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RESUMO

A diabetes € uma doenga que acomete milhdes de pessoas em todo o
mundo, ano apds ano. Associado a ela, alteragbes importantes ocorrem no
metabolismo intermediario, levando a varias complicagdes, como doengas dos olhos,
dos rins, lesdo dos nervos e problemas nos vasos sanguineos. O tipo mais comum
de diabetes é o denominado insulino-independente (tipo Il), caracterizado
principaimente pela resisténcia periférica a insulina. Esta resisténcia também é
comum em diversas patologias, como cancer, traumas em geral e jejum. Portanto, o
estudo de substancias com atividades insulin-like é de interesse particular para a
reversdo ou amenizagdo deste quadro. Este trabalho teve como objetivo investigar o
papel do IRS-1 e do GLUT-4 no mecanismo de acdo do ortovanadatado de sdédio
peroxidado, um composto insulin-like, em musculo séleo in vitro. Ratos machos
Wistar pesando 180 g foram obtidos do Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da
UFPR e sacrificados por deslocamento cervical, seus musculos séleos retirados e
pré-incubados por 30' em tampéo Krebs-Ringer contendo 5.6 mM de glicose e BSA
a 1.0%. Em seguida, os musculos foram transferidos para outros frascos contendo o
mesmo tamp&o, na auséncia ou presenca de insulina - | (1 mU/ml) ou peréxido de
Ortovanadato de Sédio - POV (1 mM) e incubados por mais 15", 30", 60" ou 90". Ao
término do tempo de incubagdo, o musculo foi congelado em nitrogénio liquido e
homogeneizado em tampao de lise (Tris-HCI 50 mM, pH 7.5; NaCl 150 mM; Tween
20 1°A>;.’";ortovanadato de sédio 1 mM e aprotinina 10 ug/ml). O lisado muscular foi
submetido a SDS-PAGE (géis de 7,5; 10 e 12%) e, em seguida, as proteinas do gel
foram transferidas para membrana de nitrocelulose e submetidas a técnica de

“Western Blotting” para a identificagdo de duas proteinas especificas: o IRS-1 e o



GLUT-4. N&o foi possivel detectar expresséo do IRS-1, talvez devido ao uso do
anticorpo escolhido. Ja para o GLUT-4, houve aumento na sua expressao tanto nos
musculos incubados com POV como nos incubados com insulina no tempo de 15".
Interassantemente, com POV esta expressdo perdurou até 60" e nos musculos
incubados com insulina a expressado do GLUT-4 voltou aos niveis do controle. O
aumento prolongado de GLUT-4 nos musculos incubados com peroxido de
ortovanadato de sddio pode ter como possivel explicagdo a agéo do vanadio como
potente inibidor de fosfatase de fosfotirosinas protéicas prevenindo, assim, a
desfosforilagdo de intermediarios com fosfotirosinas o que iria resultar na maior
permanéncia (expressdo) do GLUT-4 na membrana plasmatica. Assim,
demonstramos que a proteina GLUT-4 esta envolvida no mecanismo de agdo do
peréxido de ortavanadato de sddio em musculo séleo e este € um dos mecanismos
pelo qual o vanadio exerce seus efeitos insulin-like, porém acreditamos que sua via

de sinalizagdo seja diferente do da insulina.
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L INTRODUGAO

A diabetes & uma doenga que acomete milhares de pessoas em todo o
mundo, sendo o tipo Il (também conhecida como insulino-independente ou da
maturidade) o mais comum. As complicagdes mais frequentes incluem doencas dos
olhos, dos rins, lesdo dos nervos e problemas nos vasos sanguineos.

Embora o mecanismo de agéo da insulina ainda n&o seja completamente
conhecido, € sabido que ela tem um papel fundamental na captacéo de glicose em
musculos esquelético e cardiaco, em adipdcitos e na regulagdo de enzimas chaves
no figado, atuando como um hormoénio 100% anabolizante na sintese de glicogénio,
proteinas e lipidios (Maasen et al., 1997). Por isso, é amplamente utilizada na
tratamento de doengas onde hajam deficiéncias ou disturbios assim relacionados,
como por exemplo a diabetes e o cancer.

O vanéadio vem despertando cada vez mais interesses devido as suas
propriedades semelhantes as da insulina. Dessa forma, torna-se importante estudar

0 vanadio e seus sais, visto a possibilidade destes serem utilizados como tratamento

alternativo a insulina e nos casos onde haja resisténcia a insulina (diabetes tipo Il).

A) Diabetes melitus

A Diabetes melitus é caracterizada por uma redugdo ou auséncia da
secregdo de insulina e/ou aumentada resisténcia celular a insulina resultando em
hiperglicemia e outros disturbios metabdlicos. Os sintomas da diabetes incluem sede

e fome, diurese frequente, perda de peso e infeccdes recorrentes, contudo, a



doenca e assintomatica no seu estagio inicial. A doencga esta associada com severas
complicagdes neuroldgicas, vasculares, ocular e renal. Estima-se que nos Estados
Unidos da América do Norte existam 8 milhées de casos ndo diagnosticados em
adultos. No 16° Congresso Internacional de Diabetes em Helsinque, Finlandia
(1997), foi anunciado que a doenga atinge 153 milhdes de pessoas no mundo e,
segundo a Organizagcdo Mundial da Saude, no ano 2025 este nimero passara a 300
milhdes. A doenga mata cerca de 2,8 milhdes de pessoas por ano em todo 0 mundo;
deste total de casos, 10% das vitimas s&o portadoras do diabetes insulino-
dependente.

A Associacdo Americana de Diabetes (1997) estabelece que diabetes &
um estado de doenga que pode ser classificado em 5 grupos :

1) Tipo |, insulino-dependente, diabetes juvenil ou Cetose. Deficiéncia de
insulina devido a perda das células B da ilhota de Langerhans.
Frequentemente associado com antigenos HLA especificos, com pré-
diéposigéo a insulite viral ou fendmeno auto-imune (anticorpo contra a ilhota).
Ocorre em qualquer idade, comum em jovens;

2) Tipo I, insulino-independente, diabetes da maturidade ou cetose resistente.
Mais frequente em adultos, porém ocorre em qualquer idade. Associado a
obesidade. Pode ser visto em agregados familiares como heranga genética
dominante autossomal. Pode requerer insulina para controle tanto cronicé ou
agddo da hiperglicemia em situac&o de estresse;

3) Dlébetes associada com certas condigdes ou sindromes. Hiperd“ééfnié

il il
débrendo em relacdo a outros casos de doenca. Doengas pancreéiiﬁ&ﬁ,



droga ou diabetes quimicamente induzida, endocrinopatias, desordens no
receptor da insuling, certas sindromes genéticas;

4) Tolerancia a glicose diminuida (IGT). Anormalidade na concentragdo da
glicose intermediando entre o normal e estabelecimento do diabetes. Pode
“piorar o diabetes”, melhorar em diregéo ao normal, ou permanecer inalterado
em uma série de testes;

5) Diabetes Mellitus Gestacional (GDM). A diabetes gestacional € a elevagdo da
taxa de glicose no sangue que ocorre apenas nas mulheres gravidas que
nunca tiveram diabetes. Essa elevagdo surge por volta da 24° semana de
gestacdo, quando o organismo esta produzindo grandes quantidades de
horménios para ajudar no crescimento do bebé&. Supbe-se que esses
hormdnios bloqueiam a agdo da insulina. Esta resisténcia a insulina causa
uma tolerancia a glicose durante a gravidez, com volta ao normal apés o
parto. Porém estima-se que 50% das pacientes com diabetes gestacional
ficardo diabéticas no futuro, principalmente as que permanecerem obesas.

