nos tecidos hepatico e muscular no estdo totalmente estabelecidos. Um mecanismo regulatério
importante das etapas iniciais da a¢do insulinica ocorre através da fosforilagdo do receptor de
insulina e do IRS-1, em residuos serina e (ou) treonina (WHITE, 1997). Esta fosforilagdo reduz
de maneira importante a capacidade de fosforilagio de residuos tirosina apos estimulo com
insulina no receptor (TAKAYAMA et al., 1988), e no IRS-1 (TANTI et al., 1994a), dificultando
a transmissdo do sinal insulinico. Diversas enzimas com capacidade serina quinase como a propria
PI 3-quinase, a MAP quinase, a proteina quinase-C, e a proteina quinase-A podem fosforilar o
receptor, o IRS-1, e (ou) o IRS-2 em serina ou treonina, induzindo alteragdes (WHITE &
KAHN, 1994). A proteina quinase-C (PKC) é um candidato potencial com relevancia fisiologica,
exercendo papel importante na transmissdo do sinal de varios hormdnios, fatores de crescimento,
e neurotransmissores (CHIN ez al,, 1993; De VENTE et al, 1996; BOSSENMAIER et al,
1997). Sua ativagdo ocorre em resposta ao aumento de diacilglicerol (DAG), produtos de

fosfatidilinositol, e exposigdo a agentes indutores de tumores, tais como éster de forbol HUG &

Discussdo 45



SARRE, 1993).

Estudos em ratos tratados com uma dieta rica em frutose, demonstraram aumento da
formagdo de diacilglicerol (DAG) e maior expressdo da PKC-0, principal isoforma da PKC no
musculo esquelético (OSADA ef al., 1992), em fragSes de membrana (DONNELLY et al., 1994),
€ aumento da atividade da PKC (DONNELLY ef al., 1995). Assim, ¢ possivel que o aumento do
diacilglicerol e da PKC possa induzir a fosforilagio do IRS-1 e (ou) IRS-2 em serina e treonina,
tornando-os menos receptivos a fosforilagio em residuos tirosina, explicando sua menor
fosforilagdo, e dificultando a interacdo destes com o receptor de insulina € com a PI 3-quinase, no

modelo de resisténcia a insulina induzida por dietas ricas em frutose.

Em concordancia com esta hipotese, um outro dado interessante foi observado no
presente trabalho. Apés a estimulagdo insulinica, a fosforilagdo reduzida da ppl85 (IRS-1 e 2)
sofreu leve alteragdo na mobilidade eletroforética (FIGURA 10A), no tecido muscular de ratos
tratados com dieta rica em frutose. Esta caracteristica foi também descrita nos modelos de
resisténcia a insulina em adipdcitos tratados com acido “ocadaico” (TANTI et al., 1994b), e
animais tratados com glicocorticoides (GIORGINO e al., 1993). TANTI e colaboradores,
demonstraram que a redugdo na fosforilagio em tirosina do IRS-1, apés o estimulo insulinico,
estava relacionada com a diminuigio da mobilidade eletroforética devido a fosforilagdo em
serina/treonina do IRS-1. Foi demonstrado ainda nesse estudo, reduzida ligagdo do IRS-1 a PI 3-
quinase, ¢ finalmente a agdo da insulina no transporte de glicose foi bloqueada. Uma diminui¢do
similar na mobilidade eletroforética do IRS-1 acompanhada por reduzida fosforilagdo em tirosina,
apesar de ndo alterar a autofosforilagdo do receptor, foi também observada em cultura de células
tratadas por uma hora com insulina (MIRALPEIX et al., 1992). Ao contrario, GIORGINO e
colaboradores demonstraram que a fosforilacio do IRS-1 no musculo esquelético, apds a
administragdo de glicocorticoides, estava diminuida e sua mobilidade eletroforética aumentada.
Porém, esta alteragdo ndo foi associada com mudangas no contetdo de fosfotirosina da proteina,

mas possivelmente seria explicada pela reduzida fosforilagio em serina/treonina pelo IRS-1.

Sendo assim, as alteragbes observadas nos passos iniciais da acdo insulinica, como a

diminuigdo da fosforilagdo da pp185 (IRS-1 e IRS-2) nos tecidos hepético e muscular, e a
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migragdo mais lenta da pp185 em SDS-PAGE, em tecido muscular dos ratos alimentados com a
dieta rica em frutose, sugerem a possibilidade de menor fosforilagdo em residuos tirosina do IRS-
1 e (ou) -2, que poderia ser devido a fosforilagdo em residuos serina/treonina, podendo ter como

responsavel a proteina quinase-C.

