
ipen 
AUTARQUIA ASSOCIADA À UNIVERSIDADE 

DE SÃO PAULO 

EFEITO DA GLICOTOXIDADE NA FOSFORILAQÄO DO 

RECEPTOR DE INSULINA DE ERITROCITOS HUMANOS 

E DE CÉLULAS NIH 3T3. EFEITO DO METFORMIN NA 

FOSFORILAQÄO DE RECEPTORES ISOLADOS DE 

CÉLULAS NIH 3T3. 

REGINA NOMIZO 

Dissertação apresentada como parte 
dos requisitos para obtenção do Grau 
de Mestre em Ciências na Área de 
Tecnologia Nuclear. 

Orientadora: 
Dra. Rosa Ferreira dos Santos 

São Paulo 
1999 



INSTITUTO DE PESQUISAS ENERGÉTICAS E NUCLEARES 

Autarquia associada à Universidade de São Paulo 

EFEITO DA GLICOTOXICIDADE NA FOSFORILAÇÃO DO RECEPTOR 

DE INSULINA DE ERITROCITOS HUMANOS E DE CÉLULAS NIH 3T3. 

EFEITO DO METFORMIN NA FOSFORILAÇÃO DE RECEPTORES 

ISOLADOS DE CÉLULAS NIH 3T3. 

REGINA NOMIZO 

Dissertação apresentada como parte dos 

requisitos para obtenção do grau de Mestre 

em Ciências na Área de Tecnologia Nuclear 

Orientador: 

Dra. Rosa Ferreira dos Santos 

SÃO PAULO 

1999 



Aos meus pais, Minako e Tsumotu 

Ao Auro, Américo e Rui, meus irmãos 

À Kátia e Mika 

À minha tia Junko e 

À Andréa minha irmã de coração 



Ao Décio, pelo estímulo constante, 

amor e amizade 



lU 

AGRADECIMENTOS 

• À D ra . R o s a Fe r re i r a S a n t o s , p e l o estímulo a o m e u d e s e n v o l v i m e n t o científico, 

p e l a confiança a m i m d e p o s i t a d a p a r a f a z e r ciência e p e l a competência, a m i z a d e , 

a p o i o e orientação q u e t o r n o u possível a realização d e s t e t r a b a l h o . 

» A o m e u irmão A u r o , p e l o e x e m p l o d e u m a c a r r e i r a científica e x e r c i d a c o m m u i t o 

e n t u s i a s m o , s e r i e d a d e e dedicação p l e n a . 

• À D ra . M i l en i J o s e f i n a IVIaria U r s i c h , D ra . D a l v a l \^arreiro R o c h a e Dra . E l i z a b e t h 

R o s s i d a S i l va , p e l o a p o i o e i n c e n t i v o c o n s t a n t e s e p e l a a m i z a d e d e m o n s t r a d a 

n e s t e s a n o s . 

• À R o s a T s u n e c h i r o F u k u i , p e l o a p o i o científico e p e s s o a l a e s t e t r a b a l h o , além d o 

i n c e n t i v o n o s m o m e n t o s d e desânimo e p e l a a m i z a d e s i n c e r a d e m o n s t r a d a 

n e s t e s a n o s . 

• A o s c o l e g a s d o Laboratório d e C a r b o i d r a t o s e R a d i o i m u n o e n s a i o - LM 18 p e l o 

a p o i o , a m i z a d e , c o m p a n h e i r i s m o e agradável convivência d u r a n t e e s t e s a n o s . 

• A o Ins t i tu to L u d w i g d e P e s q u i s a s o b r e o Câncer, p o r ter p e r m i t i d o a utilização d e 

s u a s dependências p a r a a realização d e c u l t u r a ce lu la r . 

• À D r a . V i l m a R e g i n a M a r t i n s d a Fundação Antônio P r u d e n t e , p o r te r c e d i d o a s 

células N I H 3 T 3 s e m a s q u a i s e s t e t r a b a l h o nâo p o d e r i a se r rea l i zado . 

• À D r a . Célia R e g i n a W . C a r n e i r o p o r te r m e e n s i n a d o c o m paciência, p a s s o a 

p a s s o c o m o t r a b a l h a r c o m c u l t u r a ce lu la r . 



IV 

• A o s m e m b r o s d o Laboratório d e Reação Inflamatória d o Ins t i tu to L u d w i g , p e l o 

a p o i o , a m i z a d e e c o m p a n h e i r i s m o d u r a n t e e s t e s a n o s . 

• A o laboratório d e Nutrição H u m a n a e Doenças Ósseas e Metabólicas - L I M 2 5 , 

e m e s p e c i a l o P e d r i n h o , p e l a s f a c i l i d a d e s n a utilização d e e q u i p a m e n t o s . 

• A o s m e m b r o s d o Laboratório d e Lípides - L I M 1 0 , p e l a a m i z a d e e p e l a s 

f a c i l i d a d e s n a utilização d e e q u i p a m e n t o s . 

• A o s funcionários d o D e p a r t a m e n t o d e Pós-graduação d o I P E N , e m e s p e c i a l a 

A n i n h a , s e m p r e a t e n c i o s o s e d i s p o s t o s a a j u d a r e m t o d a s a s d i f i c u l d a d e s . 

• A o s c o l e g a s d e pós-graduação, e m e s p e c i a l a E la i ne p o r t e r d i v i d i d o o s 

m o m e n t o s d e d i f i c u l d a d e s , c o n q u i s t a s e f e l i c i d a d e s d u r a n t e a realização d e s t e 

t r a b a l h o . 

• À t o d o s o s m e u s a m i g o s p o r t e r e m m e i n c e n t i v a d o e a p o i a d o e m t o d o s o s 

m o m e n t o s . 

• À F A P E S P e C N P q p e l a c r e d i b i l i d a d e e a p o i o f i n a n c e i r o n a realização d e s t e 

t r a b a l h o . 

• E a t o d a s a s d e m a i s p e s s o a s q u e c o l a b o r a r a m d i r e t a e i n d i r e t a m e n t e n a 
realização d e s t e t r a b a l h o . 



EFEITO DA GLICOTOXICIDADE NA FOSFORILAÇÃO DO RECEPTOR DE 

INSULINA DE ERITROCITOS HUMANOS E DE CÉLULAS NIH 3T3. 

EFEITO DO METFORMIN NA FOSFORILAÇÃO DE RECEPTORES ISOLADOS 

DE CÉLULAS NIH 3T3. 

Regina Nomizo 

RESUMO 

A at iv idade t i rosina quinase do receptor de insul ina (ATQRI) é urna importante passagem na 

via de transmissão intra-celular do sinal insulínico. Esta função está d iminu ida no Dialsetes 

mell i tus t ipo 2 e e m a lgumas patologias que se caracter izam por apresentar resistência à 

insul ina. Embora vários es tudos e m pacientes e animais tenham demonst rado que a A T Q R I 

é anormal no diabetes t ipo 2 , pouco se sabe sobre os efei tos de di ferentes concentrações de 

gl icose e, de substâncias ant i -hipergi icemiantes nesta função do receptor. No presente 

estudo, t ivemos como objet ivos : 1 - Aval iar a ATQRI de eri trocitos de pacientes diabéticos 

t ipo 2 e m tratamento com sulfoniluréia, divididos e m dois grupos, um em bom e outro e m 

m a u controle giicêmico; 2 - Estudar, "in vitro", os efei tos de soluções concentradas de 

gl icose, 16mM e 2 5 m M , e m dois períodos, 2 4 e 4 8 horas, sobre a ATQRI de células NIH 

3T3 ; e 3 - Aval iar o efeito d o cloridrato de Met formina (10^g/ml ) , sobre a ATQRI de células 

NIH 3T3. Os resul tados d o presente estudo demonst ra ram que e m pacientes diabéticos t ipo 

2 t ra tados com sulfoniluréia, a ATQRI de eri trocitos foi maior no grupo com bom controle 

giicêmico, suger indo que a diminuição da gl icemia, est imulou o aumento da A T Q R I . O s 

es tudos "in vitro", c o m células NIH 3T3, demost ra ram que soluções concentradas de gl icose 

reduz i ram a A T Q R I e, este efeito foi dependente da concentração de gl icose e, do tempo 

de exposição das células à gl icose. Desta fonna, soluções mais concentradas in ibem a 

A T Q R I em maior magni tude e, e m menor per iodo de tempo. O s resultados do presente 

es tudo demonst ra ram também, que o Metformin est imulou a A T Q R I de células NIH 3T3, 

após 6 e 12 horas de incubação mas, este efeito não foi ver i f icado após 1 hora de 

incubação. Estes dados sugerem que o met formin t em um efeito direto sobre a A T Q R I 

aumentando sua ação, e sensib i l izando a ação da insulina na célula, e este efeito requer u m 

período de tempo para ser desencadeado. 



EFFECT OF GLUCOTOXICITY IN THE INSULIN RECEPTOR 

PHOSPHORYLATION FROM HUMAN ERYTHROCYTHES AND FROM 

NIH 3T3 CELLS. METFORMIN EFFECT IN THE INSULIN RECEPTOR 

PHOSPHORYLATION FROM NIH 3T3 CELLS. 

Regina Nomizo 

ABSTRACT 

The insulin receptor tyros ine k inase (IRTK) is an important pathway of Insulin act ion, and 

its activity is impaired in diabetes type 2 and in several pathologies wi th insulin resistance. 

A l though studies in pat ients and in animals have demonst ra ted the anormal funct ion of 

IRTK in diabetes type 2 , not very much is known about the effects of variat ions in p lasma 

glucose concentrat ions and of the ant ihypergl icemic drugs in this funct ion. The present 

study had the fo l lowing goals: 1 - To evaluate the IRTK activity of receptors isolated f rom 

erythrocytes of pat ients with d iabetes type 2 treated with sul fonylurea in good and poor 

glycémie control ; 2 - T o study, "in vitro", the effect of two dif ferent g lucose concentrat ions 

16mM/L and 2 5 m M / L dur ing 24 and 48 hours of incubat ion in IRTK of receptors isolated 

f rom NIH 3T3 cells and ; 3 - To evaluate the effect of met formin dur ing 1 , 6 and 12 hours of 

incubat ion in the IRTK activity of NIH 3T3 cells insulin receptors. The present data 

demonst ra ted that in sul fonylurea t reated pat ients wi th d iabetes type 2, the IRTK activity of 

erythrocythes receptors was h igher in pat ients with good glycémie control than in the ones 

with poor glycémie contro l . Thus, in patients wi th type 2 diabetes, the amel iorat ion in IRTK 

activity was assoc ia ted to lower p lasma g lucose concentrat ions. The studies "in vitro" w i th 

NIH 3T3 cells demonst ra ted that, the glucose concentrat ions can reduce the IRTK activity, 

and the magni tude of th is reduct ion is dependent of the g lucose concentrat ions and the t ime 

of the cell exposure to the g lucose med ium. Thus, the h igher is t i ie g lucose concentrat ion the 

shortest is the t ime of cell exposure for the IRTK inhibit ion. The results of the present study 

demonst ra ted also that met formin can directly increase the IRTK activity of NIH 3T3 cells 

receptors, and this effect was demonst ra ted after 6 and 12, but not after 1 hour of 

incubat ion. These da ta suggest that the met formin effect in st imulat ing the IRTK activity is 

t ime dependent . 
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1 INTRODUÇÃO 

A s células p d a s i l ho tas pancreáticas s i n t e t i z a m i n s u l i n a a pa r t i r d e u m 

p r e c u r s o r d e 1 1 0 aminoácidos, d e c a d e i a única, d e n o m i n a d o pré-

p r o i n s u l i n a . Após a migração, através d a m e m b r a n a d o retículo 

endoplasmático r u g o s o , o peptídio s i n a l i z a d o r N - te rm ina l d e 2 4 aminoácidos 

d a pré-proinsulina é r a p i d a m e n t e c l i v a d o p a r a f o r m a r a p r o i n s u l i n a . N e s t e 

m o m e n t o , a molécula s e d o b r a e f o r m a m - s e a s p o n t e s d i s s u l f e t o . N a 

conversão d a p r o i n s u l i n a h u m a n a e m i n s u l i n a n o c o m p l e x o d e G o l g i , q u a t r o 

aminoácidos básicos e o c o n e c t o r r e s t a n t e o u peptídio C são r e t i r a d o s p o r 

proteólise d a n d o o r i g e m às d u a s c a d e i a s peptídicas (A e B ) . A i n s u l i n a é 

u m a proteína constituída d e d u a s c a d e i a s , a c a d e i a A c o m 2 1 aminoácidos 

e a c a d e i a B c o m 3 0 aminoácidos, i n t e r l i g a d o s p o r d u a s p o n t e s d i s s u l f e t o , 

q u e u n e m d u a s cisteínas.(1,2) 

A i n s u l i n a d e s e n c a d e i a u m a série d e r e s p o s t a s biológicas c e l u l a r e s , 

c o m o t r a n s p o r t e d e g l i c o s e , síntese d e glicogènío, síntese p r o t e i c a , síntese 

d e lipídeos, c r e s c i m e n t o e expressão gênicas. S u a ação n a célula é 

i n i c i a d a p e l a ligação d o hormônio a o r e c e p t o r , q u e é u m a glicoproteína 

(3 ,4 ,5 ) l o c a l i z a d a n a m e m b r a n a c e l u l a r e c o m p o s t a p o r d u a s s u b u n i d a d e s 

a l f a c o m p e s o m o l e c u l a r d e a p r o x i m a d a m e n t e 1 3 5 kDa e d u a s s u b u n i d a d e s 

b e t a c o m p e s o m o l e c u l a r d e a p r o x i m a d a m e n t e 9 5 k D a ( 6 , 7 , 8 ) . O r e c e p t o r d e 

i n s u l i n a é d e r i v a d o d e u m único p r e c u r s o r , o pró-receptor (9 ) . A s u b u n i d a d e 

a l f a é responsável p e l a ligação d o hormônio a o r e c e p t o r e a s u b u n i d a d e 

b e t a a p r e s e n t a ação s e m e l h a n t e às e n z i m a s d a família d a s q u i n a s e s , 

s e n d o responsável p e l a autofosforilação e p e l a fosforilação d o s s u b s t r a t o s 

d o r e c e p t o r ( 1 0 ) . 