A diabetes melitus insulino-independente ou tipo Il € uma das mais
comuns desordens metabdlicas e endécrinas. E uma desordem multifatorial na qual
fatores genéticos desempenham papel complexo no seu desenvolvimento,
entretanto avangos na abordagem em biologia e genética molecular tém tornado
possivel comecar a identificar os genes suscetiveis ao diabetes tipo |l (Seino, 1996).
A resisv_téncia a insulina em varios tecidos-alvo e uma insuficiéncia no aumento
compensatorio na liberagcdo de insulina pelas células B, séo as principais causas do

“diabetes insulino-independente” (Eriksson et al., 1989; Martin et al., 1992).



B) Insulina

A insulina desempenha um papel chave na regulagéo do metabolismo em
muitas células de mamifergs, principalmente no figado, tecido muscular esquelético
e cardiaco e no tecido adiposo (White et al., 1994; Kahn et al., 1994). A habilidade
da insulina em aumentar o transporte de glicose para a musculatura esquelética e
tecido adiposo é mediada pela translocagdo de um transportador especifico de
glicose, denominado de GLUT-4 (glucose transporter - 4), das vesiculas
intracelulares para a superficie da célula. O GLUT-4 é uma glicoproteina
transmembrana transportadora de glicose insulino-dependente com peso molecular
entre 42-50 KDa (Stephens et al.,1995), presente em musculos estriados esquelético
e cérdiaco e em adipécitos (Klip et al., 1990); seu transporte se da a favor do
gradiente, por difusdo facilitada (Stephens et al, 1995; Paquet et al.,1992),
predominando em vesiculas intracelulares de células ndo estimuladas, mas quando
ha estimulo com insulina, ele é translocado @ membrana plasmatica, aumentando a
captagéo de glicose (Cushman et al.,, 1980; Suzuki et al., 1980; Slot et al., 1991).
Este processo é transitério e reversivel, resultando em um ciclo do GLUT-4 de
vesiculas intracelulares para a membrana plasmatica e vice-versa (Stephens et al.,
1995). Outros estimulos adicionais a insulina também podem aumentar a
translocagé@o do GLUT-4 & membrana plasmatica, como a atividade fisica, hipoxia
tecidual,}.. exposicdo a hipoglicemia e exposicéo a ndo acopladores de respiragéo
mitocondrial (Maassen et al., 1997), mas o mecanismo basico de translocagéo de
GLUT-4 por estes estimulos € desconhecido.

‘ A musculatura esquelética é o principal sitio para a utilizagdo de glicose

mediada pela insulina (DeFronzo et al., 1988). A insulina também ativa as enzimas



chaves que n&o estdo em equilibrio das vias metabdlicas da glicdlise, sintese de
glicogénio (ex. Glicogénio sintase) e da oxidagdo da glicose (ex. Piruvato
desidrogenase).

O mecanismo inicial da insulina envolve sua ligagdo a receptores
especificos na superficie celular, levando a uma autofosforilacéo e ativagdo de uma
tirosina kinase intrinseca associada com a subunidadé B do receptor. As proteinas
denominadas “insulin receptor substrate” 1 e 2 (IRS-1 e IRS-2) sédo substratos para o
receptor da insulina e outras tirosinas kinases associadas aos receptores dos fatores
de crescimento e citocinas (Eriksson et al., 1989; White et a/., 1985; Sun et al., 1991
e 1993; Wang et al., 1993, Myers et al., 1994). A fosforilagdo mediada pelo receptor-
IRS € requerida para a propagacdo dos sinais para a mitogénese, transporte de
glicose e numerosos outros eventos bioquimicos e bioldégicos durante a sinalizagéo
pela insulina (Myers and White, 1996). As proteinas IRS atuam como uma interface
entre receptores ativados e proteinas sinalizadoras conﬂ 2 dominios homdlogos ao
Src (SH2). O IRS-1 é o substrato predominante paré receptores da insulina e outros
fatores de crescimento (Sun et al.,1991), sendo uma proteina citoplasmatica com,
pelo menos, 22 sitios potenciais para fosforilagdo de tirosina. Assim, seu peso
molecular pode variar de 131 a 185 KDa, conforme o seu grau de fosforilagao (White
et al.,1997). ApoOs estimulagdo pela insulina, IRS-1 associa-se com varias proteinas
incluindo fosfatidilinositol 3-kinase (PI3-kinase), Syp, NcK, Grb2 e Fyn (Myers et al.,
1992; 1994; Noguchi et al., 1994; Kuhne et al., 1993). A PI3-kinase € uma enzima
heterodfmérica consistindo de uma subunidade reguladora de 85 kDa com dominios
SH2 capazes de se ligarem ao IRS-1 com tirosina fosforilada e uma subunidade

catalitica de 110 kDa que fosforila o anel inositol do Pl e seus derivados fosforilados



(Kapeller and Cantley, 1994; Whitman et al., 1988). A P13-kinase tem sido implicada
como uma das enzimas chaves na transdugé&o de sinais para a translocagéo de
GLUT4 e captagao de glicose estimulada pela insulina (Kanai et al., 1994; Okada et
al., 1994; Ciark et al., 1994; Cheathman et al., 1994; Hara et al., 1994). Pouco se
sabe sobre o papel das proteinas IRS na regulagéo da ligagdo e ativagéo da PI3-
kinase em estados de resisténcia a insulina, bem como na fisiologia normal. Na
ultima década, tornou-se claro que o trafego de vesiculas intracelulares é regulado
por uma variedade de proteinas ligadas a GTP, incluindo as das familias Rab e Arf,
das pequenas proteinas G relacionadas com o Ras (Novick and Brennwald 1993;
Boman and Kahn, 1995), bem como as proteinas triméricas ligadas a GTP (Helms,
1995) e as grandes proteinas G, tais como a dinamina (Liu & Robinson, 1995). Em
‘adipécitos permeabilizados, andlogos de GTP ndo hidrolisaveis induzem
translocacdo de GLUT4, sugerindo que proteinas ligadas ao GTP podem estar
envolvidas na translocacdo de GLUT4 induzida pela insulina (Baldini et al., 1991;
Robinson et al., 1992; Yano et al., 1993). Assim, o receptor da insulina, IRS-1 e Pl 3-
kinase representam os primeiros passos do mecanismo de agao da insulina, pelo
menos em dois principais tecidos alvos: o figado e a musculatura esquelética (Saad
et al., 1995; Carvalho et al., 1996).

O mecanismo de agéo da insulina esta representado no esquema 1.