Uma vez que o metabolismo de lipides e carboidratos estdo associados no figado, musculo
e tecido adiposo, um aumento no nivel de acidos graxos livres pode ser relevante nos animais
tratados com dieta rica em frutose (RANDLE ef al., 1963). Porém, alguns estudos demonstraram
que ndo houve alteragdo significativa nos niveis de acidos graxos livres nos ratos alimentados com
dieta rica em frutose (HWANG et al., 1987, HUANG et al., 1997; MATSUI et al., 1997). Além
disso, novamente torna-se relevante o tipo de gordura utilizada na dieta rica em frutose, pois
MATSUI et al. (1997) demonstraram que os niveis de acidos graxos livres apresentam-se
elevados nos ratos tratados com dieta contendo 40% de calorias provenientes de frutose, somente
quando a gordura saturada é utilizada. Como no presente trabalho foi administrado 6leo de soja
na dieta, a resisténcia ndo parece estar relacionada a este mecanismo, e como ja discutido
anteriormente, ndo sé o conteido de frutose da dieta, mas também o tipo de gordura, tem

importancia no desenvolvimento da resisténcia a insulina nos ratos.

Outros fatores a serem considerados ainda na resisténcia insulinica observada nestes
animais, € a maior disponibilidade de lipides circulantes ou intracelulares, ja que foi demonstrado
que os lipides podem inibir a utilizagdo de glicose em tecidos alvos, relacionando-se
negativamente com a ag¢do da insulina (STORLIEN et al., 1991, PAN et al., 1997), assim como a
alteragdo da composi¢do lipidica da membrana. ZOPPINI & KAHN (1992), utilizando cultura de
células tratadas com diferentes composi¢des de acido graxo, demonstraram variagdes importantes
no grau de fosforilagio do receptor e da pp185 induzidas pela insulina, sugerindo que tais
alteragOes estavam associadas a mudangas do contetido lipidico da membrana. MATSUI et al.
(1997) observaram que mudangas da composigio de 4cidos graxos (aumento da porcentagem de
acidos graxos saturados e monoinsaturados e redugdo dos poliinsaturados) de triacilglicerideos do
musculo esquelético de ratos alimentados com dieta rica em frutose (40% das calorias) mais
gordura animal, foram influenciadas por mudangas na ingestio de gordura da dieta. Em contraste,

ndo foi observado alteragdo significativa na composi¢do de 4cidos graxos de fosfolipides do
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musculo. Esta ultima observagdo foi justificada pelo curto tempo de duragdo (duas semanas) de
administragdo da dieta rica em frutose, uma vez que ratos com diabetes induzida por
estreptozotocina ndo alteraram a composigdo de acidos graxos de fosfolipides da aorta em
periodo de duas a trés semanas, mas apresentaram mudangas em maior periodo, seis semanas
(DANG et al., 1988). Embora alguns estudos sugiram que a composi¢do de acidos graxos dos
triacilglicerideos, mais do que os niveis de triacilglicerideos circulantes ou armazenados esteja
associado ao desenvolvimento da resisténcia insulinica (MATSUI et al., 1997), outros sugerem
que a elevagio de triacilglicerideos circulantes, mais do que seu armazenamento, esteja envolvido
com o desenvolvimento da resisténcia a insulina em ratos alimentados com dietas ricas em frutose

(STORLIEN ef al., 1993).

Deve-se considerar também a ag4o de fosfotirosinas fosfatases (PTPases) como um outro
mecanismo regulatério que induziria a maior desfosforilagio do IRS-1 e (ou) IRS-2, levando a
menor associagdo destes substratos com a PI 3-quinase. Apesar de ndo ser conhecido dados na
literatura referentes a estas enzimas, e a associagdo/ativagio da PI 3-quinase no modelo de

resisténcia insulinica induzida por dieta rica em frutose, tal efeito merece investigagdo futura.