F u n c i o n a l m e n t e , o r e c e p t o r d e i n s u l i n a s e c o m p o r t a c o m o u m a e n z i m a 

alostérica clássica, s e n d o a s u b u n i d a d e a l f a r e g u l a d o r a e a s u b u n i d a d e 

b e t a catalítica. Q u a n d o a i n s u l i n a s e l iga à s u b u n i d a d e a l f a , o c o r r e u m a 

mudança c o n f o r m a c i o n a l n a molécula e a a t i v i d a d e q u i n a s e d a s u b u n i d a d e 

b e t a é a t i v a d a (10 ) , o c o r r e n d o a transferência d e g r u p o s f o s f a t o s d e A T P 

p a r a a l g u n s resíduos t i r o s i n a d a s u b u n i d a d e b e t a ( 1 1 , 1 2 ) . E s t e s resíduos 

t i r o s i n a f o s f o r i l a d o s , d e s e n c a d e i a m a fosforilação e m c a s c a t a d e o u t r a s 

proteínas específicas, q u e vão d a r c o n t i n u i d a d e à transmissão d o s ina l 

insulínico, c o m o o s u b s t r a t o 1 d o r e c e p t o r d e i n s u l i n a ( I R S - 1 ) , o I R S - 2 e o 

S c h (fosfoproteína q u e contém homología s r c c o m 2 domínios S H ) ( 1 3 ) . 

Vários e s t u d o s d e m o n s t r a r a m q u e há p e l o m e n o s se i s t i r o s i n a s q u e são 

f o s f o r i l a d a s n a s u b u n i d a d e b e t a d o r e c e p t o r d e i n s u l i n a ( 1 4 , 1 5 ) , e q u e estão 

l o c a l i z a d a s e m três domínios d e s u a porção i n t r a c e l u l a r ( 1 6 , 1 7 ) . N o 

p r i m e i r o domínio, n o aminoácido 9 6 0 está l o c a l i z a d a u m a t i r o s i n a q u e é 

f r a c a m e n t e f o s f o r i l a d a e d e s e m p e n h a i m p o r t a n t e p a p e l n a ligação d o 

s u b s t r a t o a o recep to r . O s e g u n d o domínio a p r e s e n t a u m g m p o d e três 

t i r o s i n a s n o s aminoácidos 1 1 4 6 , 1 1 5 0 e 1 1 5 1 e a e s t e domínio t e m s i d o 

atribuído o p a p e l r e g u l a d o r , s e n d o responsável p e l a autofosforilação d o 

recep to r . N o t e r c e i r o domínio, l o c a l i z a d o n a porção c a r b o x i t e r m i n a l , estão 

p r e s e n t e s a s t i r o s i n a s n o s aminoácidos 1 3 1 6 e 1 3 2 2 q u e estão 

r e l a c i o n a d a s á ativação d e f a t o r e s d e c r e s c i m e n t o . 

A ativação d a função d a t i r o s i n a q u i n a s e d o r e c e p t o r d e i n s u l i n a é 

f u n d a m e n t a l p a r a a transmissão d o s ina l i n t r ace lu l a r ( 1 1 , 1 8 , 1 9 ) . A p e r d a o u 

redução d a a t i v i d a d e t i r o s i n a q u i n a s e d o r e c e p t o r d e i n s u l i n a está 

d i r e t a m e n t e r e l a c i o n a d a c o m a ausência o u redução d a r e s p o s t a biológica 

d a i nsu l i na . 

O r e c e p t o r d e i n s u l i n a p o s s u i também resíduos s e r i n a e t r e o n i n a q u e , 

a o s e r e m f o s f o r i l a d o s , e x e r c e m e f e i t o c o n t r a - r e g u l a d o r à a t i v i d a d e t i r o s i n a 

q u i n a s e d o r e c e p t o r ( 2 0 , 2 1 , 2 2 ) . 



Vários e s t u d o s têm d e s c r i t o a diminuição d a a t i v i d a d e t i r o s i n a q u i n a s e 

d o r e c e p t o r d e i n s u l i n a e m d i f e r e n t e s t i p o s c e l u l a r e s c o m o , adípócitos 

( 2 3 , 6 4 , 6 9 ) , músculo esquelético ( 2 4 , 2 5 , 2 6 , 6 3 ) , hepatócitos ( 2 7 , 3 3 ) e 

e r i t r o c i t o s ( 2 8 ) d e p a c i e n t e s c o m d i a b e t e s m e l l i t u s t i p o 2 e e m p a t o l o g i a s 

c a r a c t e r i z a d a s p e l a presença d e resistência à i n s u l i n a , c o m o a Síndrome A 

d e e x t r e m a resistência à i n s u l i n a , o L e p r e c h a u n i s m o e a Síndrome d e 

R a b s o n M e n d e n h a l l . A resistência insulínica t e m i m p o r t a n t e p a p e l n a 

patogênese d e várias síndromes endócrinas e n o d i a b e t e s m e l l i t u s 

t i p o 1 , ( 6 1 ) c a r a c t e r i z a n d o - s e p o r u m a interrupção n a v i a d e transmissão d o 

s i n a l insulínico, q u e s e in i c ia n a ligação d o hormônio a o r e c e p t o r , 

c u l m i n a n d o c o m a ativação d o glicogènío s i n t e t a s e e d o s t r a n s p o r t a d o r e s d e 

g l i c o s e , a m b o s e s t i m u l a n d o r e s p e c t i v a m e n t e a síntese d e glicogènío e , a 

captação d a g l i c o s e p e l o músculo (5 ) . 

F a t o r e s genéticos e f u n c i o n a i s p o d e m in ib i r a função d o r e c e p t o r d e 

i n s u l i n a , i n d u z i n d o e s t a d o s d e resistência insulínica. Mutações n o g e n e d o 

r e c e p t o r d e t e m n i n a m alterações e m s u a s s u b u n i d a d e s a l f a o u b e t a , c o m o 

n o c a s o d a Síndrome A d e e x t r e m a resistência à i nsu l i na , d o 

L e p r e c h a u n i s m o e d a Síndrome d e R a b s o n M e n d e n h a l l ( 5 , 2 9 ) . 

A resistência à i nsu l i na , d e t e r m i n a d a p e l a s mutações n o r e c e p t o r , 

a p r e s e n t a - s e características m a i s g r a v e s , a p r e s e n t a n d o - s e l o g o n a infância. 

N a Síndrome A , o s p a c i e n t e s a p r e s e n t a m c r e s c i m e n t o n o r m a l , a c a n t o s e 

n i g r i c a n s e n a f a s e pós-puberal d e s e n v o l v e m h i p e r a n d r o g e n i s m o o v a r i a n o , 

c o m virilização, amenorréia e e s t e r i l i d a d e . C o m relação a o m e t a b o l i s m o d a 

g l i c o s e p o d e m a p r e s e n t a r d e s d e intolerância à g l i c o s e até o 

d e s e n v o l v i m e n t o d o d i a b e t e s me l l i t u s . 

O L e p r e c h a u n i s m o é e x t r e m a m e n t e r a r o , c a r a c t e r i z a n d o - s e p e l o 

r e t a r d o n o c r e s c i m e n t o in t ra u t e r i n o e pós n a t a l , diminuição d o t e c i d o 

subcutâneo, a c a n t o s e n i g r i c a n s e s u r d e z a p r e s e n t a também intolerância à 

g l i c o s e o u d i a b e t e s e t e m s o b r e v i d a c u r t a . D a m e s m a f o r m a , a Síndrome 



d e R a b s o n M e n d e n h a l l c a r a c t e r l z a - s e p e l a presença d e a c a n t o s e n i g r i c a n s , 

hiperínsulinismo, intolerância à g l i c o s e o u d i a b e t e s e p u b e r d a d e p r e c o c e . 

O u t r o s f a t o r e s q u e nâo sâo genéticos p o d e m m o d u l a r a função d o 

r e c e p t o r d e i nsu l i na . E s t e s f a t o r e s sâo substâncias q u e d e a l g u m a f o r m a 

i n t e r f e r e m c o m a ligação d o honnônio a o r e c e p t o r o u c o m a fosforilação 

d o s resíduos t i r o s i n a s d a s u b u n i d a d e b e t a . E n t r e e s t a s têm s i d o d e s c r i t o s 

o s e f e i t o s d a s c a t e c o l a m i n a s , q u e d e t e r m i n a m resistência insulínica p e l a 

inibição d a fosforilação d o r e c e p t o r ( 3 0 ) . O s e s t e r e s d e f o r b o l , q u e 

e s t i m u l a m a proteína q u i n a s e C, d e t e r m i n a m a fosforilação d o s r a d i c a i s 

s e r i n a d o r e c e p t o r e c o n c o m i t a n t e inibição d a fosforilação e m t i r o s i n a ( 3 1 ) . 

A a d e n o s i n a e a po l i l i s i na ( 3 2 ) e o s hormônios t i r e o i d e a n o s ( 3 3 ) também 

i n i b e m a a t i v i d a d e q u i n a s e d o r e c e p t o r p o r m e c a n i s m o s não m u i t o 

c o n h e c i d o s . M a i s r e c e n t e m e n t e têm s i d o d e m o n s t r a d o s o s e f e i t o s i n i b i d o r e s 

e x e r c i d o s p e l a s c i t o c i n a s , c o m o , p o r e x e m p l o , o f a t o r d e n e c r o s e t u m o r a l 

( T N F ) a l f a . 

P o r o u t r o l ado , e n t r e a s substâncias q u e s e n s i b i l i z a m a ação 

insulínica, e n c o n t r a m - s e a s t i a z o l i d i n e d i o n a s ( 3 4 ) e o c l o r i d r a t o d e 

m e t f o m n i n a ( 3 7 , 3 8 , 6 7 , 6 8 , 7 0 ) q u e têm s i d o u t i l i z a d o s n o t r a t a m e n t o d e 

d i a b e t e s t i p o 2 e d e a l g u m a s p a t o l o g i a s c o m resistência à i n s u l i n a . E s t a s 

d r o g a s c a r a c t e r i z a m - s e p o r e s t i m u l a r a v i a d e transmissão i n t r a c e l u l a r d o 

s i n a l insulínico. 

O c l o r i d r a t o d e m e t f o r m i n a é u m a substância d o g r u p o d a s b i g u a n i d a s 

q u e v e m s e n d o l a r g a m e n t e u t i l i z a d a c o m o a n t i - h i p e r g l i c e m i a n t e o r a l n o 

t r a t a m e n t o d e diabéticos t i p o 2 , d e v i d o âs s u a s p r o p r i e d a d e s d e r e d u z i r a 

produção hepática d e g l i c o s e , r e d u z i n d o a h i p e r g i i c e m i a e , d e s t a f o r m a , 

a u m e n t a n d o a s e n s i b i l i d a d e periférica à i n s u l i n a ( 3 7 , 3 8 ) . Q u a n t o a o s e u 

e f e i t o periférico, t e m s i d o r e l a t a d o q u e o c l o r i d r a t o d e me t fonm ina a u m e n t o u 

a ligação d a i n s u l i n a a s e u s r e c e p t o r e s "/n vitro", e m d i f e r e n t e s t i p o s d e 

células. E s t u d o s clínicos d e m o n s t r a r a m q u e p a c i e n t e s c o m d i a b e t e s m e l l i t u s 

t i p o 2 , após o t r a t a m e n t o c o m c l o r i d r a t o d e m e t f o n n i n a , a p r e s e n t a r a m 



redução d a g l i c e m i a e d a i n s u l i n e m i a , t a n t o d e j e j u m , c o m o d u r a n t e o t e s t e 

o r a l d e tolerância à g l i c o s e ( 3 9 , 4 1 ) e e s t a m e l h o r a glicêmica e s t e v e 

a s s o c i a d a a o a u m e n t o d a a t i v i d a d e t i r o s i n a q u i n a s e d o r e c e p t o r d e i n s u l i n a 

( 3 9 ) . 

A p e s a r d e vários e s t u d o s t e r e m d e m o n s t r a d o q u e n o d i a b e t e s t i p o 2 a 

a t i v i d a d e t i r o s i n a quínase d o r e c e p t o r d e i n s u l i n a é a n o r m a l 

( 4 , 2 3 , 2 4 , 2 5 , 2 7 , 2 8 , 4 0 ) , a i n d a p o u c o s e s a b e s o b r e a influência d e d i f e r e n t e s 

níveis glicèmicos e d a s substâncias u t i l i z a d a s n o t r a t a m e n t o d e p a c i e n t e s 

c o m d i a b e t e s t i p o 2 , s o b r e a a t i v i d a d e t i r o s i n a q u i n a s e d o r e c e p t o r . D e s t a 

f o r m a , n e s t e e s t u d o t i v e m o s c o m o o b j e t i v o a v a l i a r a importância q u e a s 

variações d a g l i c e m i a p o d e m e x e r c e r s o b r e a a t i v i d a d e t i r o s i n a q u i n a s e d e 

p a c i e n t e s diabéticos t i po 2 , s u b m e t i d o s a o m e s m o t i po d e t r a t a m e n t o . 

O b j e t i v a n d o - s e i so la r o possível e f e i t o d a s substâncias a n t i -

h i p e r g l i c e m i a n t e s d o e f e i t o d a g l i c e m i a p o r s i , n a função t i r o s i n a q u i n a s e d o 

r e c e p t o r , d e s e n h o u - s e u m e s t u d o "in vitro", o n d e células e m c u l t u r a e s t a r i a m 

e m c o n t a t o a p e n a s c o m variações d a concentração d e g l i c o s e . 

P o r o u t r o l a d o , t e n d o e m v i s t a q u e p o u c o s e c o n h e c e s o b r e o e f e i t o 

i n d e p e n d e n t e d o c l o r i d r a t o d e m e t f o r m i n a n o m e c a n i s m o d e ação c e l u l a r d a 

i n s u l i n a , o b j e t i v o u - s e também a v a l i a r a ação d e s t a substância n e s t a função 

d o r e c e p t o r d e i nsu l i na . D e s e n h o u - s e u m e s t u d o "in vitro", o n d e f i b r o b l a s t o s 

d e c a m u n d o n g o s , células N I H 3 T 3 , e m c u l t u r a , f o r a m c o l o c a d o s e m c o n t a t o 

c o m o c l o r i d r a t o d e m e t f o r m i n a . 

N a realização d e s t e e s t u d o , u t i l i z a m o s c o m o m a r c a d o r o radioisótopo 

[^^P] g a m a A T P q u e t e m s i d o e m p r e g a d o e m e s t u d o s d o m e c a n i s m o d e 

ação c e l u l a r d a i nsu l i na , q u e é c a r a c t e r i z a d a p e l a fosforilação d e proteínas 

específicas, d e s e n c a d e a n d o u m a reação e m c a s c a t a ( 2 2 , 3 6 , 4 2 , 4 3 , 4 4 ) , 

t e n d o s i d o f u n d a m e n t a l n o c o n h e c i m e n t o d a f i s i o p a t o l o g i a d e e s t a d o s d e 

resistência â i n s u l i n a e p r i n c i p a l m e n t e n o d i a b e t e s t i p o 2 . A s s i m c o m o o 

[ ^ P ] g a m a A T P , u t i l i z a m o s também o radioisótopo [ ^ ^ , q u e há m u i t o t e m 



s i d o e m p r e g a d o c o m o m a r c a d o r d o m e c a n i s m o d e ligação d a i n s u l i n a a o 

r e c e p t o r ( 2 8 , 3 9 , 4 6 , 4 7 , 6 5 ) , também c o n t r i b u i n d o p a r a o c o n h e c i m e n t o d a 

f i s i o p a t o l o g i a d a s síndromes c o m resistècia à i n s u l i n a e d i a b e t e s t i p o 2 . 