Esquema 1: Mecanismo de agdo da insulina
(modificado a partir de Conn and Melmed, 1997)
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C) Sais de vanadio

O vanadio é um metal de transi¢cdo encontrado em organismos vivos em
concentragdes variando de picomolar até micromolar. E um fator de crescimento
para varias plantas e é considerado essencial em algumas espécies de animais, tais
como galinha ou rato, para as quais, a completa privagdo na alimentacdo induz
reducdo no crescimento e desempenho na reprodu¢édo (Rasaram and Carne 1981).
Na espécie humana sua essencialidade ainda ndo foi estabelecida. A partir de 1979,
vanadio, na forma de vanadato de sodio, tem demonstrado ter propriedades
semelhantes a da insulina em varios modelos celulares, tais como adipdcitos, células
musculares e hepatécitos isolados (Tolman et al,, 1979; Dubyak and Kleinzeller,
1980; Clark et al., 1985; Duckworth et al., 1988; Jackson et al., 1988; Swarup et al.,
1982). Particularmente, o vanadato estimula o transporte de glicose, ‘inibe a
glicogendlise e a lipdlise. Embora esta atividade semelhante a da insulina tenha sido
demonstrada, um numero grande de estudos tém sido conduzidos para estudar seu
mecanismo de agdo. Vdérias hipoteses foram postuladas sobre seu possivel
mecanismo de acao, entretanto, sdo ainda matéria de debate:

a) inibicdo das proteinas-fosfotirosil fosfatases (Swarup et al., 1982);

b) indugéo direta da fosforilagdo da tirosina (Tamura et al., 1984; Gherzi et al.,
1988; Tracey et al., 1986), embora esta hipétese tenha sido posteriormente
cphtestada (Mooney et al., 1989),

c) étivagéo direta do transportador de glicose, através da ativagao do gene para
esta proteina (Strout et al., 1990) ou translocacdo do transportador das

vesiculas intracelulares para a membrana plasmatica (Paquet et al., 1990);
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d) aumento da célcio intracelular, secundario a inibicdo da Ca-Mg-ATPase
(Delfert and McDonald 1985);

e) estimulagcdo da NADH-oxidase e formagdo de peroxido de hidrogénio
(Ramasarma & Crane 1981), um mecanismo sustentado pela mutua
potenciacdo do vanadato e peroxido de hidrogénio demonstrado “in vitro”
(Kadota et al.,1987).

Os sais do vanadio sdo potentes inibidores das proteinas tirosina
fosfatases (Swarup et al., 1982) e, assim, foram inicialmente pensadas ativar a
atividade tirosina kinase do receptor da insulina prevenindo a desfosforilagéo da
subunidade B do receptor da insulina (Tamura et al, 1984, Pugazhenti &
Khandelwal, 1993). Entretanto, varios trabalhos tém sugerido que o sitio de agdo do
vanadio pode ndo envolver o receptor da insulina (Strout et al., 1989; Mooney et al.,
1989; Blondel et al., 1990).

Tolman et al. (1979) foram os primeiros a demonstrar que varios
compostos do vanadio tem efeitos semelhante a da insulina sobre 0 metabolismo da
glicose no diafragma de ratos “in vitro”. Outros trabalhos tém demonstrado que a
administracdo de vanadato a ratos diabéticos, induzidos com estreptozotocina,
diminui a hiperglicemia observada nestes animais (Heyliger et al., 1985). A diabetes
induzida por estreptozotocina resulta em um estado de resisténcia a insulina na
musculatura esquelética. O mesmo estado também € encontrado em ratos
parcialm'ente pancreatomizados, onde observa-se 90% na deficiéncia de insulina
(Rossetti and Laughlin, 1989). Interessantemente, a taxa de sintese de glicogénio
pela musculatura esquelética reduz-se em 80% em ratos pancreatomizados, porém

o tratamento oral com ortovanadato normaliza a taxa de sintese de glicogénio neste
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tecido (Rossetti and Laughlin, 1989). Desse modo, o tratamento com vanadato pode
melhorar a resisténcia a insulina, largamente determinada pela diminuida sintese de
glicogénio pela musculatura esquelética. Além disso, o tratamento de ratos ndo
diabéticos com vanadato na sua agua de beber esta associada com um significante
aumento nas taxas de sintese de glicogénio basal e submaxima estimuladas pela
insulina no musculo séleo incubado (Challis et al., 1987). Portanto, um importante
ponto intracelular para os efeitos semelhantes a insulina do vanadato “in vivo” é a
sintese de glicogénio na musculatura esquelética. Peroxidos de vanadato tém
demonstrado ter potentes efeitos, semelhantes aos da insulina, em adipécitos
isolados através da ativagdo do receptor tirosina kinase da insulina (Kadota et al.,
1987).

Um passo importante e critico na cascata de sinalizagdo pela insulina é a
ativagdo de um grupo de proteinas serinas/treoninas kinases, as quais incluem a
MAP kinase ("mitogen activated protein kinase"), 90 kDa ribosomal S6 kinase
(p90rsk) e 70 kDa ribosomal S6 kinase (p70s6k) (White and Khan, 1994). D’Onofrio
et al. (1993, 1994) mostraram que o ortovanadato de sédio estimula a fosforilagéo do
tirosil e a ativagdo das MAP kinases (p42™P* e p44™Pde uma maneira
independente da atividade tirosina kinase do receptor da insulina. Pandey et al.
(1995) estudaram o efeito de varios sais de vanadio em ovario de Hamster chinés,
0s quais tém como caracteristica principal expressar um grande numero de
receptores da insulina humana. Nestas células, eles demonstraram que estes sais
ativaram a MAP kinase; a p90rsk, a qual esta imediatamente abaixo da MAP kinase
na cascata de sinalizag&o pela insulina, assim como também ativaram a p70s6k, que

também ¢é ativada pela insulina por uma via ainda ndo definida. Os autores sugerem,
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portanto, que o efeito semelhante a insulina do vanadato possa ser através da
ativagdo dessas proteinas. Poucos trabalhos tém abordado o papel destas proteinas
sinalizadoras e sua ativagdo pelo vanadio no figado, musculatura esquelética e
tecido adiposo. Hey et al. (1995) demonstraram que o tratamento de ratos
cronicamente diabéticos (6 meses) com bis (maltolato) oxovanadio produziu
euglicemia e a restauragdo ao nivel basal da atividade da S6 kinase e da MAP
kinase. Os autores sugeriram que a resisténcia a insulina associada ao diabetes
cronico possa estar ligado com a depressao dos sinais através dessas vias e que

isto pode ser retificado por compostos contendo vanadio.

Il. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo estudar e identificar proteinas
intracelulares envolvidas nos mecanismo de agdo dos sais de vanadio peroxidados.
Para alcangar este objetivo pretendemos:

1. Verificar se o perdxido de ortovanadato de sddio aumenta a captagdo de glicose
em musculo esquelético de rato in vitro;

2. Verificar a participagdo do IRS-1 e do GLUT-4 no transporte de glicose em
musgulo soleo de rato estimulado com peréxido de ortovanadato de sddio in vitro,

através da analise do perfil eletroforético e da técnica de “Western Blotting”.
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. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 35 ratos machos da linhagem Wistar pesando entre 150
e 180 gramas, adquiridos do Biotério do Setor de Ciéncias Biologicas da UFPR; "kit"
de coloragéo prata adquirido da Pharmacia Biotech; anticorpos policlonais de coelho
anti-IRS-1 e de cabra anti-GLUT-4 adquiridos da Santa Cruz Biotechnology;
anticorpos anti-lgG de coelho conjugados com a enzima HRP ("Horseradish
Peroxidase") e Substrato Quimiluminescente ULTRA SuperSignal ambos adquiridos
da Pierce. A revelecao dos filmes da técnica de "Western Blotting" foi realizada no
Hospital das Clinicas de Curitiba. Os demais compostos, bem como materiais e
equipamentos utilizados sdo do Laboratério de Metabolismo Celular do
Departamento de Fisiologia, onde se desenvolveu a monografia. Os testes

estatisticos foram feitos pelo teste "t student” (p< 0.05).