A redugdo da fosforilagdo da pp185 (IRS-1 e -2) e provavelmente da intera¢io destes com
a PI 3-quinase, podem determinar alteragdes no transporte de glicose no tecido muscular de ratos
alimentados com dieta rica em frutose. A insulina, como ji descrito anteriormente estimula a
captagdo de glicose em tecidos periféricos, principalmente no musculo, através da translocagdo de
vesiculas contendo GLUT4 (transportador de glicose) de um compartimento intracelular para a
membrana plasmatica (RICE & GARNER, 1994; STEPHENS & PILCH, 1995; QUON et al.,
1995). Varios estudos experimentais utilizando diferentes métodos demonstraram que a PI 3-
quinase exerce papel fundamental na translocagio do GLUT4, estimulada pela insulina (HARA et
al., 1994; OKADA et al., 1994, CHEATHAM et al., 1994, HARUTA et al., 1995). Utilizando-se
inibidores da PI 3-quinase, a captagdo da glicose, induzida pela insulina em células adiposas, foi
inibida (CLARKE et al., 1994, SANCHES-MARGALET et al., 1994; YEH et al., 1995). E
ainda, uma mutagio da PI 3-quinase com delegdo no sitio de ligagdo da subunidade p110, inibiu a
capta¢do de glicose apos estimulo com insulina (HARA et al., 1994). Estes resultados sugerem

que a ativagdo da PI 3-quinase seja necessaria para a captagdo de glicose, estimulada pela insulina.
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Evidéncias demonstraram ainda uma correlacdo entre a atividade da PI 3-quinase e o metabolismo

de glicogénio (CROSS ef al., 1994; WELSH ef al, 1994).

Assim, a redugdo da fosforilagdo da pp185 (IRS-1 e 2) observada nos animais que
receberam a dieta rica em frutose, podera levar 4 menor associagdo IRS-1 e (ou) IRS-2/PI 3-
quinase, nos tecidos estudados, estando tal reducdo relacionada a ativagdo do transporte de
glicose no musculo, e sintese de glicogénio no figado e muisculo. A redugdo nesta associagdo
pode entdo ter um papel importante na resisténcia a insulina, no figado e musculo, dos ratos

tratados com dieta rica em frutose.

Em resumo, os resultados do presente trabalho demonstram que animais alimentados com
dieta rica em frutose durante 28 dias, apresentaram resisténcia insulinica acompanhada de niveis
elevados de triacilglicerideos, redugdo da fosforilagdo do receptor de insulina no tecido hepatico e
menor fosforilagdo da pp185 (IRS-1 e IRS-2) nos tecidos hepatico e muscular. E possivel que a
menor autofosforilagdo do receptor no figado, tenha contribuido para os eventos subsequentes a
estimulagdo insulinica neste tecido. Estes dados sugerem que alteragdes nas etapas iniciais da agdo
insulinica, possam ter significado importante no mecanismo de resisténcia observada neste modelo

animal.
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6. Conclusao



Dos resultados do presente trabalho chegou-se as seguintes conclusdes:

» A alimentagdo com dieta rica em frutose induziu resisténcia a insulina nos ratos Wistar,
que foi constatada pela diminuigio de 25% na velocidade de reducdo dos niveis de glicose, em

relagdo aos controles

» Os niveis de glicose, insulina e colesterol ndo apresentaram diferengas significativas
entre o grupo controle e de frutose. Entretanto, os ratos alimentados com a dieta rica em frutose

apresentaram niveis de triacilglicerideos elevados

> O conteado de frutose bem como o tipo de gordura sdo de grande importancia no
desenvolvimento da resisténcia a insulina neste modelo animal. Uma vez que no presente trabalho
foi utilizado o6leo vegetal, é provavel que os niveis de triacilglicerideos seriam mais elevados, e o

estado de resisténcia insulinica mais grave, caso fosse utilizado gordura animal

» Nio houve alteragdo do nivel protéico do receptor de insulina (IR) nos dois tecidos
estudados dos ratos tratados com a dieta rica em frutose, em relagdo aos controles. Porém foi
observada redugdo do grau de fosforilagdo do receptor, apés estimulo com insulina, no figado dos

ratos do grupo frutose

» Nio houve mudangas também nos niveis teciduais do IRS-1, nos tecidos hepatico e
muscular do grupo que recebeu a dieta rica em frutose, comparado com o grupo controle.
Entretanto, um importante achado, comum a ambos os tecidos foi a diminuigdo no grau de
fosforilagdo em tirosina da pp185 (IRS-1/IRS-2), 17% em figado e 22% em misculo, ap6s

estimulo insulinico nos ratos alimentados com a dieta rica em frutose

» Os dados sugerem que alteragdes nos passos iniciais da transmissio do sinal insulinico,

podem ter papel importante na resisténcia a insulina observada neste modelo animal.
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8. Anexos



ANEXO 01

TABELA 01: Valores dos pesos dos animais controles (C) e alimentados com dieta rica em
frutose (F), durante o periodo experimental de 4 semanas. Expressas as Médias + Erros Padrio da
Média (M), Desvios Padrao da Média (DPM), e a significancia expressa em *p.