2 OBJETIVOS 

1. E s t u d a r o e fe i t o d e d i f e r e n t e s concentrações d e g l i c o s e n o p l a s m a , s o b r e 

a ligação e a a t i v i d a d e t i r os ina q u i n a s e d o r e c e p t o r d e insu l i na , i s o l a d o d e e r i t r oc i t os 

d e p a c i e n t e s diabéticos t i po 2 , e m t r a t a m e n t o c o m sulfoniluréia. 

P e l o f a t o d e o e s t u d o clínico a p r e s e n t a r a concomitância d e a l g u m a s variáveis 

q u e p o d e m in te r fe r i r n a função d o r e c e p t o r d e insu l i na , d e s e n l i a m o s u m e s t u d o "in 

vitro" c o m a s células N I H 3 T 3 o n d e o e f e i t o i so l ado d e c a d a variável pôde se r 

o b s e r v a d o . 

2. E s t u d a r o e fe i t o i s o l a d o d e d i f e r e n t e s concentrações d e g l i c o s e s o b r e a 

a t i v i d a d e t i r os i na q u i n a s e d e r e c e p t o r e s d e i nsu l i na s o l u b i l i z a d o s e p a r c i a l m e n t e 

p u r i f i c a d o s d e células e m c u l t u r a , N I H 3 T 3 , u t i l i zando o s radioisótopos [ ^ P ] e [^^1] . 

3. E s t u d a r o e fe i t o d o c l o r i d r a t o d e m e t f o n n i n a s o b r e a a t i v i d a d e t i r o s i n a 

q u i n a s e d o r e c e p t o r d e i nsu l i na s o l u b i l i z a d o s e p a r c i a l m e n t e p u r i f i c a d o s d e células 

N I H 3 T 3 , u t i l i z a n d o o s radioisótopos [ ^ P ] e [^^1] . 



3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 DESENHO DO ESTUDO 

3.1.1 Estudo" / / ! v/vo" 

O r e c e p t o r d e i n s u l i n a f o i i s o l a d o d e e r i t r o c i t o s d e 2 5 p a c i e n t e s diabéticos 

t i p o 2 e m d i f e r e n t e s c o n t r o l e s glicèmicos e e m t r a t a m e n t o c o m a sulfoniluréia, 

g l i b e n c l a m i d a ( 1 5 m g / d i a ) , d i v i d i d o e m 3 d o s e às refeições. F o r a m c o n s i d e r a d o s 2 

g r u p o s d e p a c i e n t e s , s e l e c i o n a d o s d e a c o r d o c o m o s v a l o r e s d a s g l i c e m i a s d e 

j e j u m e g l i c o h e m o g l o b i n a . 

• G r u p o I : B o m c o n t r o l e giicêmico, 9 p a c i e n t e s , c o m i d a d e d e 5 2 , 3 ± 2 , 8 8 e 

g l i c e m i a s v a r i a n d o e n t r e 5 ,0 a 9 ,0 m M e g l i c o h e m o g l o b i n a c o m v a l o r e s 

v a r i a n d o d e 5 ,5 a 9 , 0 % . 

• G r u p o ü: M a u c o n t r o l e giicêmico, 1 6 p a c i e n t e s , c o m i d a d e d e 5 2 , 5 ± 2 , 2 9 e 

g l i c e m i a s v a r i a n d o e n t r e 9 ,1 a 1 5 , 0 m M e g l i c o h e m o g l o b i n a c o m v a l o r e s 

a c i m a d e 9 , 5 % . 

3.1.2 Estudo '7/1 vitro" 

F i b r o b l a s t o s d e c a m u n d o n g o s , células N I H 3 T 3 , q u e n o r m a l m e n t e 

e x p r e s s a m o r e c e p t o r d e i n s u l i n a , f o r a m s u b m e t i d o s às e t a p a s r e q u e r i d a s p a r a a 

manutenção e d e s e n v o l v i m e n t o ce lu la r . A s células f o r a m c u l t i v a d a s n o m e i o d e 

D u l b b e c c o , m o d i f i c a d o p o r " E a g l e " ( D M E M ) , s u p l e m e n t a d o c o m 1 0 % d e s o r o 

b o v i n o f e t a l ( S F B ) , o n d e f o r a m a c r e s c i d a s a s substâncias c u j o e f e i t o s e d e s e j a v a 



e s t u d a r e p o s t e r i o r m e n t e , f o r a m s u b m e t i d a s a o s p r o c e s s o s d e i s o l a m e n t o e 

purificação d o r e c e p t o r d e i n s u l i n a . 

F o r a m c o n s i d e r a d o s 3 g r u p o s d e células: 

• G r u p o g l i c o s e : Células N I H 3 T 3 i n c u b a d a s c o m soluções c o n c e n t r a d a s d e 

g l i c o s e ( G l i c o s e 16 m M e 2 5 m M ) . 

• G m p o M e t f o n n i n a : Células N I H 3 T 3 i n c u b a d a s c o m l O ^ g / m l c l o r i d r a t o d e 

m e t f o r m i n a . 

• G r u p o C o n t r o l e : Células N I H 3 T 3 i n c u b a d a s e m m e i o D M E M ( m e i o mínimo d e 

D u l b b e l c o , m o d i f i c a d o p o r E a g l e ) . 

3.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS 

3.2.1 Materiais 

• A m o s t r a s d e s a n g u e d o s p a c i e n t e s . 

• I n s u l i n a h u m a n a m o n o c o m p o n e n t e m a r c a d a (^^^1 T y r A^*) d e a l t a a t i v i d a d e 

específica a d q u i r i d a d a A m e r s h a m ( A r l i n g t o n H e i g h t s , I L ) ; 

• I n s u l i n a f r i a d o Laboratório Biobrás,(MG B R ) ; 

• L e c i t i n a d e g e r m e d e t r i g o ( W G A ) (7 m g d e l ec i t i na /m l ) e " R i c c i n u s C o m m u n i s 

A g a r o s e " d o V e c t o r L a b o r a t o r i e s ( B u r l i n g a m e . C A ) ; 

• F o s f a t o d e Potássio Monobásico, F o s f a t o d e Sódio Dibásico f o r a m o b t i d o s d a 

V e t e e , Química F i n a L t d a ( R J - B R ) ; 

• T r i p s i n a e V e r n e s e d o Ins t i tu to A d o l f o L u t z ( S P - B R ) . 

• O s s e g u i n t e s r e a g e n t e s f o r a m a d q u i r i d o s d a S i g m a C h e m i c a l C o (S t L u i s , M O ) : 

Albúmina B o v i n a Fração V ( B S A ) , H e p e s , L a c t o s e , P o l i e t i l e n o g l i c o l ( P E G - 6 0 0 ) , 
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P h e n i l m e t i l s u l f o n i i f l u o r e t o ( P M S F ) , H y s t o p a q u e 1 0 7 7 , B e t a M e r c a p t o e t a n o l , N -

ace t i l D - g l u c o s a m i n a , Benzamídina, A p r o t i n i n a , M e i o d e C u l t u r a d e D u l b e c c o 

m o d i f i c a d o p o r E a g l e ( D M E M ) ; 

• S u c r o s e , D i th io t re i t o l ( D T T ) , T r i s - H C I ( H y d r o x m e t y l A m i n o m e t a n o ) , C o o m a s s i e 

B r i l l i an te B l u e G - 2 5 0 , D o d e c i l S u l f a t o d e Sódio ( S D S ) , B i s A c r i l a m i d a , 

a c r i l a m i d a , P e r s u l f a t o d e Amônia e T E M E D f o r a m o b t i d o s d a B i o - R a d 

( R i c h m o n d . C A ) ; 

• C l o r i d r a t o d e m e t f o r m i n a f o i o b t i d o d a B i o b r a s ; 

• H e p a r i n a 5 0 0 0 U I / m l (Liqüemine) d a R o c h e . 

• T r i t o n X - 1 0 0 , E D T A , E t a n o l , Ácido Fosfórico, M e t a n o l , Ácido perciórico , C l o r e t o 

d e M a g n e s i o , C l o r e t o d e Manganês, Ácido Acético e D M S O (d ime t i l s u l f o x i d e ) 

f o r a m a d i q u i h d o s d a M e r c k S A I n d . Química ( R J , B R ) ; 

• A A d e n o s i n a - 5 - t r i f o s f o t o t e t r a ( t r i e t i l am ina ) [ y ^ P ] ( a t i v i d a d e específica d e 1 0 a 

4 0 C i / m m o l ; 0 , 3 7 à 1,48 T b q / m m o l ) fo i o b t i d o p e l a D u P o n t - N e w E n g l a d 

N u c l e a r ( W i l m i n g t o n , D L ) ; 

• O s f i l m e s p a r a a u t o r a d i o g r a f i a , X - O M A T A R , f o r a m d a K o d a k ( R o c h e s t e r , N Y ) . 

• O s r e a g e n t e s u t i l i z a d o s n a c u l t u r a d a s células, c o m o s o r o b o v i n o f e ta l ( S F B ) , 

t i m i d i n a e a m i n o p i t e n n a f o r a m o b t i d o s d a G I B C O ( G a i t h e r s b u r g , M D ) . 

• O s F i b r o b l a s t o s N I H 3 T 3 , f o r a m g e n t i l m e n t e s e d i d o s p e l a P r o f a . D r a . V i l m a 

R e g i n a M a r t i n s d a Fundação Antônio P r u d e n t e e d o Ins t i t u to L u d w i g d e 

P e s q u i s a s o b r e o Câncer. 

3.2.2 Equipamentos 

• P i p e t a d o r G i l s o n P 1 0 0 , P 2 0 0 , P 2 0 e r e p i p e t a d o r automático E p p e n d o r f ; 

• Centrífuga r e f r i g e r a d a t i p o S o r v a l l , C o n n e c t i c u t , E U A , ro to r S S 3 4 ; 

• Centrífuga r e f r i g e r a d a I E C m o d e l o P R - 6 c e n t r i f u g e ; 

• C o n t a d o r g a m a automático P a c k a r d C o b r a ; 

• C i n t i l a d o r B e t a automático P a c k a r d ; 

• A g i t a d o r magnético e v o r t e x 2 g e n e d a m a r c a V W R sc ien t i f i c ; 

• Densitómetro L K B - u l t r a s c a n X L d a m a r c a p h a r m a c i a ; 
•• . , . , M : ; I - » ' V i . r - i r e 
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• S e c a d o r d e g e l m o d e l o 1 1 2 5 B d a B i o - R a d ; 

• F l u x o l a m i n a r d a m a r c a V E C O 

• E s t u f a p a r a c u l t u r a c e l u l a r d e a t m o s f e r a úmida d e 9 5 % d e O2 e 5 % CO2 d a 

m a r c a Fomna S c i e n t i f i c a ; 

• Espectrofotômetro ( U V visível) A l m , m o d e l o E 2 1 5 D. 

• Peagâmetro, m o d e l o B 3 7 4 , m a r c a M i c r o n a l , ( S P - B r a s i l ) ; 

• C u b a p a r a e l e t r o f o r e s e e f o n t e d a m a r c a B i o - R a d . 

3.3 MÉTODOS 

3.3.1 Receptor de Insulina Isolado de Hemácias 

3.3.1.1 Separação das Hemácias 

F o r a m c o l e t a d o s d e c a d a p a c i e n t e 8 0 m i d e s a n g u e periférico c o m 5 0 j i l 

h e p a r i n a e m t u b o s t i p o f a l c o n . A s hemácias f o r a m s e p a r a d a s d a s d e m a i s células 

d o s a n g u e periférico p e l o método d e B O Y U M ( 4 8 ) c o n f o r m e d e s c r i t o a s e g u i r : 

O s a n g u e f o i c e n t r i f u g a d o a 22°C p o r 1 0 m i n a 5 0 0 x g e o s o b r e n a d a n t e 

( p l a s m a ) f o i d e s p r e z a d o . A o p r e c i p i t a d o f o i a c r e s c e n t a d a u m a solução fisiológica 

( N a C I 0 , 9 % ) , c o r r e s p o n d e n t e a o d o b r o d o v o l u m e d a s hemácias i s o l a d a s . A 

m i s t u r a f o i h o m o g e n e i z a d a g e n t i l m e n t e e p i p e t a d a v a g a r o s a m e n t e e m t u b o s d e 

p o l i e s t i r e n o , c o n t e n d o 5 m l d e F i co l l 0 . 9 % / H i p a q u e 3 3 . 9 % , d e m a n e i r a a f o r m a r 

u m g r a d i e n t e . A s e g u i r , f o r a m c e n t r i f u g a d o s a 5 0 0 x g d u r a n t e 10 m i n a 4°C, 

s e n d o o s o b r e n a d a n t e a s p i r a d o e d e s p r e z a d o . O s e r i t r o c i t o s p e r m a n e c e r a m n o 

f u n d o d o t u b o , f o r m a n d o o p r e c i p i t a d o , l i v re d a s d e m a i s células. 
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3.3.1.2 Separação das Membranas 

A r u p t u r a d a s hemácias f o i r e a l i z a d a c o n f o r m e o método d e S T E C K e c o l . 

( 4 9 ) . 

A o s e r i t r oc i t os i s o l a d o s f o r a m a d i c i o n a d o s 4 0 0 m l d o tampão 5 m M T r i s -

f o s f a t o , p H 8 , 0 e e s t e s f o r a m c e n t r i f u g a d o s a 2 0 . 0 0 0 x g , d u r a n t e 1 5 m i n . O 

s o b r e n a d a n t e fo i c u i d a d o s a m e n t e a s p i r a d o e d e s p r e z a d o e a o p r e c i p i t a d o , f o r a m 

a d i c i o n a d o s 3 0 0 m l deTampão 0 , 5 m M T r i s - f o s f a t o , p H 8 ,0 e e s t e f o i n o v a m e n t e 

c e n t r i f u g a d o a 2 0 . 0 0 0 x g , p o r 1 5 m i n . E s t a operação fo i r e p e t i d a p o r 5 v e z e s e a 

c a d a l a v a g e m c o m o tampão o b s e r v o u - s e q u e o s o b r e n a d a n t e e o p r e c i p i t a d o 

f o r a m s e t o m a n d o m a i s c l a r o s , até o a p a r e c i m e n t o d e u m p r e c i p i t a d o b r a n c o 

l e i t o s o q u e c a r a c t e r i z a a s m e m b r a n a s . A s m e m b r a n a s f o r a m então l a v a d a s c o m 

2 0 0 m l d e solução 5 0 m M H e p e s p H 7 ,6 e c e n t r i f u g a d a s a 2 0 . 0 0 0 x g , p o r 1 5 m i n , 

s e n d o o s o b r e n a d a n t e d e s p r e z a d o . 