1. PROCEDIMENTOS

1.1. Incubagado do musculo séleo

Cinco ratos pesando entre 150 e 180 g foram sacrificados por
deslocamento cervical e seus musculos soleos retirados e cortados ao meio,
resultando em 20 musculos totais para a incubagdo. Os musculos foram tratados

segundo o seguinte protocolo:
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Tempo 15" 30" 60" Q0" 1 h 30
Tratamento

Insulina 1 2 3 4 13, 14e 15
1 mU/ml

POV 5 6 7 8 16, 17 e 18
1TmM

Controle 9 10 11 12 19e 20

O procedimento para a incubacgao foi 0 seguinte:

» Prepara-se 130 ml de tampéo Krebs-Ringer e colocar 3 ml em 2 sets de 20
fréscos de incubacéo;

» Sacrifica-se 5 ratos, retira-se os musculos soleos das patas traseiras, corta-os
ao meio (corte longitudinal as fibras), pesa-os e coloca-os no primeiro set de
frascos de incubacgéo (20 primeiros frascos); fecha-se os frascos com tampas de
borracha com sistema de oxigenagéo (O, 95%) aberto;

Obs.: o tempo desde o sacrificio do animal até a colocagdo dos
musculos nos frascos ndo deve exceder 3 min para que os musculos ndo
sofram anodxia.

>  Para os musculos de 1 a 12, parou-se 0 O, ap6s 25 min de pré-incubagéo e

passou-0s para os 15 primeiros frascos do segundo set aos 30 min, porém com
os devidos tratamentos (conforme protocdlogo); parou-se a incubagdo com
nitrogénio liquido e procedeu-se a quantificag&o protéica para estes musculos;
> Péra os musculos de 12 a 20, passou-se 0s musculos para os frascos
corfespondentes do segundo set apds 30 min de pré-incubagéo, porém com os

devidos tratamentos; parou-se o O, ap6s 15 min da transferéncia e deixou-se
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incubando por mais 30 min; parou-se a incubagdo, coletou-se o meio de
incubac&o e procedeu-se a determinagéo do lactato total produzido por estes

musculos.

1.2, Determinag¢do do lactato total produzido

Uma vez captada, a glicose pode ser metabolizada em diferentes vias,

como a formacado de lactato e piruvato, formagcéo de gas cabdnico e sintese de

glicogénio. Para verificar se os tratamentos com a insulina ou perdxidos de vanadio

estava realmente aumentando a captacéo de glicose do meio de incubacéao, foi feito

a dosagem de lactato total produzido pelo musculo e exportado para 0 meio de

incubacgao.

A determinacéo da produgéo de lactato foi feito seguindo a metodologia

de Engle e Jones (1978):

>

>

Prepara-se 10 ml do tampéao para medir lactato;

Coloca-se 200 ul do meio mais 1 ml do tampao em tubos de ensaio pequenos;
Para o tubo branco, coloca-se 200 ul de agua destilada mais 1 ml do tamp&o;

Agita-se os tubos e deixa-se reagir por 30 min a 20° C: |

LDH
Lactato + NAD+ — Piruvato + NADH;

Lé-se no espectofotometro na absorbancia de 340 nm, contra referéncia do
branco:
Determina-se o lactato total produzido:

- [lactato] uM/h/gtecido= DO x 12 x 3 x 1 ,
6,22 0,2 wwg

sendo que DO = densidade 6tica e wwg = peso fresco do musculo em gramas.
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1.3. Quantificagcdo de proteinas musculares

O Método de Bradford surgiu em 1976, sendo relativamente preciso para
a maioria das proteinas, exceto pequenos polipeptideos basicos, como
ribonucleases e lisozimas. Utiliza-se o Azul Brilhante de Coomassie G-250, o qual
liga-se a cadeia protéica, aumentando a sensibilidade do método. A concentragéo da
proteina da amostra desconhecida é calculada com base em uma curva padrao de
uma proteina conhecida; o essencial é utilizar uma proteina padrao mais préxima da
amostra em questdo. A curva padrao tem uma linearidade entre as concentragdes
de 20 a 150 pg de proteinas por 100 ulb da amostra. Ha interferentes que devem ser
evitados ou. adicionados no branco, como detergentes (Triton X-100, SDS e NP-40,
principalmente acima de 0.2%), fosfatos, etc..

Os musculos congelados foram diluidos com tampédo de lise na
propor¢éo 1.7 e, em seguida, homogeinizados, centrifugados por 5 minutos a 13000
rpm e o sobrenadante coletado. A quantificagdo protéica foi feita seguindo o método

de Bradford.

1.3.1. Preparo da curva padréo

» Pesa-se 10 mg de albumina sérica bovina (BSA) e dilui-la em 10 ml de agua
destilada;

» Lé-se no espectrofotométro a 280 nm, contra referéncia de dgua destilada;

> Dividi-se a densidade 6tica por 0.66 (fator de corregéo para concentragéo) e

tem-se a concentragao da solugao-mée em mg/mi;
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Obs.: a densidade otica deve estar entre 0.1 e 0.8; caso seja menor
que 0.1 e maior que 0.8, adicionar mais BSA ou agua destilada,
respectivamente.

» Faz-se a diluicdo da "solugdo-mae" de BSA para a curva padrdo, como

descrita a seguir:

Diluicdo |Solugcdo-mae Agua destilada

11 500 ul 0l

1:1.25 400 pl 100 ul
1:1.666 300 pl 200 pl
1:2 250 ul 250 pl
1:2.5 200 ul 300 pl
14 125 i 375l
1:5 100 pl 400 ul
110 50 450 i
1:20 25 475 ul
1:50 10 pl 490 pl

» Prepara-se uma bateria de 21 tubos, colocar 1 ml da solugéo de Bradford
mais 20 pl de cada diluicdo em cada tubo (faz-se em duplicata para cada
diluicdo); no tubo branco, coloca-se 1 ml da solugdo de Bradford mais 20

/ ul de agua destilada;
Obs.: antes de usar a solugdo de Bradford, agitar bem; transferir o

- volume que sera usado em um béquer e descartar a sobra.
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>~

» Agita-se os tubos e ler no espectrofotdometro a 595 nm, contra referéncia
do tubo branco.

Obs.. a leitura deve ser imediata apds a adicédo das diluigdes, pois
as proteinas ficam estaveis por pouco tempo; deixar os tubos e as cubetas
utilizados de molho logo apds o uso, pois a solugdo de Bradford pode

mancha-las.