Peso inicial 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias

C F C F C F C F C F

141,3 | 140,8 | 140,7 | 158,7 | 206,9 | 208,4 | 262,9 | 256,5 | 287.8 | 289.7
124,1 | 124,1 | 159,5 | 147,8 | 208,7 | 1993 | 246,0 | 2352 | 279,6 | 2784
1243 | 124,7 | 152,7 | 150,8 | 203,3 | 1953 | 246,6 | 236,3 | 263,5 | 274,7
105,9 | 105,5 | 1427 | 1324 | 183,0 | 1703 | 214,2 | 207,0 | 2483 | 2442
106,5 | 112,9 | 1483 | 149,0 | 1902 | 189,7 | 230,6 | 229,0 | 274,5 | 266,1
126,1 | 126,8 | 1558 | 1418 | 1973 | 183,9 | 242,6 | 219,7 | 2753 | 2672
120,6 | 121,2 | 146,9 | 138,0 | 183,1 | 178,1 | 212,8 | 214,5 | 2594 | 2662
197,5 | 199,0 | 2332 | 216,5 | 266,0 | 247,6 | 290,2 | 272,4 | 313,3 | 290,9
114,4 | 115,7 | 1493 | 1412 | 1794 | 183,6 | 226,5 | 221,2 | 255,5 | 252,0
111,8 | 1154 | 146,6 | 144,1 | 1847 | 1899 | 221,7 | 2258 | 249.8 | 266,9

n 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
M 127,2 | 128,6 | 157,6 | 152,0 | 2002 | 194,5 | 2394 | 231,8 | 2707 | 269,6

DPM | 26,85 | 26,50 | 27,18 | 23,80 | 25,45 | 21,54 | 23,89 | 19,75 | 19,90 | 14,75

p 0,910 0,632 0,595 0,445 0,893
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ANEXO 02

TABELA 02: Niveis de glicose plasmatica expressa em mg/dl, insulina sérica expressa em pU/ml,
colesterol e triacilglicerideos séricos, ambos expressos em mg/dl, dos animais controles e dos
animais alimentados com dieta rica em frutose. Sdo valores pos-prandiais, com 6 horas de jejum.
Os resultados sdo expressos como Média + Erro Padrio da Média (M), Desvio Padrio da Média
(DPM), e a significincia expressa em *p, entre o grupo controle e o grupo frutose.

Glicose Insulina sérica Colesterol sérico Triacilglicerideos
plasmatica pU/ml mg/dl mg/dl
mg/dl
cC | F c | F c | F C | F
79,6 50,0 449 338 80,1 543 117,0 381,7
57.5 57,0 542 459 61,9 79,5 119,2 192,1
69,8 42,6 30,0 83,1 70,4 54.6 109,2 193,9
79,1 43,9 644 396 62,6 67,5 116,6 2312
63,3 77,5 486 304 50,0 79,1 97,1 120,8
76,8 85,6 39,4 71,4 71,9 68,1 94 8 172,8
64,9 104,8 247 52,1 51,7 74,3 167,0 240,5
63,1 994 382 40,1 70,2 75,0 227.7
77,5 110,6 | 67,5 38,1 62,0 92,8 170,5
76,9 93,0 36,0 68,1 138,2
50,0 96,0 50,6 73,3 109,2
57,5 83,7 31,4 55,5 171,1
762 1267 | 39,1 73,3
57.9 79,4
71,2 79,4
104,8
107.9
101,4
84.6
60,1
103,1
75,1
84.6
n 23 15 13 9 13 9 12 7
M 76+3 82+6 | 44+4 48+6 | 663 7214 13711 219+31
DPM 16,3 249 12,9 17,8 9,1 12,3 39,8 81,8
p 0,359 0,499 0,186 *0,008
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ANEXO 03

TABELA 03: Resultados da redugdo dos niveis de glicose obtidos pelo teste de tolerancia ‘a
insulina curto (ITT), nos animais controles e tratados com dieta rica em frutose. Sio apresentados
os valores do Kitt que sdo expressos em %/minuto. Os resultados sio expressos como Média +
Erro Padréo da Média (M), Desvio Padrao da Média (DPM), ¢ a significincia expressa em *p.