O p r e c i p i t a d o o b t i d o n e s t a e t a p a f o i c o n g e l a d o a -70°C e m 3 m l d e solução 

c o n t e n d o 5 0 m M H e p e s , e 50|aM P M S F p a r a análises p o s t e r i o r e s . 

T o d o o p r o c e d i m e n t o d e s c r i t o f o i r e a l i z a d o a 4°C, a s centrifugações f o r a m 

r e a l i z a d a s n a centrífuga r e f r i g e r a d a , S o r v a l l - D u P o n t e o r o t o r u t i l i z a d o fo i o 

S S 3 4 . 

3.3.2 Cultura d e Fibroblastos N I H 3T3 

A s células N I H 3 T 3 f o r a m c u l t i v a d a s n o m e i o d e D u l b b e c c o m o d i f i c a d o 

p o r " E a g l e " ( D M E M ) , s u p l e m e n t a d o c o m 1 0 % d e s o r o b o v i n o f e t a l ( S F B ) , 
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Utilizando gan^afas F a l c o n 162 c m ^ e m e s t u f a s d e 37°C, e m a t m o s f e r a úmida d e 

9 5 % O2 e 5 % CO2. Q u a n d o a s células c u l t i v a d a s a t i n g i r a m p o r v o l t a d e 7 0 a 8 0 % 

d e c o n f l u e n c i a , e l a s f o r a m e x p o s t a s a d i f e r e n t e s concentrações d e g l i c o s e , 16 

m M o u 2 5 m M p o r u m período d e 2 4 o u 4 8 h o r a s o u a o t r a t a m e n t o c o m c l o r i d r a t o 

d e m e t f o r m i n a ( l O i i g / m l ) d u r a n t e 1 , 6 e 12 h o r a s . 

Após o período d e incubação a s células f o r a m l a v a d a s c o m solução d e 

N a C I 0 , 9 % , n a s g a r r a f a s F a l c o n o n d e f o r a m c u l t i v a d a s . A s células f o r a m 

r e m o v i d a s p e l a adição d e 2 ,5 m i d e t r i p s i n a 0 , 2 % e V e r s e n e 0 , 0 2 % e a s gan -a fas 

f o r a m m a n t i d a s s o b homogeneização s u a v e , até q u e t o d a s a s células e s t i v e s s e m 

e m suspensão. A s e g u i r f o r a m a d i c i o n a d o s 1 5 m i d e m e i o D M E M e a suspensão 

d e células f o i t r a n s f e r i d a p a r a u m t u b o cónico e c e n t r i f u g a d o a 5 0 0 x g p o r 5 

m i n u t o s a 22°C . A s células f o r a m então l a v a d a s c o m u m a solução d e 5 0 m M 

H e p e s , 1 5 0 m M N a C I , p H 7 ,6 a 5 0 0 x g p o r 5 m i n u t o s a 22°C e r e s s u s p e n s a s 

e m 5 0 m M H e p e s e 0 , 2 5 M P M S F p H 7 ,6 e m u m v o l u m e f i na l d e 1,0 m i e 

c o n g e l a d a s a - 70°C. 

3.3.3 Solubilização e Purificação Parcial dos Receptores de 

Insulina 

3.3.3.1 Membranas de Eritrocitos 

A solubilização d a s m e m b r a n a s f o i r e a l i z a d a c o m o d e s c r i t o p o r 

G R I C O R E S C U e c o l . ( 4 6 ) . 

A s m e m b r a n a s f o r a m d e s c o n g e l a d a s e s o l u b i l i z a d a s c o m 1 0 m l d e 

tampão d e solubilização ( 1 5 0 m M N a C I , 5 0 m M H e p e s , p H 7 ,6 ; 1 m M P M S F e 2 % 

d e T r i t o n X - 1 0 0 ) , h o m o g e n e i z a d a s v i g o r o s a m e n t e e p e n n a n e c e r a m d u r a n t e 12 

h o r a s a 4°C. Após o período d e incubação a s a m o s t r a s f o r a m c e n t r i f u g a d a s a 

1 7 . 0 0 0 x g d u r a n t e 9 0 m i n a 4°C. O s o b r e n a d a n t e f o i então a s p i r a d o e p a s s a d o 
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n a c o l u n a d e a g a r o s e " R i c c i n u s C o m m i n i s " ( 2 . 0 m l ) até a saturação. Após a 

adsorção c o m p l e t a , a c o l u n a fo i l a v a d a c o m 8 0 m i d e Tampão m e a eluição f o i 

r e a l i z a d a c o m 3 ,0 ml d e Tampão n ( 1 5 0 m M N a C I , 5 0 m M H e p e s , p H 7 ,6 ; 0 ,1 % 

Tritón X - 1 0 0 e 0,1 M L a c t o s a ) . O p r o c e d i m e n t o d e solubilização e purificação 

p a r c i a l d o s r e c e p t o r e s d e i n s u l i n a , t a n t o d o s f i b r o b l a s t o s N I H 3 T 3 c o m o d o s 

e r i t r o c i t o s f o r a m r e a l i z a d o s a 4°C. 

3.3.3.2 Fibroblastos NIH 3T3 

A s células f o r a m d e s c o n g e l a d a s e s o l u b i l i z a d a s v o l u m e a v o l u m e c o m o 

tampão d e solubilização ( 1 5 0 m M N a C I , 5 0 m M H e p e s , p H 7 ,4 , 1 m M P M S F e 

2 % d e T r i t o n X - 1 0 0 , 0 . 1 m g / m i a p r o t i n i n a e 1 m M E D T A ), d u r a n t e 2 h o r a s a 

4°C. Após e s t e período, a s células f o r a m c e n t r i f u g a d a s a 1 7 . 0 0 0 x g d u r a n t e 1 

h o r a a 4°C. O s o b r e n a d a n t e c o n t e n d o o s r e c e p t o r e s s o l u b i l i z a d o s fo i a s p i r a d o e 

p a s s a d o n a c o l u n a d e l ec i t i na d e g e r m e d e t r i go ( 1 , 0 m i ) até a saturação. Após a 

adsorção c o m p l e t a , a c o l u n a f o i l a v a d a c o m 8 0 m l d e Tampão m ( 1 5 0 m M d e 

N a C I , 5 0 m M H e p e s , p H 7 ,6 , 0 , 1 % d e T r i t o n X - 1 0 0 ) . A eluição fo i r e a l i z a d a c o m 

1,0 ml d e Tampão n (0 ,3 M d e N-ace t i l - D - g l u c o s a m i n a , 1 5 0 m M N a C I , 5 0 m M 

H e p e s , p H 7 ,6 e 0,1 % T r i t o n X - 1 0 0 ) . 

3.3.4 Dosagem de Proteína 

A determinação p r o t e i c a d o s e l u a t o s d o s r e c e p t o r e s d o s e r i t r o c i t o s e d o s 

f i b r o b l a s t o s N I H 3 T 3 , s o l u b i l i z a d o s e p a r c i a l m e n t e p u r i f i c a d o s , f o i r e a l i z a d a p e l o 

Método d e B R A D F O R D ( 5 0 ) , q u e c o n s i s t e n a ligação d o " C o o m a s s i e B r i l h a n t e 

B l u e " à proteína. 

Soluções c o m d i f e r e n t e s concentrações d e albúmina ( B S A ) , d e 5 a 2 0 

m g / m l , f o r a m u t i l i z a d a s p a r a c r i a r u m a c u r v a padrão. A s d i f e r e n t e s concentrações 
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d e albúmina f o r a m s u b m e t i d a s â reação c o m a solução d e B r a d f o r d ( 0 , 0 1 % (w /v ) 

C o o m a s s i e B r i l h a n t e B l u e G - 2 5 0 ; 4 , 7 % (w /v ) ; e t a n o l e 8 , 5 % (w /v ) ácido 

fosfórico). 

A le i tu ra d a a b s o r b e n c i a f o i r e a l i z a d a n o c o m p r i m e n t o d e o n d a d e 5 9 5 n m 

e m espectrofotômetro ( U V visível) A i m , m o d e l o E 2 1 5 D, u s a n d o c o m o b r a n c o 1 

ml d o r e a g e n t e d e B r a d f o r d e 2 0 lal d e tampão d e eluição. 

3.3.5 Ensaio da Ligação da insulina ao Receptor 

O s e n s a i o s d a ligação d a i n s u l i n a a o r e c e p t o r i s o l a d o d e e r i t r oc i t os e d e 

f i b r o b l a s t o s N I H 3 T 3 f o r a m r e a l i z a d o s c o m o p r e v i a m e n t e d e s c r i t o p o r S A N T O S 

e c o l . ( 44 ) c o m a l g u m a s modificações. Cinqüenta m ic ro l i t r os d e r e c e p t o r d e 

i n s u l i n a p a r c i a l m e n t e p u r i f i c a d o , c o n t e n d o c e r c a d e 8 a 15 | i g d e proteína e m 

Tampão I I , f o r a m i n c u b a d o s d u r a n t e 1 6 h o r a s a 4°C c o m 2 0 | i l d e i n s u l i n a 

m a r c a d a [^^^] A^'' ( a p r o x i m a d a m e n t e 2 0 . 0 0 0 c p m ) , n a presença o u não d e 20\i\ 

i n s u l i n a f r ia n a concentração d e 4 0 | i g / m l . O v o l u m e f i na l fo i a j u s t a d o p a r a 2 0 0 

t^l, c o m tampão ligação ( 1 5 0 m M N a C I , 5 0 m M H e p e s , p H 7,6 e 1 % d e B S A ) . 

Após o período d e incubação f o r a m a c r e s c e n t a d o s 1 0 0 | i l d e y g l o b u l i n a 

b o v i n a 0 , 3 % e 300|j. l d e P E G 2 0 % , e m t o d o s o s t u b o s , e e s t e s f o r a m a g i t a d o s e 

c e n t r i f u g a d o s a 1 .500 x g , a 4°C, d u r a n t e 3 0 m i n u t o s , s e n d o o s o b r e n a d a n t e 

d e s p r e z a d o p o r aspiração. 

A o p r e c i p i t a d o f o r a m a d i c i o n a d o s 1 0 0 0 | i l d e P E G 1 0 % e c e n t r i f u g a d o a 

1.500 X g p o r 3 0 m i n u t o s e o s o b r e n a d a n t e fo i a s p i r a d o e d e s p r e z a d o . A 

r a d i o a t i v i d a d e d o p r e c i p i t a d o fo i d e t e r m i n a d a e m c o n t a d o r g a m a . A ligação 

específica d a i n s u l i n a a o r e c e p t o r fo i d e f i n i d a c o m o a ligação to ta l n a ausência d e 

i n s u l i n a f r i a m e n o s a ligação d i a n t e d a m a i o r concentração d e i n s u l i n a f r ia , a q u a l 
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é c o n s i d e r a d a c o m o ligação inespecífica ( N S B ) . O s e n s a i o s f o r a m e x e c u t a d o s e m 

d u p l i c a t a . 

3.3.6 Autofosforilação do Receptor de Insulina 

A autofosforilação d o r e c e p t o r d e i n s u l i n a fo i r e a l i z a d a c o m o d e s c r i t o 

p r e v i a m e n t e p o r K A S S U G A e c o l . ( 6 ) . 

F o r a m pré-incubados 40|al ( 5 ^ g a 10|ag d e proteína) d o r e c e p t o r d e 

i n s u l i n a extraído e p a r c i a l m e n t e p u r i f i c a d o d e f i b r o b l a s t o s N I H 3 T 3 o u de 

e r i t r oc i t os , n a presença o u não d e 1 0 t i l d e i n s u l i n a p o r c i n a n a concentração d e 

3 0 0 0 m M / m l e m tampão (50 m M H e p e s , p H 7 ,6 e 1 5 0 m M N a C I e 1 m g d e B S A ) , 

d u r a n t e 6 0 m i n u t o s a 22°C. Após o período d e incubação, a autofosforilação fo i 

i n i c i a d a p e l a adição d e 5 0 ^1 d e solução c o n t e n d o 2 0 m M MgCl2, 0 ,5 m M A T P e 

f^P] A T P 4 0 i^Ci / t u b o , 5 0 m M MnCl2, 5 0 m M d e H e p e s , p H 7 ,6 e i n c u b a d o s a 

0°C d u r a n t e 3 0 m i n u t o s . 

A reação d e fosforilação fo i i n t e r r o m p i d a p i p e t a n d o - s e 1 0 0 ^1 d e " S t o p p i n g 

S o l u t i o n " ( 0 . 1 2 5 M T r i s H C I , p H 6 ,8 , 2 0 m M A T P , 2 0 m M E D T A , 4 % D o d e c i l 

S u l f a t o d e Sódio ( S D S ) , 1 0 0 m M D T T e 1 6 % S u c r o s e ) , e m u m v o l u m e f i n a l d e 

2 0 0 E m s e g u i d a o s t u b o s f o r a m a q u e c i d o s a 100°C d u r a n t e 3 m i n u t o s e 

c o n g e l a d o s a -20°C. 

A s a m o s t r a s f o r a m d e s c o n g e l a d a s e 3 5 i i l d a s m e s m a s f o r a m p i p e t a d o s e 

c o r r i d o s e m g e l d e p o l i a c r i l a m i d a S D S 7 , 5 % , s e g u n d o L A E M M L I ( 5 1 ) . C o m o 

m a r c a d o r e s d e p e s o m o l e c u l a r , u t i l i z a m o s 5 ^1 p o r c a n a l e t a d o padrão de 

e l e t r o f o r e s e ( B i o R a d ) d e p e s o m o l e c u l a r q u e c o r r e s p o n d e d e 14 a 2 0 0 k D a . O s 

géis f o r a m c o r a d o s e m solução d e " C o o m a s s i e B l u e " ( 0 . 1 % C o o m a s s i e B l u e , 

2 0 % m e t a n o l e 2 , 5 % ácido perciórico) e l a v a d o s d e 3 a 5 v e z e s c o m u m a 

solução d e 1 0 % ácido acético e 5 0 % m e t a n o l , c o m o ob je t i vo d e s e re t i ra r o 
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e x c e s s o d e c o r a n t e . E m s e g u i d a , f o r a m d e s c o r a d o s c o m u m a solução c o n t e n d o 

1 0 % d e ácido acético e 1 0 % d e m e t a n o l até o g e l t o m a r - s e t r a n s p a r e n t e . 