Y

Monta-se o grafico da curva padrdo (concentracdo de BSA x densidade
Otica) e acha-se a equacgdo da reta (y = ax + b, sabendo que a =
coeficiente angular = tg a. = (y2 - y1) : (X2 - X1) € b = coeficiente linear =

ponto do eixo das coordenadas por onde a reta passa).

1.3.2. Determinagéao protéica

» Para a determinagdo protéica, dilui-se 10 ul de cada amostra 1:25 com
tampao de lise;

» Prepara-se uma bateria de tubos (em duplicata para cada amostra mais o
tubo branco);

» Coloca-se 1 ml da solugdo de Bradford em cada tubo + 20 ul de cada
amostra; no tubo branco colocar 1 ml da solugdo mais 20 pl do tampé&o de
lise (na qual a amostra foi preparada);

» Lé&-se no espectrofotdometro a 595 nm, contra referéncia do branco;

Obs.: as densidades 6ticas devem ficar entre O e 1 que € a faixa de

sensibilidade da curva padréo.
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» Utiliza-se da equagdo da reta para o célculo da concentracéo protéica de
cada amostra [sabendo que y = densidade Otica, x = concentragdo da
amostrae sendoy=ax+Db,logox=(y-b):al

> Apbs a quantificagdo protéica das amostras, dilui-se com tamp&o Laemmli
de forma que a concentragdo final fique entre 1.33 nug/ul e 1.66 pg/ul
(concentracéo necessaria para a eletroforese); é importante que todas as
amostras figuem em uma concentracdo protéica Unica para que isso nao

interfira na analise das suas bandas.

1.4. Eletroforese: método "SDS-PAGE"

Quando submetidas a um campo elétrico, as proteinas migram de acordo

~

{

com varios fatores, como o peso molecular, a carga, o formato e a interagdo com
outras moléculas (proteinas e lipidios).

O método "SDS-PAGE" surgiu em 1960 descriro por Laemmli e
desenvolvido para que esta migragdo dependa unicamente do tamanho da proteina.
O SDS (dodecil sulfato de soédio) € um poderoso detergente carregado
negativamente que se liga a regides hidrofébicas das proteinas. Como
consequéncia, tem-se a desnaturacdo, resultando em longas cadeias de
polipeptideos, e a neutralizagdo da carga intrinseca das proteinas. Perdendo a sua
conformac&o, a proteina também dissocia-se de outras moléculas. Varias moléculas
de SDS\' ligam-se a uma mesma proteina tornando-a carregadé negativamente
(migrara para o po6lo positivo do campo elétrico). Portanto, a migragao das proteinas

no método "SDS-PAGE" depende unicamente dos seus pesos moleculares.
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Outra vantagem deste método é a utilizagdo do 2-mercaptoetanol, um
agente redutor que quebra ligagdes dissulfeto das cadeias polipeptidicas permitindo,
assim, que as subunidades protéicas sejam analisadas independentemente.

Usualmente utiliza-se géis de poliacrilamida para esta migragdo. O gel
de empilhamento é preparado a 4% e permite que todas as proteinas migrem com a
mesma velocidade no inicio da corrida. Chegando ao gel de separagéo, as proteinas
comegam a migrar de acordo com seus tamanhos. A concentracdo do gel de
separagao vai depender da proteina que se pretende analisar; geralmente utilizam-
se géis de 7,5 a 10%. Os géis sdo preparados a partir de uma solugdo de
acrilamida:bisacrilamida (30:1); a polimerizagdo quimica da acrilamida com a
bisacrialamida é, entéo, iniciada com a adigdo do persulfato de amoénio e do TEMED,;
o persulfato de amonio gera radicais livres que levam a polimerizagdo, enquanto o
TEMED cataliza a formagéo destes radicais.

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida em

"SDS-Page" em diferentes porcentagens por cerca de 3 a 5 horas.

1.4.1. Preparo do gel de SDS - Poiiacriiamida

» Monta-se a base de vidro com separadores, tomando cuidado para evitar
regides passiveis de vazamento (colocar um pouco de vaselina ou parafiime nos
separadores); coloca-se 0 pente e marca-se cerca de 1 cm abaixo do mesmo;
retirg-ée 0 pente;

> Emf"um béquer, prepara-se o gel de separagé&o na porcentagem desejada e
coloca-lo entre as placas, até a marca (trabalhar com certa velocidade ja que,
apésv a adigdo do persulfato de amonio e do TEMED, a reag&o de polimerizagao

ja se inicia);
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» Adiciona-se uma camada de alcool isoamilico ou isobutilico (cerca de meio cm)
para a retirada de bolhas, nivelamento do gel e isolamento do gel do ar (o
oxigénio impede a polimerizacéo); aguarda-se a polimerizagéo por 30 min;

» Lava-se a superficie do gel com agua destilada 3 vezes e seca-la com uma
pedaco de papel-filtro (cuidar para ndo danifica-la);

» Prepara-se o gel de empilhamento e coloca-lo sobre o gel de corrida; adiciona-
se 0 pente e aguarda-se a polimerizagao;

» Retira-se o pente, coloca-se o gel na cuba de eletroforese e lava-se 0s pocos

com agua e/ou tampao de corrida.

1.4.2. Corrida das amostras
> Coloca-se as amostras a serem corridas (20 a 100 ug de proteinas totais) e o
marcador nos lanes, enche-se a cuba com tampao de corrida e inicia-se a

corrida a 300 v, 25-50 mA, por cerca de 3-5 hrs;

1.4.3. Coloragéo dos géis
c.1) Corante Azul Brilhante de Coomassie
» Mergulha-se a membrana em corante por 5 min;
> Mergulha-se a membrana em tampao descorante até as bandas

aparecerem.
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c.2) Corante Silver
» Mergulha-se a membrana em tampéo de fixagéo por 30 min;
» Mergulha-se a membrana em tampé&o de sensibilizacéo por 30 min;
> Lava-se a membrana com agua destilada 3 X 5 min;
» Mergulha-se a membrana em reativo Silver por 20 min;
» Lava-se a membrana com agua destilada 2 X 1 min;
» Mergulha-se a membrana em tampdo de revelagdo por 2-5 min (até
bandas aparecerem);
» Mergulha-se a membrana em tampéao de parada por 10 min;
» Lava-se a membrana com agua destilada 3 X 5 min;

» Mergulha-se a membrana em tampéao de preservagéo 2 X 30 min.

1.4.4. Secagem dos géis
» Coloca-se os géis para secagem entre duas placas de vidro com papel-filtro de
um lado e papel celofane do outro; deixa-se secar a temperatura ambiente por

alguns dias.
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1.5. "Western Blotting"

O método de "Western blotting" surgiu em 1979, descrito por Towbin. A
idéia geral deste método é a identificagdo de proteinas especificas pelo uso de
anticorpos mono ou policlonais, incluindo a detecgéo, a quantidade relativa e o peso
molecular de proteinas, em uma mistura complexa. Apos a separagao das proteinas
em gel de poliacrilamida "SDS-PAGE", elas sdo transferidas para uma membrana
de nitrocelulose, onde se procederda o método. Como restara regiées onde nédo
haveré proteinas na membrana, primeiro € necessério incuba-la em um tampéo de
bloqueio; isso evitara que os anticorpos liguem-se inespecificamente a estas regides.
Apds bloqueada, a membrana é, entdo, incubada em tampé&o contendo o anticorpo
primario para a proteina que se quer analisar. Para visulizar a interagdo antigeno-
anticorpo é necessario um método de detecgdo; usualmente utiliza-se um segundo
anticorpo voltado para o primeiro (anti-anticorpo) conjugado com uma enzima, a qual
permitira, pela adicdo de um substrato cromogénico ou quimiluminescente, tal
visualizacdo.