Controle Frutose
2.6 3,5
3,6 2,8
2,2 1,2
52 2,6
5,1 3,1
5,9 23
2,5 29
6,4 3.5
4,0 3,9
3,9 2,7
3,7 2,1
5,6 3.4
43 4.0
48
3,5
3,0
2,9
2.8
2.8
n 19 13
M 3,9+0,29 2,9+0,22
DPM| 1,25 0,79
p *p<0,01
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ANEXO 04

TABELA 04: Medida da densitometria Optica, das bandas correspondentes a subunidade B do
receptor de insulina (IR), detectadas através do immunoblotting com anticorpo anti-receptor de
insulina, em amostras de tecido hepatico de ratos alimentados com a dieta rica em frutose e seus
controles. Os resultados sdo expressos como média, desvio padrio da média e erro padrio da
média. A analise estatistica utilizada foi o teste 7 ndo-pareado, e o nivel de significancia ¢ expresso
em p, comparando-se os dois grupos. O resultado final € um valor arbitrario percentual do
resultado obtido.

Controle Frutose
75.992 67.813
81.039 70.255
56.823 57.977
69.675 53.306
67.819 55.407
69.415 79.523
87.045 89.283
n 7 7
média 72.544 67.652
desvio 9.847 13.323
erro 3.722 5.035
t 0,450
Y4 0,781
unidades 100 + 5§ 93+ 7
arbitrarias

Anexos 74



ANEXO 05

TABELA 05: Medida da densitometria optica, das bandas correspondentes a fosforilagio do
receptor de insulina (IR), de amostras previamente imunoprecipitadas com anticorpo anti-IR e
submetidas a immunoblotting com anticorpo antifosfotirosina (anti-PY), em tecido hepatico de
ratos alimentados com a dieta rica em frutose e seus controles. Os resultados sdo expressos como
média, desvio padrdo da média e erro padrdo da média. A analise estatistica utilizada foi o teste ¢
néo-pareado, e a significancia é expressa em p, comparando-se os dois grupos. O resultado final é
um valor arbitrario percentual do resultado obtido.

Controle Frutose
19.224 14.976
18.006 12.634
19.316 13.825
19.585 15.191
20.006 11.342
20.476 11.591
16.531 16.023
n 7 7
média 19.021 13.655
desvio 1339 1844
erro 506 697
t 6,230
P 0,000
unidades 100+ 3 72+ 4
arbitrarias
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ANEXO 06

TABELA 06: Medida da densitometria Optica, das bandas correspondentes aos substrato 1 do
receptor de insulina (IRS-1), detectadas através do immunoblotting com anticorpo anti-IRS-1 em
amostras de tecido hepatico de ratos nos dois grupos estudados. Os resultados sdo expressos
como media, desvio padrdo da média e erro padrdo da média. A analise estatistica utilizada foi o
teste 7 ndo-pareado, € a significancia é expressa em p, comparando-se os dois grupos. O resultado
final ¢ um valor arbitrario percentual do resultado obtido.

Controle Frutose
58.903 32.991
31.794 23.163
29.744 48.255
42.941 49.649
23.845 24.523
24.523 27.892
31.541 39.946
23.495 38.097
44 451 30.855
42912 29015
26.477 58.814
17.363 19.699
15.076 21.119
38.222 13.972
38.768 18.022
26.275 35.322
19.885 34.711
21.631 29.647
17.239 10.599
38.326 13.389
34.164 36.132
32.504 36.320
33.181 37.284
37.125 33.821
36.473 29.390
14.339 35.160
24335 21.963
19.244 18.276

19.394

24.013
n 28 30
média 30.171 29.714
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desvio
erro

t

p

unidades
arbitrarias

10.489
1982

100 + 7

11.164
2038
0,160
0,873

98,5 + 7
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ANEXO 07

TABELA 07: Medida da densitometria optica das bandas correspondentes a fosforilagdo da pp85
(IRS-1 e/ou IRS-2), detectadas através do immunoblotting com anticorpo antifosfotirosina (anti-
PY), em amostras de tecido hepatico de ratos alimentados com a dieta rica em frutose e seus
controles. Os resultados sdo expressos como média, desvio padrio da média e erro padrio da
média. A analise estatistica utilizada foi o teste ¢ ndo-pareado, e a significincia é expressa em p,
comparando-se os dois grupos. O resultado final é um valor arbitrario percentual do resultado

obtido.