P a r a ev i t a r r a c h a d u r a s n o g e l , o s m e s m o s f o r a m l a v a d o s c o m u m a solução 

c o n t e n d o 1 0 % d e ácido acético e 2 % d e D M S O , a l g u m a s h o r a s a n t e s d a 

s e c a g e m . Após a s e c a g e m f o r a m e x p o s t o s e m f i l m e K o d a k X - O m a t e A R a -70°C 

p o r 7 2 h o r a s , u t i l i z a n d o E C R A M c o m o i n t ens i f i cado r . 

O s f i l m e s f o r a m r e v e l a d o s e a n a l i s a d o s através d e d e n s i t o m e t r i a 

(densitómetro L K B - u l t r a s c a n X L - P h a r m a c i a ) . 

3 . 3 J A t i v i d a d e T i r o s i n a Q u i n a s e Utiüzando S u b s t r a t o 

Exógeno P o l y G l u ( 4 : 1 ) T y r 

N e s t e e n s a i o , a função d e t i r o s i n a q u i n a s e fo i m e d i d a u t i l i z a n d o - s e c o m o 

a c e p t o r P o l y G l u (4 :1 ) T y r c o n f o r m e d e s c r i t o p o r B R A U N e c o l . ( 5 2 ) . 

F o r a m pré i n c u b a d o s 4 0 | i l d e r e c e p t o r d e i nsu l i na p a r c i a l m e n t e p u r i f i c a d o 

( a p r o x i m a d a m e n t e d e 5 a 1 0 | i g proteína), n a presença o u nâo d e 10 i i l d e 

i n s u l i n a p o r c i n a n a concentração d e 3 0 0 0 m M / m l e m 5 0 m M H e p e s e 1 5 0 m M 

N a C I e 1 m g d e B S A p H 7,6 , p o r 6 0 m i n u t o s a 22°C. A fosforilação d o s u b s t r a t o 

exógeno fo i i n i c i a d a p e l a adição d e 5 0 | i l d a m i s t u r a , c o n t e n d o s u b s t r a t o ar t i f i c ia l 

(exógeno) , P o l y G l u (4 :1 ) T y r ( 1 0 m g / m l ) , 0 , 4 M M g C I 2 , 0 ,5 m M A T P , [^'P] A T P 

5 n C i / t u b o e 1 5 jal d e Tampão n i , o v o l u m e to ta l p o r t u b o f o i d e 1 0 0 A reação 

d e fosforilação fo i i n t e r r o m p i d a após 3 0 m i n u t o s a 22°C, p i p e t a n d o - s e 5 0 [L\ d a 

solução d e reação e m q u a d r a d o s d e 2 ,5 c m ^ d e p a p e l d e f i l t ro 3 m m , f o s f o c e l u l o s e 

( W h a t m a n n ) , e i m e r s o s e m solução d e ácido fosfórico 7 5 m M c o n f o r m e 

p r e v i a m e n t e d e s c r i t o p o r S Z T A L R Y D e co l ( 3 8 ) . 

O número d e moléculas d e f^P] i n c o r p o r a d o à molécula d e t i r o s i n a fo i 

d e t e r m i n a d o p e l a c o n t a g e m através d o líquido d e cintilação e m c o n t a d o r b e t a . A 

.aw . i5SA0 ^•¿c;cr>;/•L C E F r j t K í ü A N U C L I - : Ü R / S I P i K t » 
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a t i v i d a d e d e t i r o s i n a q u i n a s e f o i e x p r e s s a p e l o número d e p i c o m o l e s d e [ ^ P ] 

i n c o r p o r a d o s n o P o l y G l u , p o r m i n u t o , p o r m g d e proteína. 

3.3.8 Dosagem de Glicose, Insulina e Glicohemoglobina 

A s a m o s t r a s p a r a d o s a g e m d e i n s u l i n a e g l i c o s e f o r a m c o l h i d a s c o m 

h e p a r i n a e m a n t i d a s e m g e l o . 

Glicose: A s d o s a g e n s d e g l i c o s e f o r a m r e a l i z a d a s p e l o método d a g l i c o s e 

- o x i d a s e . O c o e f i c i e n t e d a variação i n t r a - e n s a i o p a r a a s a m o s t r a s - c o n t r o l e fo i 

m e n o r o u i g u a l a 3 % e o c o e f i c i e n t e i n t e r - e n s a i o m e n o r o u i gua l a 3 , 5 % . O s 

v a l o r e s f o r a m e x p r e s s o s e m m m o l / L . 

Insulina: A determinação d a i n s u l i n a f o i f e i t a p o r r a d i o i m u n o e n s a i o , 

u t i l i z a n d o - s e i n s u l i n a m a r c a d a c o m [^^^1], e a separação d o c o m p l e x o antígeno-

a n t i c o r p o f e i t a c o m p o l i e t i l e n o g l i c o l ( P E G 6 0 0 0 ) . A s a m o s t r a s f o r a m d o s a d a s e m 

d u p l i c a t a s , s e n d o a variação e n t r e a s m e s m a s m e n o r o u igua l a 3 , 1 % . O l im i te 

p a r a detecção d o método é d e 2 n U / m l . 

Glicoiiemoglobina: P a r a a d o s a g e m d a g l i c o h e m o g l o b i n a f o r a m 

c o l e t a d a s a m o s t r a s d e s a n g u e c o m E D T A ( 1 0 % ) . O método c o n s i s t e n a 

determinação d a h e m o g l o b i n a to ta l ( H b ) e a h e m o g l o b i n a A ( H b A ) após o s 

e r i t r o c i t o s t e r e m s i d o s l i s a d o s c o m u m a solução q u e p r o p o r c i o n a u m a b a i x a 

pressão osmótica. A H b é d e t e r m i n a d a c o l o r i m e t r i c a m e n t e e a H b A p e l o método 

d e i m u n o t u r b i d i m e t h a , através d o e q u i p a m e n t o C o b a s - I n t e g r a . A relação d a 

concentração d e a m b o s r e s u l t a a concentração d a H b A e m %. A s d o s a g e n s 

f o r a m r e a l i z a d a s e m d u p l i c a t a s . O l im i te p a r a a detecção d o método é d e 0 ,9 

| i m o l / L ( 1 , 5 m g / d L ) p a r a o t e s t e d e H b e d e 0 , 2 2 ^ m o l / L (0 ,4 m g / d L ) p a r a o t e s t e 

d a H b A . O v a l o r n o r m a l é d e 5 ,5 a 8 , 5 % 



19 

3.3.9 índice de Massa Corpórea (IMC) 

O índice d e m a s s a corpórea fo i c a l c u l a d o através d a s e g u i n t e fórmula: 

I M C = p e s o d o p a c i e n t e ( ka ) 

a l t u r a (m^) 

3.3.10 Análise Estatística 

A ligação d a i n s u l i n a a o s r e c e p t o r e s f o i a n a l i s a d a p e l o método d e 

S C A T C H A R D (53 ) c o n s i d e r a n d o - s e o número d e ligações máximas ( B m a x ) e a 

a f i n i d a d e d o honnônio p e l o r e c e p t o r ( K d ) . 

A análise d e variância p a r a m e d i d a s não p a r e a d a s fo i u t i l i z a d a p a r a a 

análise e comparação d o s r e s u l t a d o s e g r u p o s . F o r a m c o n s i d e r a d o s 

e s t a t i s t i c a m e n t e s i g n i f i c a n t e s a s diferenças c o m p i g u a l o u m e n o r q u e 0 , 0 5 . 
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4 RESULTADOS 

4.1 Estudo "In vivo" 

4.1.1 Características clínicas e metabólicas dos pacientes 

diabéticos tipo 2, tratados com sulfoníluréia. 

O s pac ien tes diabéticos t ipo 2 t ra tados c o m sulfoniluréia, g l ibenc lamida 15 

mg/d ia , d iv id ida e m três d o s e s às refeições, f o ram se lec ionados e d iv id idos e m 

dois g rupos , d e a c o r d o c o m o seu cont ro le giicêmico. Cons ide rou -se um g r u p o 

e m b o m cont ro le giicêmico, aque les q u e possuíam g l i cemias de je jum va r iando 

en t re 5,0 a 9,0 m M e o ou t ro g r u p o d e pac ien tes e m m a u cont ro le , c o m g l i cemias 

d e je jum ent re 9,1 a 15,0 m M Figura 1. F o r a m cons ide rados também c o m o 

padrão para cont ro le giicêmico os va lo res da g l i co - t iemog lob ina , sendo que o s 

pac ien tes c o m b o m cont ro le giicêmico ap resen ta ram o resu l tado da g l i co 

hemog lob ina en t re 5,5 a 8 , 5 % e o g rupo c o m m a u con t ro le ap resen tou va lo res 

ac ima d e 9 , 1 % F igura 2 . 

A s características clínicas e metabólicas d o s 2 g r u p o s de pac ien tes estão 

represen tadas nas T a b e l a s 1 e 2 respec t i vamente . 
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T a b e l a 1 - Características clínicas d o s p a c i e n t e s diabéticos t i po 2 , t r a t a d o s c o m 

sulfoniluréia. 

Grupos de 

Pacientes 

N IMC 

(Kg/m') 

Sexo 

( M / F ) 

I d a d e 

( a n o s ) 

I 

II 

P 

16 

2 7 . 0 ±0.37 

28.0±0.41 

4 /5 

6 /10 

N S 

52 .3 ±2.88 

5 2 . 5 ±2.29 

N S 

N - número de pacientes; IMC - índice de m a s ^ corpórea. 

T a b e l a 2 - Características meíabólicas d o s p a c i e n t e s diabéticos t ipo 2 t r a t a d o s 

c o m sulfoniluréia. 

G r u p o s d© 
Pacientes 

G l i c o s e 
( m m o l L ' ) ( p m o l L ' ) (%) 

I I 

P 

7.0 ± 0 . 4 4 

11 .0 ± 1.06 

0.01 

7 4 . 0 ± 9 .45 

7 9 . 0 ±8.26 

N S 

7.0 ±0.17 

11.4 ±0.73 

0 . 0 0 0 2 

Os valores são as médias e o erro padrão das médias de 9 e 16 diferentes ensaios; glicose 

e Insulina de jejum; HbA = glico-hemoglobina . 

jüMiSSAO iVACiCNíi. D E l M L H G I ã N ü C L E A R / S P Wtt 
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p = 0.01 • i Grupo I 

Grupo II 

Figura 1 - G l i c e m i a d e j e j u m d o s 2 g r u p o s d e p a c i e n t e s diabéticos t i p o 2 , 

t r a t a d o s c o m sulfoniluréia. 

15 -
I Grupo I 

I Grupo u 

Figura 2- G l i c o - h e m o g l o b i n a d o s 2 g r u p o s d e p a c i e n t e s diabéticos t i p o 2 , 

t r a t a d o s c o m sulfoniluréia. 
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4.1.2 Ligação da insulina aos receptores isolados de 

eritrocitos de pacientes diabéticos tipo 2, tratados com 

sulfoniluréia 

O s r e s u l t a d o s d a ligação d a Insu l i na a o s r e c e p t o r e s ( B m a x ) , i s o l a d o s d e 

e r i t r oc i t os d e p a c i e n t e s diabéticos t r a t a d o s c o m sulfoniluréia, estão d e s c r i t o s n a 

T a b e l a 3 . V e r i f i c o u - s e q u e h o u v e tendência a o número d e r e c e p t o r e s s e r m a i o r 

no g r u p o c o m m e n o r e s g l i c e m i a s ( G l ) , e m b o r a e s s a diferença não t e n h a s i d o 

e s t a t i s t i c a m e n t e s i g n i f i c a n t e ( p = 0 , 0 6 ) , F i g u r a 3 . A c o n s t a n t e d e dissociação ( K d ) 

fo i s e m e l h a n t e e m a m b o s o s g r u p o s , s u g e r i n d o q u e a a f i n i d a d e d o hormônio p e l o 

r e c e p t o r não fo i d i f e r e n t e e n t r e o s g r u p o s . 

Tabela 3 - Ligação d a i n s u l i n a a r e c e p t o r e s i s o l a d o s d e e r i t r o c i t o s d e 

p a c i e n t e s diabéticos t i p o 2 , t r a t a d o s c o m sulfoniluréia e e m d i f e r e n t e s c o n t r o l e s 

glicèmicos. 

GRUPOS DE Bmax Kd 
PACIENTES 

I 0 . 5 8 ±0.08 1.74 ±0.34 

I I 0 . 4 2 ±0 .04 1.29 ±0.17 

p 0 . 0 6 NS 

Os valores são as médias e o erro padrão das médias de 25 diferentes ensaios. Bmax= ligação 

máxima da insulina ao receptor (pmol/mg de proteína). Kd = constante de dissociação do 

hormônio ao receptor (nM). 
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0.75n p = 0.06 

I Grupo I 
I Grupo II 

0.00 

Figura 3 - Ligação d a i n s u l i n a a r e c e p t o r e s i s o l a d o s d e e r i t r o c i t o s d e 

p a c i e n t e s diabéticos t i po 2 t r a t a d o s c o m sulfoniluréia. 

4.1.3 Atividade tirosina quinase em substrato artificial Poly 

Glu (4:1) Tyr de receptores isolados de eritrocitos de 

pacientes diabéticos tipo 2, tratados com sulfoniluréia 

O s r e s u l t a d o s d a a t i v i d a d e t i r o s i n a q u i n a s e d e r e c e p t o r e s d e i n s u l i n a 

( A T Q R I ) e m s u b s t r a t o ar t i f i c ia l P o l y G I u (4 :1 ) T y r estão a p r e s e n t a d o s n a T a b e l a 4 . 

V e r i f i c o u - s e q u e a A T Q R I endógena ( V b a s a l ) , e m b o r a não t e n h a a p r e s e n t a d o 

diferença e s t a t i s t i c a m e n t e s i g n i f i c a n t e , fo i m a i o r n o s p a c i e n t e s c o m m e n o r e s 

g l i c e m i a s . D a m e s m a f o r m a , a A T Q R I e s t i m u l a d a pe la i nsu l i na ( V m a x ) fo i m a i o r 

n o g r u p o c o m g l i c e m i a s m e n o r e s , F i g u r a 4 . O V t o t a l , q u e é a s o m a d o V b a s a l e 

o V m a x , também fo i m a i o r n o s p a c i e n t e s c o m g l i c e m i a s m e n o r e s . Nâo h o u v e 

diferença n a c o n s t a n t e d e ativação d a e n z i m a ( K a ) e n t r e o s g r u p o s . 