Neste projeto foram utilizados anticorpos monoclonais para o IRS-1 e para
o GLUT4. O método de detecgdo foi feito pelo uso de anti-anti-IRS-1 e anti-anti-
GLUT-4 conjugados com a enzima HRP, a qual permiti a visualizagéo através da

adicdo de um substrato quimiluminescente, o luminol.
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1.5.1. Montagem do “stack” de transferéncia

>

A4

Y VvV Vv

Apds a corrida eletroforética, retira-se um dos vidros com auxilio de
espatula, retira-se o gel de empilhamento e recorta-se um dos cantos
para dar idéia de orientagao;

Obs.: usar luvas para evitar manchas com gordura e proteinas da pele.
Equilibra-se o gel em tampé&o de transferéncia por 10 min para permitir
que ele aumente ou encolha antes do contato com a membrana de
nitrocelulose e para remover o excesso de sais de tampéo e detergentes;
Recorta-se a membrana de nitrocelulose e dois papéis-filtro do tamanho
do gel, com maximo 0,5 cm maior (material excedente pode dobrar
durante a transferéncia, gerando um curto circuito),

Pré-umedece-se a membrana de nitrocelulose em agua destilada,
cuidando para néo formar bolhas (mergulhar uma das borbas e submergir
lentamente);

Mergulha-se a membrana de nitrocelulose em tampéo de transferéncia
por 2-5 min;

Umedece-se os dois papéis-filtro em tampao de transferéncia;

Monta-se o “stack” de transferéncia seguido os passos:

Centraliza-se uma camada de esponja sobre o lado catédico do modulo;
Coloca-se um dos papéis-filtro sobre a esponja;

Posiciona-se o gel equilibrado sobre o papel-filtro; umedece-se a

superficie do gel com gotas de tampao de transferéncia;
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Coloca-se membrana de nitrocelulose sobre o gel; ndo reposicionar a

membrana apds ela entrar em contato com o gel (ha transferéncia de
proteinas pelo simples contato);

Coloca-se o outro papel-filtro sobre a membrana de nitrocelulose;
Coloca-se mais 2 camadas de esponjas sobre o papel-filtro;

Obs.: um segundo “stack’” de transferéncia pode ser executado entre
estas outras duas camadas de esponjas. Para isso, repetir passos b-e.
Verifica-se a posicdo do “stack’ de transferéncia que deve estar
centralizado sobre a placa de eletrodo (nenhuma camada deve ser

"beliscada" quando o médulo for fechado) e fecha-se o médulo.

1.5.2. Eletrotransferéncia de proteinas do gel para a membrana de nitrocelulose

» Entorna-se 300-350 ml de tampao de transferéncia dentro do modulo; bate-se

r

de leve o0 jogo de blotting para expulsar quaisquer bolhas de ar das
esponjas;
Posiciona-se o mddulo no tanque com os "plugs" voltados ao centro;
Adiciona-se 1,7 litros de agua deionizada a 4° C no tanque;
Coloca-se a tampa de segurancga sobre o tanqu'e;

Inicia-se a eletrotransferéncia a 25 V e 300-400 mA por 1-2 hrs;

» Apods a eletrotransferéncia, retira-se o médulo do tanque e joga-se o tampé&o

de transferéncia; marca-se cada membrana e indica-se o lado das amostras;

suspende-se a membrana com uma pinga e deixa-se secar ao ar.



1.56.3. Bloqgueio de sitios ndo especificos
» Incuba-se a membrana com tampéo de bloqueio por 30 min-a 1 hr a

temperatura ambiente com agitagéo ou overnight a 4-8° C.

1.5.4. Incubag&o com o primeiro anticorpo: anti-IRS-1 ou anti-GLUT-4
» incuba-se a membrana em solugéo de blogueio com anticorpo primario (anti-
IRS-1 ou anti-GLUT-4), com volume suficiente para cobrir a membrana de
nitrocelulose por 30’ a 1 hr com agitagéo ou overnight a 4-8° C;
> lava-se a membrana com tampéo de lavagem 4 vezes de 5 min com agitagéo
e volumes de tampao apropriados (suficientes para cobrir completamente a

membrana de nitrocelulose).

1.5.5. Incubagdo com o anticorpo secundario conjugado ao HRP
» incuba-se a membrana em solugdo de bloqueio contendo o anticorpo
secundario conjugado ao HRP por 30" a 1 hr a temperatura ambiente com
agitagao ou overnight,
» lava-se a membrana com tampao de lavagem 4 vezes de 5 min com agitagéo

e volumes de tampao apropriados.

1.5.6. Incubagdo com o substrato quimioluminescente/acentuador
» Incuba-se a membrana em solugéo de trabalho por 5 min com agitagéo; usa-
se volume suficiente para cobrir completamente a membrana;
» Remove-se a membrana da solugéo de trabalho e deixa-se que o excesso da

solugdo escorra dela; coloca-se um protetor de membrana, tal como um
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protetor plastico, sobre a membrana de nitrocelulose e retira-se quaisquer

bolhas de ar.

1.5.7. Revelagao
» Coloca-se a membrana em cassete, sobrepd-la com um filme e expd-la por

um comprimento de tempo apropriado (uma primeira exposi¢do de 30 s €
recomendada e, conforme resultado, acerta-se o tempo de exposi¢éo inicial),

> Revela-se o fiime.

2. SOLUGOES

2.1. Solugébes usadas para a incubag¢do

2.1.1. Tampé&o de Krebs-Ringer (130 ml = volume para incubac&o de 20 musculos)

NaCl 0,9% + Hepes 10 mM 100mi

CaCl2 0,11M 1,5ml
KH2PO4 2,11% 1ml
Mg SO4 3,82% 1ml
KCI 1,15% 4ml

Na HCO3 1,3 % 21mi
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Gaseificar com O, 95% por 30 min (cobrir com um plastico para n&o perder
muito gas); |

» Acertar o pH com HCI/NaOH para 7,4;

> Adicionar a albumina sérica bovina (BSA) 1% do volume total e esperar que

ela dissolva no meio a 37°C;

‘//’f

Adicionar a glicose na concentragdo de 5,5mM do volume total.
Obs.: preparar o tampéo Krebs-Ringer somente no dia que sera usado
(as solucdes separadas podem ser preparadas antecipadamente e armazenadas

a 4°C); adicionar a glicose e o BSA apenas na hora de uso.

2.1.2. Solugdo de insulina
> Diluir a solugdo-mée de insulina (100U/ml) 10000 vezes em salina/Hepes
(NaCl 0,9%; Hepes 10mM);
> Para a incubagao, adicionar 300 il em 3 ml de tamp&o Krebs-Ringer
(concentragdo final de 1000 pU de insulina por ml).