Controle Frutose
28.616 26.464
29.892 28.908
27.462 26.760
34.813 21.201
22.570
n 4 5
média 30.196 25.181
desvio 3.234 3.189
erro 1.617 1.426
t 2.330
p *0,05
unidades 100+ 5 834+5
arbitrarias
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ANEXO 08

TABELA 08: Medida da densitometria Optica, das bandas correspondentes a subunidade p do
receptor de insulina (IR), detectadas através do immunoblotting com anticorpo anti-receptor de
insulina, em amostras de tecido muscular de ratos alimentados com a dieta rica em frutose e seus
controles. Os resultados sdo expressos como média, desvio padrio da média e erro padrio da
média. A analise estatistica utilizada foi o teste ¢ ndo-pareado, e o nivel de significAncia ¢ expresso
em p, comparando-se os dois grupos. O resultado final é um valor arbitrario percentual do

resultado obtido.

Controle Frutose
31.470 39.642
36.176 46.856
38.566 34.128
30.364 29.823
38.744 41.528
41.444
39.752
n 5 7
média 35.064 39.025
desvio 3.939 5.523
erro 1.761 2.087
t - 1,366
P 0,202
unidades 100 + 5 111,3+6
arbitrarias
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ANEXO 09

TABELA 09: Medida da densitometria Optica, das bandas correspondentes a fosforilagdo do
receptor de insulina (IR), de amostras previamente imunoprecipitadas com anticorpo anti-IR e
submetidas a immunoblotting com anticorpo antifosfotirosina (anti-PY), em tecido muscular de
ratos alimentados com a dieta rica em frutose e seus controles. Os resultados s3o expressos como
média, desvio padrdo da média e erro padrio da média. A analise estatistica utilizada foi o teste
ndo-pareado, e a significincia € expressa em p, comparando-se os dois grupos. O resultado final é
um valor arbitrario percentual do resultado obtido.

Controle Frutose
3.125 1.559
3.120 1.877
1.693 1.596
1.593 1.977
1.873 3.648
1.779 2.588
2.391 2.641
n 7 7
média 2.225 2.269
desvio 664 746
erro 251 282
t -0,118
p 0,908
unidades 100 + 11 102 + 12
arbitrarias

Anexos 80



ANEXO 10

TABELA 10: Medida da densitometria Optica, das bandas correspondentes aos 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 sdo expressos
como média, desvio padrdo da média e erro padrio da média. A analise estatistica utilizada foi o
teste  ndo-pareado, e a significancia é expressa em p, comparando-se os dois grupos. O resultado
final ¢ um valor arbitrario percentual do resultado obtido.

Controle Frutose
39.142 52.157
51.512 59.750
35.291 36.006
19.033 35.672
26.658 31.681
21.197 26.507
16.171 24 877
30.867 22814
30.083 36.036
24.094 25.971
27.795 30.288
38.612 29.198
57.916 29.598
27.007 28.728
32.186 33.758
25.925 33.118
26.912 22.985
23.927 35.414
26.873 44.103
44.607 42.132
36.175 38.149
44.398 43.089
33.595 42.948
46.050 43.662
22.352 46.902
29.551 42 .869

32.400

36.062

42.204
n 26 29
média 32.228 36.175
desvio 10.225 8.802

Anexos 81



erro
t
4

unidades
arbitrarias

2.005

100+ 6

1.635
-1.538
0,130
112,2+5

Anexos

82



ANEXO 11

TABELA 11: Medida da densitometria 6ptica das bandas correspondentes a fosforilagio da pp85
(IRS-1 e/ou IRS-2), detectadas através do immunoblotting com anticorpo antifosfotirosina (anti-
PY), em amostras de tecido muscular de ratos alimentados com a dieta rica em frutose e seus
controles. Os resultados sdo expressos como média, desvio padrdo da média e erro padrio da
media. A anilise estatistica utilizada foi o teste ¢ ndo-pareado, e a significincia é expressa em D,
comparando-se os dois grupos. O resultado final é um valor arbitrario percentual do resultado
obtido.

Controle Frutose
5.894 4.564
7.692 4.086
6.731 5.158
5.928 3.479
5.000 5.768
6.936 4.108
6.775 6.137
6.209 3.818
5.613 4854
7.650 5.252
5.573
6.413
n 10 12
média 6.443 4.934
desvio 872 944
erro 276 272
t 3.862
p *0,000
unidades 100 + 4 76,6 + 4
arbitrarias
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