E s t e s d a d o s m o s t r a m q u e o s p a c i e n t e s c o m concentrações plasmáticas d e 

g l i c o s e m e n o r e s a p r e s e n t a r a m m a i o r a t i v i d a d e t i r os i na q u i n a s e e s t i m u l a d a pe la 

i n s u l i n a . 



T a b e l a 4 - A t i v idade t i ros ina qu inase d e receptores de insul ina iso lados de 

er i t roc i tos de pac ien tes diabéticos t ipo 2, t ra tados conn sulfoniluréia, 

ap resen tando d i fe rentes cont ro les glicèmicos. 

G R U P O S DE P A C I E N T E S 

A t i v i d a d e 
t i r o s i n a q u i n a s e I I I P 

V b a s a l 15.3±1.7 11.6± 1,0 0.06 

V t o t a l 48 .1 ±5.9 33.0 ±2.6 0.01 

V m a x 33.0 ±4.7 21.0±2.2 0.01 

K a 
9> 

2.1 ±0.7 2.8 ±0.6 N S 

O s resu l tados c o r r e s p o n d e m às médias e erro padrão das médias de 9 e 16 d i fe rentes ensa ios . 

A A t i v i d a d e t i ros ina qu inase é expressa e m : pmo l f^P] em Po lyGIu (4 :1 )Ty r /m in /mg proteína. 

Vbasa l : a t i v idade t i ros ina qu inase sem o estímulo da insu l ina. V m a x : a t i v i dade t i ros ina qu inase 

es t imu lada pela insu l ina. V to ta l = a s o m a das a t i v idades basa l e a es t imu lada pe la insu l ina. Ka = 

concentração de Insul ina requer ida para a obtenção da m e t a d e da ativação máxima da a t i v i dade 

t i ros ina qu inase , (nM) . 
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• G r u p o I 

• G r u p o I I 

Figura 4 - A t i v i d a d e t i r o s i n a q u i n a s e e s t i m u l a d a p e l a i n s u l i n a ( V m a x ) d e 

r e c e p t o r e s d e i n s u l i n a , i s o l a d o s d e e r i t r o c i t o s d e p a c i e n t e s diabéticos t i p o 2 

t r a t a d o s , a p r e s e n t a n d o d i f e r e n t e s c o n t r o l e s glicêmicos. 

4.2 Estudo "In vitm' 

4.2.1 Ligação da insulina aos receptores isolados de células 

NIH 3T3 

O s r e c e p t o r e s i n c u b a d o s c o m i n s u l i n a , c o n f o r m e p r e v i a m e n t e d e s c r i t o e m 

métodos, a p r e s e n t a r a m ligação máxima i g u a l a 0 . 6 4 ± 0 .02 p m o l / m g d e proteína. 

E s t e s v a l o r e s estão d e a c o r d o c o m o s r e p o r t a d o s e m e s t u d o s a n t e r i o r e s ( 3 2 , 3 4 ) , 

s u g e r i n d o também s e r e m a s células N I H 3 T 3 u m m o d e l o a d e q u a d o e sensível 

p a r a o e s t u d o d o r e c e p t o r d e i n s u l i n a . 
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4.2.2 Atividade tirosina quinase em substrato PolyGIu (4:1) Tyr 

de receptores de insulina, isolados de células NIH 3T3 

Incubadas em meio com 16 mM e 25mM de glicose 

C o m o ob je t i vo d e v e r i f i c a r m o s o e f e i t o d e d i f e r e n t e s concentrações d e 

g l i c o s e e m função d o t e m p o d e incubação, na a t i v i d a d e d e fosforilação d o 

r e c e p t o r d e i n s u l i n a , células N I H 3 T 3 f o r a m i n c u b a d a s d u r a n t e d o i s d i f e r e n t e s 

períodos d e t e m p o , 2 4 e 4 8 h o r a s , c o m concentrações d e g l i c o s e d e 1 6 m M 

( G 1 6 m M ) e 2 5 m M ( G 2 5 m M ) , c o n f o r m e d e s c r i t o e m Métodos i t e m 3 .3 .2 . 

A n a l i s a m o s a s a t i v i d a d e s d e fosforilação endógena e a e s t i m u l a d a p e l a i n s u l i n a 

d o s r e c e p t o r e s d e i n s u l i n a s o l u b i l i z a d o s e p a r c i a l m e n t e p u r i f i c a d o s d a s células 

N I H 3 T 3 . 

Atividade tirosina quinase endógena (Vbasal): O s r e s u l t a d o s d a 

a t i v i d a d e t i r o s i n a q u i n a s e endógena não f o r a m d i f e r e n t e s e n t r e o s g r u p o s 

G 1 6 m M e G 2 5 m M ( p = 0 . 8 0 ) o u e n t r e c a d a u m d e s t e s g r u p o s e o g r u p o c o n t r o l e , 

t a n t o após 2 4 c o m o 4 8 h o r a s d e incubação ( p = 0 . 8 2 ) . T a b e l a 5 e F i g u r a 5; 

s u g e n n d o q u e a a t i v i d a d e d e fosforilação endógena d o r e c e p t o r d e i n s u l i n a d e 

células N I H 3 T 3 não fo i sensível às d u a s d i f e r e n t e s concentrações d e g l i c o s e d o 

m e i o , n o s períodos d e incubação d e 2 4 e d e 4 8 h o r a s . 
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Tabela 5 - E fe i t o d e d i f e r e n t e s concentrações d e g l i c o s e d u r a n t e 2 4 e 4 8 

h o r a s d e incubação, n a fosforilação endógena ( V b a s a l ) d o r e c e p t o r d e i n s u l i n a . 

Controle G16mM/24h 616mM/48h G25mM/24h G25mM/48h 

V basal 253±73 261+67 185±33 222±53 191±44 

Os resultados são as médias e o erro padrão das médias de 10 diferentes ensaios . A Atividade 

tirosina quinase é expressa em : pmol [̂ ^P] em PolyGIu (4:1)Tyr /min/mg proteína. G16mM/24h e 

G16mM/48h: células incubadas com 16mM de glicose por 24 e 48 horas respectivamente. 

G25mM/24h e G25mM/48h: células incubadas com 25mM de glicose durante 24 e 48 horas. 

4 0 0 n 

O) 

I 300-

J ^ p - § 200-

100-

S. 

EO Controle 

cm Qicose 16mM'24 horas 

• • Gicose 16miy/y48 horas 

1=1 Qicose 25m 1̂ /̂ 24 horas 

Glicose 25 mí\A'48 horas 

Figura 5 - E fe i t o d e d i f e r e n t e s concentrações d e g l i c o s e d u r a n t e 2 4 e 4 8 h o r a s 

d e incubação n a fosforilição endógena (VO) d o r e c e p t o r d e i nsu l i na . G l i c o s e 

1 6 m M / 2 4 h e G l i c o s e 1 6 m M / 4 8 h ; células i n c u b a d a s c o m 1 6 m M d e g l i c o s e p o r 2 4 

e 4 8 h o r a s r e s p e c t i v a m e n t e . G l i c o s e 2 5 m M / 2 4 h e G l i c o s e 2 5 m M / 4 8 h : células 

i n c u b a d a s c o m 2 5 m M d e g l i c o s e p o r 2 4 e 4 8 h o r a s . 
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Atividade tirosina quinase total (Vtotal): O V t o t a l c o r r e s p o n d e s o m a d a 

a t i v i d a d e b a s a l ( V b a s a l ) e a e s t i m u l a d a p e l a i nsu l i na ( V m a x ) . N o s g r u p o s 

G 1 6 m M e G 2 5 m M após 24 h o r a s d e incubação, não fo i e s t a t i s t i c a m e n t e d i f e r e n t e 

d a d o g r u p o c o n t r o l e (C) , r e s p e c t i v a m e n t e (626±53 vs 487±62 v s 616±101 

p = 0 . 0 9 ) . Porém, o V t o t a l d o s g r u p o s G 1 6 m M e G 2 5 m M , após 4 8 h o r a s d e 

incubação, fo i m e n o r d o q u e o d o g r u p o c o n t r o l e , r e s p e c t i v a m e n t e (439±43 v s 

415±70 v s 616±101 p = 0 . 0 4 ) . R e s u l t a d o s a p r e s e n t a d o s na T a b e l a 6 . 

Tabela 6 - E fe i to de d i f e r e n t e s concentrações d e g l i c o s e d u r a n t e 2 4 e 4 8 

h o r a s d e incubação n a fosforilação d o s r e c e p t o r e s d e i n s u l i n a i s o l a d o s d a s 

células N I H 3 T 3 . 

Atividade Tirosina Quinase 

Vmax Vtotal 

Controle 3 6 4 ± 4 1 6 1 6 ±101 

G 16mM/24h 3 6 5 ± 3 0 6 2 6 ± 5 3 

G 25mM/24h 2 6 5 ± 3 4 4 8 7 ± 6 2 

G 16mM/48h 2 5 4 ± 3 8 " 4 3 9 ± 4 3 ' 

G 25mM/48h 2 2 4 ± 3 1 ' 4 1 5 ± 7 0 " 

P 0 . 0 1 4 N S 

Os resultados sâo as médias e o erro padrão de 10 diferentes ensaios. A Atividade tirosina 

quinase é expressa em: pmol [̂ ^P] em PolyGIu (4:1)Tyr /min/mg proteína. Vmax: Atividade 

tirosina quinase estimulada pela insulina. Vtotal = é a soma da atividade basal e a estimulada 

pela insulina. G16mM: células incubadas com 16mM de glicose. G25mM: células incubadas com 

25mM de glicose. (^•'"=^-p=0.01) (*'=p=0.049). 
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Atividade tirosina quinase estimulada pela insulina (Vmax): A 

a t i v i d a d e t i r o s i n a q u i n a s e d o g r u p o G 1 6 m M , após 2 4 t i o ras d e incubação, não fo i 

d i f e r e n t e d a d o g r u p o c o n t r o l e ( C ) , r e s p e c t i v a m e n t e ( 3 6 5 ± 3 0 v s 3 6 4 ± 4 1 , 

p = 0 . 8 3 ) . Porém, o V m a x d o g r u p o G 2 5 m M , após 2 4 h o r a s d e incubação, foi 

m e n o r d o q u e o d o g r u p o c o n t r o l e ( C ) , r e s p e c t i v a m e n t e ( 2 6 5 ± 3 4 v s 3 6 4 ± 4 1 , p 

= 0 . 0 1 ) . P o r o u t r o l a d o o V m a x , após 2 4 h o r a s d e incubação, fo i m e n o r , n a s 

células i n c u b a d a s c o m concentrações d e g l i c o s e 2 5 m M , d o q u e n a s i n c u b a d a s 

c o m g l i c o s e 1 6 m M , r e s p e c t i v a m e n t e ( 2 6 5 ± 3 4 v s 3 6 5 ± 3 0 , p = 0 .01 ) . E s t e s 

d a d o s s u g e r e m q u e , após 2 4 h o r a s d e incubação, a inibição d a a t i v i d a d e 

t i r o s i n a q u i n a s e e s t i m u l a d a p e l a i n s u l i n a , d e r e c e p t o r e s d e i n s u l i n a d e células 

N I H 3 T 3 , fo i m a i o r n a s células i n c u b a d a s c o m concentrações d e g l i c o s e 2 5 m M , 

não a p r e s e n t a n d o diferença n a s células i n c u b a d a s c o m g l i c o s e 16mlVI, T a b e l a 6 

e F i g u r a 6 a . 

C o n s i d e r a n d o - s e o período d e incubação d e 4 8 h o r a s , o b s e r v o u - s e q u e o 

V m a x d a s células N I H 3 T 3 i n c u b a d a s c o m g l i c o s e 1 6 m M fo i m e n o r d o q u e n a s 

células c o n t r o l e , r e s p e c t i v a m e n t e ( 2 5 4 ± 3 8 v s 3 6 4 ± 4 1 , p = 0 . 0 1 ) ; d a m e s m a 

f o r m a , c o m 2 5 m M d e g l i c o s e , o V m a x fo i m e n o r d o q u e e m células c o n t r o l e ( 2 2 4 

± 31 vs 3 6 4 ± 4 1 , p = 0 .01 ) T a b e l a 6 e F i g u r a 6 b . E n t r e t a n t o , após 4 8 h o r a s d e 

incubação, não h o u v e diferença e n t r e o V m a x d a s células G 1 6 m M c o m p a r a d a s 

às células G 2 5 m M , r e s p e c t i v a m e n t e ( 2 5 4 ± 3 8 v s 2 2 4 ± 3 1 , N S ) . 

E s t e s d a d o s m o s t r a m q u e , após 4 8 h o r a s d e incubação, a a t i v i d a d e 

t i r o s i n a q u i n a s e e s t i m u l a d a p e l a i n s u l i n a d o r e c e p t o r d e i n s u l i n a , i s o l a d o d e 

células N I H 3 T 3 , fo i m e n o r d o q u e o g r u p o c o n t r o l e , t an to e m células i n c u b a d a s 

c o m g l i c o s e 1 6 m M c o m o c o m g l i c o s e 2 5 m M e não h o u v e diferença e n t r e e s t e s 

d o i s g r u p o s . O s r e s u l t a d o s d e s t e e s t u d o s u g e r e m q u e a concentração d e g l i c o s e 

é a variável q u e p r i m e i r o d e t e r m i n a a redução d a a t i v i d a d e t i r o s i n a q u i n a s e 

e s t i m u l a d a p e l a i n s u l i n a d o r e c e p t o r d e i n s u l i n a , i s o l a d o d e células N I H 3 T 3 , 

q u a n d o s e c o n s i d e r a m i n d e p e n d e n t e m e n t e d u a s variáveis: s e n d o u m a , a 

concentração d e g l i c o s e d o m e i o e o t e m p o d e incubação d a s células n e s t e 

m e i o . 
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p = 0.01 

I Controle 

• • G l i c o s e 16mM 

1=1 Glicose 25mM 

Tempo (24 horas) 

Figura 6^ - E fe i to d e d i f e r e n t e s concentrações d e g l i c o s e d u r a n t e 2 4 h o r a s d e 

incubação n a a t i v i d a d e t i r os ina q u i n a s e e s t i m u l a d a pe la i n s u l i n a ( V m a x ) d e 

r e c e p t o r e s d e i nsu l i na , i s o l a d o s d e f i b r o b l a s t o s N I H 3 T 3 . 
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Figura 6b - E fe i t o d e d i f e r e n t e s concentrações d e g l i c o s e d u r a n t e 4 8 h o r a s d e 

incubação n a a t i v i d a d e t i r o s i n a q u i n a s e e s t i m u l a d a p e l a i n s u l i n a ( V m a x ) d e 

r e c e p t o r e s d e i n s u l i n a , i s o l a d o s d e f i b r o b l a s t o s N I H 3 T 3 . 
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4.1 Autofosforilação do receptor de insulina, solubilizado e 

parcialmente purificado de fibroblastos NIH 3T3, sobre o 

efeito de diferentes concentrações de glicose durante 24 e 48 

horas 

Os resu l tados da autofosforilaçâo do receptor d e insul ina, incubados c o m 

di ferentes concentrações de g l icose durante 2 4 e 4 8 horas, estão demons t rados 

na F igura 7 e Tabe la 7. 