Obs.: preparar a diluicdo da insulina em gelo, apenas na hora de uso.

2.1.3. Perdxido de ortovanadato de sédio
» Preparar uma solugdo com 20 mM de ortovanadato de sédio, acertar o pH com
NaOH/HCl para 10;
» Esté solucéo fica amarelada, entdo deve-se fervé-la coberta por um plastico
para ndo evaporar a agua, até ficar translucida; esperar esfriar e guardar a 4°

G,
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» Para a incubagdo de 20 musculos, incubar 3 ml da solugdo de ortovanadato de
sodio com mais 3 ml de perdxido de hidrogénio 30% (H,02) a 20°C por 10 min;

» Adicionar a catalase 200ug/ml e incubar por mais 10 min;

» Para a incubag&o, adicionar 300 pl da solugcdo de perdxido de ortovanadato de
sodio em 3 rhl de tampéo Krebs-Ringer (concentracéo final de 1 mM de
peréxido de ortovanadato de sédio).

Obs.: peroxidar o ortovanadato de sédio somente na hora de uso.

2.2. Solugao para medir lactato

2.2.1. Tampao para medir lactato
EDTA7.52 mM
Glicina 373mM
Hidrato de Hidrazina 1.5%
LDH solavel 306 U/ml
NAD+ 0.9 mM
# Inicialmente | pesar o EDTA (quelante de ions) e solubilizar no agitador
magnético;
» Pesar a glicina (usada para tamponar), misturar e solubilizar,;
» Colocar o hidrato de hidrazina;
> Acertar o pH com NaOH/HCI para 8,85:
» Por ultimo colocar o LDH e o NAD"; |

- Obs.: apés colocar o LDH e o NAD", deixar o tamp&o a 4° C.
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2.3. Solugées para quantificagdo protéica

2.3.1. Tampao de lise
Tris-HCI 50mM pH 7.5
Na Cl 150 mM
Brij, Triton ou Tween 20 1%
Ortovanadato de sédio 1mM

Apropitina 10 pg/ml

2.3.2. Solugdo de Bradford
» Azul Brilhante de Coomassie G-250 0.01%

» Etanol 4.75%
» Acido fosférico 8.5%
» Dissolver o corante com o etanol;
» Adicionar o acido fosférico;
» Completar o volume com agua destilada;
» Guardar em frasco ambar a 4° C.
Obs.: antes de transferir a solu¢cdo para uma garrafa escura, lavar a

garrafa 3 vezes com a proépria solugéo; o corante € estavel a 4°C por 6 meses.
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2.3.3. Tampao de amostra para proteinas ( 3X) - Tamp&o Laemmili
» Tris-HCI 62.5 mM

> beta-mercaptoetanol 1% (v/v)
» SDS 2%

» glicerol 10% (v/v)

» azul de bromofenol 0,01%

» Ajustar o pH para 6.8 com Tris-HC|/Tris e armazenar a -20°C.

2.4. Solugébes para eletroforese

2.4.1. Gel de separacéo
» Tris 375 mM pH 8.8
» Acrilamida:Bisacrilamida (30:1) - 7.5 ou 12%
» SDS 0.1%
» APS 0.05%
» TEMED 0.1%
Obs.: colocar o persulfato de amoénio e o TEMED somente na hora do

uso.

2.4.2. Gel de empilhamento
> Tris 125 mM pH 8.8
» Acrilamida:Bisacrilamida (30:1) - 4%
> SQS 0.1%

» APS 0.1%
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» TEMED 0.2%

33

Obs.: colocar o persulfato de amonio e o TEMED somente na hora de

uso.

2.4.3. Tampéao de corrida
> 25mM Tris
» 250 mM glicina (pH 8,3)
» 0,1% SDS
» Acertar o pH com Tris base/glicina para 8,3 e armazenar a 4°C.

Obs.: este tampao pode ser usado de 5-6 vezes.

2.4.4. Corante Azul de Coomassie
Coomassie 0,05%
Metanol 45 5%

Acido acético 9,1%

> Guardar em frasco ambar e armazenar a temperatura ambiente (TA).

2.4.5. Tampao para descorar Gel
Metanol 30%
Acido acético 7.5%

> Guardar em frasco ambar e armazenar a TA.



2.4.6. "Kit" de Coloragéo de prata
> Tampao de fixagdo: etanol 40%, acido acético glacial 10%;
» Tampao de sensibilizacdo: etanol 30%, glutardialdeido 0.125%, trifosfato de
sodio 0.2%, acetato de sodio 830 mM;
» Reativo de prata: nitrato de prata 0.25%, formaldeido 0.015%;
» Tampé&o de revelagdo: carbonato de sédio 236 mM, formaldeido 0.0075%;
» Tampao de parada: EDTA dissodio dihidratado 40 mM;

» Tampao de préservac;éo: etanol 30%, glicerol 4%.

2.5. Solugédes para "Western Blotting"

2.51. Tampé&o de transferéncia
» Glicina 3mM
» Tris base 48mM
» SDS 0,037%
> Acertar o pH com Tris base/glicina para 8,3; adicionar, por ultimo, o metanol a
20%.

Obs.: este tampé&o deve ser preparado apenas no dia de uso.

2.5.2. TBS
> Tris-HCI 10 mM pH 7.5

» NaCl 150 mM



2.5.3. Tampao de bloqueio

> Dissolver leite desnatado a 5% e BSA a 3% em TBS.

2.5.4. Tampé&o de incubacao

» Dissolver BSA a 1% em TBS.

2.5.5. Tampéo de lavagem

» Dissolver Tween 20 a 0.3% em TBS.

2.5.6. Corante Vermelho Ponceau
» Ponceau 0.1%
» Acido acético glacial 5%

> Guardar em frasco ambar e armazenar a TA.
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V. RESULTADOS

A produgéo total de lactato pelo musculo séleo incubado esta
representada na fig.1. Nos musculds incubados com peroxido de ortovanadato de
sodio ou insulina, a producgao total de lactato dobrou quando comparada ao controle.

O perfil eletroforético das proteinas obtidas dos musculos incubados
durante 15" esta representado na fig. 2a. Observa-se aumento na banda protéica de
peso molecular de aproximadamente 43 KDa no musculo incubado com perdxido de
ortovanadato de sddio (fig. 2a), expressdo esta que se manteve durante os 30, 60 e
90 segundos subsequentes (fig. 2b). O aumento desta banda nos musculos
incubados com insulina s6 apareceu no tempo de 90 segundos (fig. 2b).

Com relagéo a banda que corresponde ao IRS-1, ndo foi detectado sua
expressao nos tempos incubados.

Nas figuras 3a, 3b e 3c esta identificada a proteina de peso molecular de
aproximadamente 43.2 KDa representada nas figs. 2a e 2b, através da utilizagéo de

anticorpo anti-GLUT-4 pela técnica de Western Blotting.
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Producgao de lactato

POV

pmol/h/g de tecido

Figura 1: Lactato total produzido pelo musculo e exportado para o meio
de incubagéo. Os dados estéo apresentados com média + EPM de 5 incubagbes em
duplicata. POV = peroxido de ortovanadato de sédio; | = insulina e C = controle. *

p<0,05 quando comparado ao grupo controle.
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18"

POV C I M;

—212 KDa
—170 KDa

116 KDa

— 76 KDa

— 53 KDa

—_~43 KDa

Figura 2a: Mini-gel de poliacrilamida a 7,5%, submetido a eletroforese
"SDS-PAGE", mostrando o perfil eletroforético das proteinas obtidas dos musculos
incubados durante 15". Foram colocados 72 ug de proteinas por "lane". M,
representa um marcador de peso molecular; POV = peroxido de ortovanadato de

sédio; | = insulina e C = controle.