24 4 8 

16mM 

+ Insulina 

24 

25mM 

9 7 K D 

48 Tempo 
(horas) 

Glicose 

Figura 7 - Autofosforilaçâo do receptor d e insul ina, so lub i l izado e 

parc ia lmente pur i f i cado de f ibrob lastos N IH 3T3 , sob o efe i to d e d i ferentes 

concentrações de g l icose durante 24 e 4 8 horas. 
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Através d o a u t o - r a d i o g r a m a , F i g u r a 7, v e r i f i c a m o s q u e a i n t e n s i d a d e d a s 

b a n d a s diminuíram e m relação às concentrações d e g l i c o s e . Is to é, q u a n d o a s 

células f o r a m i n c u b a d a s c o m 1 6 m M d e g l i c o s e , d u r a n t e 2 4 h o r a s , nâo fo i 

v e r i f i c a d a diferença e n t r e a i n t e n s i d a d e d a s b a n d a s ; porém, c o m 4 8 h o r a s 

p o d e m o s n o t a r u m a diminuição n a i n t e n s i d a d e d a s b a n d a s e m q u e o r e c e p t o r 

r e c e b e u o u nâo estímulo p e l a i n s u l i n a . 

P o r o u t r o l a d o , n a s incubações c o m 2 5 m M d e g l i c o s e , já n a s p r i m e i r a s 2 4 

h o r a s , p o d e m o s n o t a r a diminuição d a i n t e n s i d a d e d a s b a n d a s e m q u e o 

r e c e p t o r r e c e b e u o u nâo estímulo p e l a i n s u l i n a e , após 4 8 h o r a s , e s t a diminuição 

s e m a n t e v e . 

E s t e s d a d o s p o d e m s e r v e r i f i c a d o s também n a T a b e l a 7, o n d e o s v a l o r e s 

sâo a p r e s e n t a d o s e m u n i d a d e s arbitrárias ( A U ) e m p o r c e n t a g e m . 
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Tabela 7 - Autofosforilação d o r e c e p t o r d e i n s u l i n a d e células N I H 3 T 3 , 

s u b m e t i d a s a o e fe i t o d e soluções d e g l i c o s e 1 6 m M e 2 5 m M . 

Insulina 

Grupos de células - + 

C o n t r o l e 9 3 1 0 0 

G 1 6 m M / 2 4 h 6 7 9 4 

G 1 6 m M / 4 8 h 5 2 6 1 

G 2 5 m M / 2 4 h 4 2 4 7 

G 2 5 m M / 4 8 h 4 1 5 1 

Os valores sâo reportados em unidades arbitrárias (UA) em (%). (-) Leitura da autofosforilaçâo 

endógena. (+) Leitura da autofosforilaçâo estimulada pela insulina. As leituras foram realizadas 

em densitometria, considerando a densidade ótica do grupo controle estimulado com insulina, 

como 100%. 



36 

4.2.4 Efeito do cloridrato de metformina sobre a atividade 

tirosina quinase do receptor de insulina. 

O s r e s u l t a d o s d a incubação d a s células N I H 3 T 3 c o m c l o r i d r a t o d e m e t f o r m i n a 

, e m d i f e r e n t e s t e m p o s , estão r e p r e s e n t a d o s n a T a b e l a 8 e F i g u r a 8 . 

Atividade tirosina quinase basal (Vbasal): Não h o u v e diferença 

e s t a t i s t i c a m e n t e s i g n i f i c a n t e no v a l o r d o V b a s a l d o r e c e p t o r d e i n s u l i n a d a s 

células s u b m e t i d a s a d i f e r e n t e s t e m p o s d e exposição a o c l o r i d r a t o d e 

m e t f o r m i n a . T a b e l a 8 . 

Atividade tirosina quinase estimulada pela insulina (Vmax): Após u m a 

h o r a d e incubação c o m lO j^g /m l d o c l o r i d r a t o d e m e t f o r m i n a , não fo i o b s e r v a d o 

a u m e n t o d o V m a x e m relação às células c o n t r o l e . E n t r e t a n t o , após 6 e 12 h o r a s 

d e incubação, h o u v e a u m e n t o d o V m a x e m relação às células c o n t r o l e (314±66 

v s 1 6 3 ± 4 2 p = 0 . 0 3 ) e ( 3 1 3 + 6 8 v s 163±42 p = 0 . 0 4 ) r e s p e c t i v a m e n t e . F i g u r a 8 . 

P o r o u t r o l a d o , não h o u v e diferença e n t r e o s r e s u l t a d o s d e 6 e 12 h o r a s d e 

incubação. 

Atividade tirosina quinase total (Vtotal): O b s e r v o u - s e q u e o V t o t a l fo i 

m a i o r d o q u e o d o g r u p o c o n t r o l e n a s células i n c u b a d a s d u r a n t e 6 e 12 h o r a s , 

( 5 2 6 + 7 4 v s 326±40, p = 0 . 0 1 ) e (499±60 v s 326±40,p=0.01), r e s p e c t i v a m e n t e . 

T a b e l a 8 . 
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Tabela 8 - A t i v i d a d e t i r o s i n a quínase d e r e c e p t o r e s d e i nsu l i na i s o l a d o s d e células 

N I H 3 T 3 s u b m e t i d a s a o e fe i t o d o clorídrato d e m e t f o n n i n a , d u r a n t e períodos 

d i f e r e n t e s d e t e m p o . 

Atividade Tirosina Quinase 

Grupos de 

Células 

V basal V max Vtotal 

C o n t r o l e 177±21 

M e t f o r m i n a 1 iv a 112 ± 18 

M e t f o n n i n a 6 h o r a s 2 1 1 ± 19 

M e t f o r m i n a 12 h o r a s 186 ± 10 

163±42*' ' 

1 4 3 ± 4 4 

3 1 4 ± 6 6 " 

3 1 3 ± 6 8 " 

326±40*=''' 

2 5 4 ± 4 5 

5 2 6 ± 7 4 ' 

4 9 9 ± 60*^ 

Os resultados são as médias e o erro padrão de 10 diferentes ensaios. A Atividade tirosina 

quinase é expressa em : pmol f^P] em PolyGIu (4:1)Tyr /min/mg proteína. Vo: Atividade tirosina 

quinase sem o estímulo da insulina. Vm Atividade tirosina quinase estimulada pela insulina. 

Vtotal = é a soma das atividades bas estimulada pela insulina. ^=p=0.03 , "= p=0.04 e 

='=p=0.01. 
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p = 0.04 
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• i M e t f o r m i n a 1 ho ra 

M e t f o r m i n a 6 h o r a s 

! M e t f o r m i n a 12 h o r a s 

Figura 8 - A t i v i d a d e t i r os i na q u i n a s e d e r e c e p t o r e s d e i n s u l i n a i s o l a d o s d e 

células N I H 3 T 3 , s u b m e t i d a s a o e fe i t o d o c l o r i d ra to d e m e t f o r m i n a , d u r a n t e 

períodos d i f e r e n t e s d e t e m p o . 

E s t e s r e s u l t a d o s m o s t r a m q u e o t e m p o d e exposição d a s células a o 

c l o r i d r a t o d e m e t f o r m i n a fo i i m p o r t a n t e n a determinação d o e f e i t o d a substância 

s o b r e a função d o r e c e p t o r . 

4.2.5 Autofosforilação de receptores de insulina incubados 

com metformina. 

O s r e s u l t a d o s d a autofosforilaçâo estão r e p r e s e n t a d o s na F i g u r a 9 e 

T a b e l a 9 , o n d e p o d e m o s ve r i f i ca r u m a u m e n t o d a autofosforilaçâo d o r e c e p t o r 

d e i nsu l i na e s t i m u l a d a pe la i n s u l i n a , q u a n d o c o m p a r a d a às células c o n t r o l e . 

E s t e a u m e n t o t o r n o u - s e m a i s e v i d e n t e q u a n d o as células f o r a m e x p o s t a s à 

M e t f o r m i n a p o r u m período m a i s p r o l o n g a d o c o m o e m 6 e 12 h o r a s e c o n f i r m a m 

a q u e l e s d e m o n s t r a d o s n a fosforilação d o s u b s t r a t o exógeno [ P o l y G l u ( 4 : 1 ) ] T y r . 
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Figura 9 - Autofosforilaçâo d o receptor d e insul ina iso lado d e células NIH 3T3 , 

p rev iamente expos tas durante 1,6,12 horas a l O ^ g / m l de c lor idrato de met formina 

c o m f ^P] A T P , na presença o u não d e insul ina. 
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T a b e l a 9 - Autofosforilação d o 

s u b m e t i d a s a o e f e i t o d a M e t f o r m i n a 

r e c e p t o r d e i n s u l i n a d e células N I H 3 T 3 , 

Insulina 

Grupos de células -

C o n t r o l e S I 100 

M e t f o r m i n a 1 ho ra 6 7 9 2 

M e t f o r m i n a 6 h o r a s 7 3 150 

M e t f o r m i n a 12 h o r a s 8 3 160 

O s v a l o r e s são r e p o r t a d o s e m u n i d a d e s arbitrárias ( U A ) ( % ) . (-) L e i t u r a d a autofosforilação 

endógena. (+ ) L e i t u r a d a autofosforilaçâo e s t i m u l a d a p e l a i n s u l i n a . A s l e i t u r a s f o r a m r e a l i z a d a s 

e m d e n s i t o m e t r i a , c o n s i d e r a n d o a d e n s i d a d e ótica d o g r u p o c o n t r o l e e s t i m u l a d o c o m i n s u l i n a , 

c o m o 1 0 0 % . 

: 0 M 1 S S Â C N A C I O N M . DE nJÉHGiA M U C l E A P / 5 ? 
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5 DISCUSSÃO 

O d i a b e t e s m e l l i t u s é u m a doença d e g r a n d e importância, p o r a c o m e t e r 

a p r o x i m a d a m e n t e 1 0 % d a população m u n d i a l . C a r a c t e r i z a - s e p e l a falência d o 

e fe i t o insulínico n a célula, c o m e s t a d o d e h i p e r g i i c e m i a e alteração n o s 

m e t a b o l i s m o s d e c a r b o i d r a t o s , lipídios e proteínas, d e s e n c a d e a n d o complicações 

i m p o r t a n t e s c o m o : r e t i n o p a t i a , n e f r o p a t i a , neuropatía e doenças c a r d i o v a s c u l a r e s 

( 5 4 , 5 5 ) . O s p a c i e n t e s diabéticos p o d e m se r c l i n i c a m e n t e c l a s s i f i c a d o s c o m o 

i n s u l i n o - d e p e n d e n t e s {DM\D o u diabéticos t i po 1) o u nâo-insulino d e p e n d e n t e s 

( D M N I D o u diabéticos t i po 2 ) , o s q u a i s r e p r e s e n t a m 9 0 % d a população d e 

diabéticos. 

T a n t o p a r a o D M I D c o m o p a r a o D M N I D e x i s t e m c o m p o n e n t e s genéticos e 

a m b i e n t a i s q u e p o d e m l eva r ao d e s e n v o l v i m e n t o d a doença. 

N o D M I D há vários indícios d e q u e a s influências a m b i e n t a i s , b e m c o m o a s 

genéticas, p o s s u e m u m p a p e l i m p o r t a n t e n a doença. E n t r e t a n t o , o s f a t o r e s 

genéticos n o D M I D sâo b e m c a r a c t e r i z a d o s e r e l a c i o n a m - s e c o m o s g e n e s q u e 

c o n t r o l a m a r e s p o s t a i m u n e . Há considerável evidência d e q u e o D M I D se ja u m a 

doença a u t o - i m u n e d a s células p d o pâncreas. O s a n t i c o r p o s p a r a c o m p o n e n t e s 

d a s células d a s i l h o t a s sâo d e t e c t a d o s e m até 8 0 % d o s p a c i e n t e s c o m D M I D 

, l o g o após o e s t a b e l e c i m e n t o o u a n t e s d o início d a doença. 

O D M N I D é a m a i o r i a e n t r e o s p a c i e n t e s diabéticos. N u m e r o s o s f a t o r e s 

c o l o c a m p e s s o a s d e a l t o r i s co d e d e s e n v o l v e r o D M N I D , c o m o história f a m i l i a r e 

a s p e s s o a c o m p e s o s u p e r i o r a 2 0 % d o i d e a l , p o r i sso é c o n s i d e r a d a c o m o s e n d o 

u m a doença mu l t i f a t o r i a l , o n d e q u a l q u e r combinação d e f a t o r e s a m b i e n t a i s e 

genéticos q u e e x c e d a m u m l im ia r p o d e resu l t a r n a doença. 
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A i n s u l i n a é u t i l i zada p a r a o t r a t a m e n t o d e p a c i e n t e s c o m D M I D ; n o 

t r a t a m e n t o d o s D M N I D são u t i l i z a d o s o s h i p o g l i c e m i a n t e s o r a i s c o m o a s 

sulfoniluréias, o s a n t i - h i p e r g i i c e m i a n t e s o r a i s c o m o as b i g u a n i d a s e o s 

s e n s i b i l i z a d o r e s d a ação d a i n s u l i n a , a s g l i t a z o n a s ( 5 6 ) . 

O r e c e p t o r d e i n s u l i n a é u rna p a s s a g e m i m p o r t a n t e n o m e c a n i s m o d e ação 

c e l u l a r e m o l e c u l a r d a i nsu l i na , s e n d o o e s t u d o d e s u a função e t a p a v i ta l no 

c o n h e c i m e n t o d a f i s i o p a t o l o g i a d o d i a b e t e s t i po 2 , d a s síndromes c o m r e s i s t e n c i a 

insulínica e n o c o n h e c i m e n t o d o s m e c a n i s m o s d e ação d e substâncias u t i l i z a d a s 

no t r a t a m e n t o d e s s a s patologías. 