Figura 2b: Gel de poliacrilamida a 7,5%, submetido a eletroforese
"SDS-PAGE", mostrando o perfil eletroforético das proteinas obtidas dos musculos
incubados durante 30, 60 e 90". Foram colocados 52 ug de proteinas por "lane".
M, representa um marcador de peso molecular, POV = peroxido de ortovanadato

de sodio; | = insulina e C = controle.
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C | POV

Figura 3a: Western Blotting para o GLUT-4. Musculos soleos incubados
com insulina (1) ou peréxido de ortovanadato de sodio (POV) durante 15 segundos.
C = controle.

C I POV

Figura 3b: Western Blotting para o0 GLUT-4. Musculos sdleos incubados
com insulina (1) ou peréxido de ortovanadato de sodio (POV) durante 30 segundos.

C= controle.
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POV | C
60" 30" 60" 30”

Figura 3c: Western Blotting para o GLUT-4. Musculos séleos incubados
com insulina (I) ou peroxido de ortovanadato de sédio (POV) durante 30 e 60

segundos. C = controle.



42

V. DISCUSSAO

A diabetes &€ uma sindrome que acompanha diferentes patologias.
Associado ao seu desenvolvimento, alteragGes importantes ocorrem no metabolismo
intermediario, levando a intenso catabolismo. A reversdo deste quadro ou a sua
amenizacdo é de fundamental importancia para a integridade do organismo.
Resisténcia a insulina é um relato comum em diversas patologias, tais como
diabetes, cancer, traumas em geral, jejum, etc.. Portanto, o estudo de substancias
com atividades "insulin-like" e com mecanismos de agdo diferentes ao da insulina é
de grande interesse, pois permitird o seu uso na terapia destas patologias. Os sais
de vanadio, peroxidados ou ndo, tém sido mostrados terem esta habilidade.

E sabido que o transporte de glicose pelas células musculares
esqueléticas e adipocitos € mediado por transportador especifico, 0 GLUT-4, o qual
é translocado a membrana plasmatica, aumentando a captagdo de glicose
(Cushman et al., 1980; Suzuki et al., 1980; Slot et al., 1991). Nossos resultados
mostram que tanto a insulina quanto o peréxido de ortovanadato de sddio
aumentaram o metabolismo de glicose pelo musculo esquelético, o qual foi avaliado
através do lactato total produzido pelo musculo e exportado para o meio de
incubacédo (fig. 1). Este resultado é corroborado por nossos dados anteriores
(Tchaikovski et al., 1999).

- O perfil eletroforético das protéinas musculares mostrou que nao houve
aumento significativo na banda correspondente a proteina IRS-1, pois esta mostrou-
se pouco intensa, dificultando a sua andlise. Submetidas ao Western Blotting,

também néo foi possivel detectar quantidades suficientes de IRS-1 nos grupos e
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tempos estudados. Nossa explicagdo para este resultado deve-se a baixa

especificidade do anticorpo utilizado.

Com relagéo a banda correspondente a proteina GLUT-4, o perdxido de
ortovanadato de sodio foi capaz de aumenta-la nos tempos de 15, 30, 60 e 90" (figs.
2a e 2b). A incubagdo com insulina promoveu o aparecimento desta banda somente
no tempo de 90" (fig. 2b). Este aumento na banda poderia ndo estar relacionado
com o aumento da expressédo do GLUT4, visto que o perfil eletroforético mostra as
proteinas musculares totais com diferentes massas (uma banda pode néo
corresponder somente a uma proteina, mas a varias de mesmo peso molecular).
Para responder a questdo de que a banda de aproximadamente 43 KDa
correspondia ao GLUT-4, submetemos as amostras ao Western Blotting. O resultado
obtido pela utilizagdo de anticorpo especifico contra GLUT-4 confirmou a presenga
de GLUT-4. No tempo de 15" tanto o peréxido de ortovanadato de sddio quanto a
insulina, aumentaram a expresséo de GLUT-4 (fig. 3a). A 30" somente o peroxido
de ortovanadato de sédio manteve a expressdo aumentada de GLUT-4, enquanto
que a insulina retornou aos niveis do controle (3b). A 60" o resultado se repetiu, mas
pode-se observar que o0 grau de expressdo de GLUT-4 comega a diminuir quando
comparado aos 30" (3c). Apds 90" nao foi observado expressdo desta proteina
(dados ndo mostrados). Paquet et al, 1992, demonstraram que O vanadato
aumentou o recrutamento de GLUT-4 de vesiculas intracelulares para a membrana

plasmatica em adipdcitos de ratos in vitro, usando anticorpos radiomarcados.
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O processo de expresséo de GLUT-4 na membrana celular é transitério e
reversivel, resultando em um ciclo do GLUT-4 de vesiculas intracelulares para a
membrana plasmatica e vice-versa (Stephens et al, 1995). Isto pode explicar o
resultado obtido pela agdo da insulina onde houve mais expressdo nos 15" e, em
seguida, retornou aos niveis do controle (fig. 3a e 3b). Interessantemente, nos
grupos incubados com peroxido de ortovanadato de sodio nos diferentes tempos a
expressdo de GLUT-4 foi maior e perdurou por mais tempo, quando comparado ao
controle e a insulina, havendo redugéo de sua expressdo apos 60" (figs. 3a-c). Esta
diferenga de expressdo de GLUT-4 estimulado com peréxido de ortovanadato de
sodio e insulina pode ser, talvez, explicado por uma das possiveis hipoteses do
mecanismo de agado dos sais de vanadio, ou seja, de que ele € um potente inibidor
de fosfatase (Swarup et al., 1982). Na presenca desta substancia, fosfatases
presentes na célula sdo inibidas por periodo de tempo maior, o que explicaria o
porqué do GLUT-4 ser expresso por periodo de tempo maior que o da insulina (4

vezes).

Nossos resultados, portanto, permitem sugerir que o perdxido de
ortovanadato de sodio tem efeito "insulin-like" e, certamente, o GLUT-4 € uma
proteina intracelular recrutada neste processo. Este resultado mostrando a
participacdo do GLUT-4 sob é acdo do POV é inédito, sendo nosso trabalho o
primeiro a mostrar a participagcéo desta proteina intracelular envolvida no mecanismo

de agao da insulina em musculo esquelético.
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VI.  CONCLUSAO

A proteina GLUT-4 esté envolvida no mecanismo de agéo do perdxido de
ortovanadato de s6dio em musculo séleo e este € um dos mecanismos pelo qual o
vanadio exerce seus efeitos insulin-like, porém acreditamos que sua via de
sinalizacéo seja diferente do da insulina, pois estes sais atuam em situagdes onde

ha resisténcia a insulina.
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