N o p r e s e n t e t r a b a l h o , a v a l i a m o s o e f e i t o d e d i f e r e n t e s concentrações d e 

g l i c o s e na a t i v i d a d e t i r os i na q u i n a s e d o r e c e p t o r d e i n s u l i n a ( A T Q R I ) , s e n d o e s t e 

e s t u d o d i v i d i d o e m 2 e t a p a s : n a p r i m e i r a fo i r e a l i z a d o u m e s t u d o "in vivo", e m 

p a c i e n t e s diabéticos t i po 2 , t r a t a d o s c o m sulfoniluréia, q u e a p r e s e n t a v a m 

d i f e r e n t e s c o n t r o l e s glicèmicos e na s e g u n d a , u m e s t u d o "in vitro", e m c u l t u r a d e 

f i b r o b l a s t o s d e c a m u n d o n g o , células N I H 3 T 3 . Além d i s t o , v e r i f i c a m o s também 

"in vitro" o e fe i t o d o c l o r i d r a t o d e m e t f o r m i n a na a t i v i d a d e t i r o s i n a q u i n a s e d o 

r e c e p t o r d e i n s u l i n a . 

N o e s t u d o "in vivo", o s p a c i e n t e s f o r a m d i v i d i d o s e m d o i s g r u p o s , d e a c o r d o 

c o m o s e u c o n t r o l e giicêmico, c o n s i d e r a n d o - s e u m g r u p o e m b o m c o n t r o l e 

giicêmico ( G l ) , n o q u a l o s p a c i e n t e s a p r e s e n t a v a m g l i c e m i a s d e j e j u m v a r i a n d o 

e n t r e 5 ,0 a 9 , 0 m M , e o o u t r o g r u p o e m m a u c o n t r o l e ( G I I ) , c o m g l i c e m i a s d e j e j u m 

e n t r e 9,1 a 1 5 , 0 m M , c o m o d e m o n s t r a d o n a F i g u r a 1 . F o r a m c o n s i d e r a d o s 

também, c o m o padrão p a r a c o n t r o l e giicêmico , o s v a l o r e s d a g l i c o h e m o g l o b i n a , 

cu ja média fo i n o r m a l p a r a o g r u p o G l e a u m e n t a d a p a r a o g r u p o G i l , 

r e s p e c t i v a m e n t e ( 7 .0 % ± 0 .17 e 1 1 . 4 % ± 0 . 7 3 ), c o m o m o s t r a a F i g u r a 2 . T o d o s 

os p a c i e n t e s f o r a m s u b m e t i d o s a t r a t a m e n t o c o m sulfoniluréia. 
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A análise d o s r e s u l t a d o s m o s t r o u q u e , e m b o r a o número d e r e c e p t o r e s d e 

i n s u l i n a , i s o l a d o s d o s e r i t r oc i t os nâo t e n h a s i d o d i f e r e n t e e n t r e o s 2 g r u p o s d e 

p a c i e n t e s , h o u v e tendência a s e r m a i o r n o g r u p o c o m g l i c e m i a s m e n o r e s ( G l ) , 

e m b o r a a diferença nâo t e n h a s i d o e s t a t i s t i c a m e n t e s i g n i f i c a n t e , p = 0 , 0 6 , 

c o n f o r m e d e m o s t r a d o n a F i g u r a 3 . A c o n s t a n t e d e dissociação d o hormônio a o 

r e c e p t o r (Kd ) fo i s e m e l h a n t e e n t r e o s g r u p o s , s u g e r i n d o q u e a a f i n i d a d e da 

i n s u l i n a a o r e c e p t o r nâo fo i d i f e r e n t e e n t r e o s m e s m o s . 

A a t i v i d a d e t i r o s i n a q u i n a s e e s t i m u l a d a p e l a i n s u l i n a , d e r e c e p t o r e s d e 

i n s u l i n a ( V m a x ) d o s p a c i e n t e s diabéticos t i p o 2 d o g r u p o c o m b o m c o n t r o l e 

giicêmico, fo i m a i o r d o q u e a d o g r u p o c o m m a u c o n t r o l e giicêmico, s e n d o es ta 

diferença e s t a t i s t i c a m e n t e s i g n i f i c a n t e p = 0 . 0 1 , F i g u r a 4 . 

E s t e s d a d o s s u g e r e m q u e a s concentrações d e g l i c o s e n o p l a s m a d o s 

p a c i e n t e s i n t e r f e r i r a m n a a t i v i d a d e d o r e c e p t o r d e i n s u l i n a , d e ta l f o r m a q u e 

q u a n t o m a i o r a concentração d e g l i c o s e , m e n o r a a t i v i d a d e t i r os i na q u i n a s e . Isto 

fo i d e m o n s t r a d o t a n t o na a t i v i d a d e i n d e p e n d e n t e a o estímulo insulínico, q u e é a 

a t i v i d a d e b a s a l ( V b a s a l ) , c o m o n a a t i v i d a d e e s t i m u l a d a p e l a i n s u l i n a ( V m a x ) . 

E s t e s d a d o s não são c o n c o r d a n t e s c o m G R U N B E R G E R e co l ( 62 ) q u e 

e s t u d a r a m A T Q R I d e e r i t r oc i t os d e p a c i e n t e s c o m d i a b e t e s t i po 2 t r a t a d o s c o m 

sulfoniluréia, nâo e n c o n t r a n d o diferença e n t r e p a c i e n t e s t r a t a d o s e não t r a t a d o s . 

A discordância e n t r e o s r e s u l t a d o s d e G R U N B E R G E R (62 ) e o s d o p r e s e n t e 

e s t u d o s e d e v e m a vários f a t o r e s : o s p a c i e n t e s d e G R U N B E R G E R f o r a m 

t r a t a d o s d u r a n t e a p e n a s u m mês c o m sulfoniluréia, e n q u a n t o q u e o s p a c i e n t e s d o 

p r e s e n t e e s t u d o e n c o n t r a v a m - s e há p e l o m e n o s 6 m e s e s e m t r a t a m e n t o ; os 

p a c i e n t e s d e G R U N B E R G E R não e r a m homogêneos e m relação a o c o n t r o l e 

giicêmico e nâo f o r a m a g r u p a d o s d e a c o r d o c o m o m e s m o , c o m o os p a c i e n t e s 

d o p r e s e n t e e s t u d o . N o t a - s e também no e s t u d o d e G R U N B E R G E R q u e os 

p a c i e n t e s nâo f o r a m s e l e c i o n a d o s d e a c o r d o c o m o índice d e m a s s a corpórea , 

d e s t a f o r m a c o m p o n d o u m g r u p o heterogêneo d e p a c i e n t e s c o m p e s o n o r m a l , 

p a c i e n t e s o b e s o s e c o m s o b r e p e s o . A consideração d o p e s o d o s p a c i e n t e s é 
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i m p o r t a n t e , t e n d o e m v i s ta o s r e s u l t a d o s d o s e s t u d o s d e O L E F S K Y ( 5 5 ) e m 

adipócitos e d e S A N T O S e c o l e m e r i t r o c i t o s (39 ) q u e d e m o n s t r a m q u e a 

superposição d e o b e s i d a d e a o d i a b e t e s i n te r f e re n a função d o r e c e p t o r d e 

i n s u l i n a . 

O s r e s u l t a d o s d e s t e e s t u d o estão d e a c o r d o , e n t r e t a n t o c o m o s d e 

M U L L E R e c o i s ( 4 5 ) q u e u t i l i z a r a m c o m o m o d e l o adipócitos d e ra tos , B E R T l e 

co i s ( 5 7 ) q u e u t i l i z a r a m f i b r o b l a s t o s d e ra tos t r a n s f e c t a d o s c o m r e c e p t o r d e 

i n s u l i n a h u m a n o e d e m o n s t r a r a m q u e a h i p e r g l i c e m i a r e d u z i u a a t i v i d a d e t i r os i na 

q u i n a s e d o r e c e p t o r d e i nsu l i na d e s t a s células. 

O s r e s u l t a d o s d o p r e s e n t e e s t u d o s u g e r e m o e fe i t o i n i b i do r q u e a g l i c o s e 

e x e r c e s o b r e a função d o r e c e p t o r d e i n s u l i n a , d e ta l f o r m a q u e variações n o s 

níveis glicêmicos p o d e m es ta r r e l a c i o n a d a s às variações na função d o r e c e p t o r , 

p o d e n d o c o n t r i b u i r p a r a u m e s t a d o d e resistência à i n s u l i n a . 

T e n d o e m v i s t a q u e no e s t u d o d o r e c e p t o r d e i nsu l i na "in vivo" há u m a série 

d e variáveis p r e s e n t e s , q u e p o d e m in te r fe r i r n a função d o r e c e p t o r d e i n s u l i n a , 

f i ca difícil i n t e r p r e t a r i s o l a d a m e n t e o e f e i t o d a g l i c o s e s o b r e a m e s m a . C o m o 

o b j e t i v o d e i n v e s t i g a r i s o l a d a m e n t e o e f e i t o d a g l i c o s e s o b r e a A T Q R I , 

d e s e n h a m o s e s t u d o s "in vitro" c o m células N I H 3 T 3 . E m c o n t r a p a r t i d a , c o m o 

o b j e t i v o d e também tes ta r o m o d e l o e s c o l h i d o d e f o r m a antagônica à d a g l i c o s e , 

d e s e n h o u - s e u m e s t u d o "in vitro", u t i l i z a n d o - s e u m a substância q u e s e n s i b i l i z a o 

e f e i t o d a i n s u l i n a , q u e é o c l o r i d r a t o d e m e t f o r m i n a . 

O e s t u d o d o e f e i t o d a g l i c o s e na a t i v i d a d e d e fosforilação d o r e c e p t o r d e 

i n s u l i n a fo i r e a l i z a d o s u b m e t e n d o - s e a s células N I H 3 T 3 a m e i o s d e c u l t u r a c o m 

d u a s concentrações d i f e r e n t e s d e g l i c o s e , 1 6 m M o l / L ( G 1 6 m M ) e 2 5 m M o l / L 

( G 2 5 m M ) d u r a n t e períodos d e 2 4 e 4 8 h o r a s . Fo i o b s e r v a d o q u e a a t i v i d a d e d e 

fosforilação endógena ( V b a s a l ) d o r e c e p t o r não fo i d i f e r e n t e d i a n t e d a s d u a s 

concentrações d e g l i c o s e , e m a m b o s o s períodos d e incubação,Tabela 5. 
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Por o u t r o l a d o , a A T Q R I e s t i m u l a d a p e l a i n s u l i n a ( V m a x ) , após 2 4 h o r a s 

d e incubação, fo i m e n o r n o g r u p o G 2 5 m M , m a s não n o g r u p o G 1 6 m M , q u e 

a p r e s e n t o u v a l o r e s s e m e l h a n t e s a o g r u p o c o n t r o l e c o m o d e m o n s t r a d o na F i g u r a 

6 a . 

Após 4 8 h o r a s d e incubação, t a n t o n o g r u p o G 1 6 m M q u a n t o n o G 2 5 m M , o 

V m a x fo i m e n o r d o q u e n o g r u p o c o n t r o l e , s u g e r i n d o q u e o e f e i t o inibitório na 

fosforilação d o r e c e p t o r foi d e p e n d e n t e d o t e m p o d e exposição e d a concentração 

d e g l i c o s e no m e i o d e cu l t u ra a o q u a l as células f o r a m s u b m e t i d a s . 

E s t e s d a d o s u g e r e m q u e q u a n t o m a i o r a concentração d e g l i c o s e , m a i o r o 

e f e i t o inibitório na A T Q R I d e células N I H 3 T 3 . A s células s u b m e t i d a s d u r a n t e u m 

período m a i o r ás concentrações m e n o r e s d e g l i c o s e , também a p r e s e n t a r a m 

redução d a A T Q R I d o r e c e p t o r . E s t e s r e s u l t a d o s f o r a m r e p r o d u z i d o s na 

autofosforilação c o n f o r m e o a u t o - r a d i o g r a m a , d e m o n s t r a d o na F i g u r a 7 e T a b e l a 

7. 

Os r e s u l t a d o s o b t i d o s estão d e a c o r d o c o m o s d e F R I T T I T A e co i s ( 26 ) 

q u e e s t u d a r a m músculo esquelético e t e c i d o a d i p o s o , c o m o s d e M U L L E R e co i s 

(45 ) q u e e s t u d a r a m adipócitos d e ra to e c o m o s d e IDE e c o i s (58) q u e e s t u d a r a m 

f i b r o b l a s t o s d e ra to q u e e x p r e s s a v a m o r e c e p t o r d e i n s u l i n a h u m a n o , t o d o s 

d e m o n s t r a n d o o e fe i t o inibitório d a g l i c o s e s o b r e a A T Q R I . E s t e s a u t o r e s 

v e r i f i c a r a m q u e e s t a inibição fo i d e c o r r e n t e d a ativação d e d i f e r e n t e s i s o t e r m a s 

d e proteína q u i n a s e C, q u e e s t i m u l a m a fosforilação d o s resíduos s e n n a d o 

r e c e p t o r d e i n s u l i n a , q u e po r s u a v e z i n i b e m a fosforilação e m t i r o s i n a . H A R I N G e 

co l (59) e T A K A Y A M A e co l (18 ) d e m o n s t r a r a m a inibição d a A T Q R I e m 

e s t u d o s "in vitro" u t i l i z a n d o adipócitos t r a t a d o s c o m e s t e r e s d e f o r b o l , q u e a g e m 

a t i v a n d o a proteína q u i n a s e C ( P K C ) , 

E m e s t u d o s a n t e r i o r e s ( 3 9 ) , v e r i f i c o u - s e q u e p a c i e n t e s diabéticos t ipo 2 , 

a p r e s e n t a r a m a u m e n t o d a A T Q R I após o t r a t a m e n t o c o m o c l o r i d r a t o d e 

m e t f o r m i n a , e n t r e t a n t o , c o m o h o u v e também m e l h o r a d a g l i c e m i a após o 

t r a t a m e n t o , não s e p o d e c o n c l u i r s e o a u m e n t o d a a t i v i d a d e t i r os ina q u i n a s e fo i 
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d e c o r r e n t e d o e f e i t o d i r e t o d a m e t f o r m i n a s o b r e o r e c e p t o r o u s e fo i d e v i d o à 

redução d a g l i c e m i a . 

N o p r e s e n t e e s t u d o , i n v e s t i g a m o s o e f e i t o i s o l a d o d o c l o r i d r a t o d e 

m e t f o r m i n a e m r e c e p t o r e s d e i n s u l i n a d e f i b r o b l a s t o s d e c a m u n d o n g o s , c o m o 

ob je t i vo d e m e l h o r c o m p r e e n d e r a ação d e s t a substância n o m e c a n i s m o d e ação 

d a i n s u l i n a . 

O e s t u d o d o e f e i t o d o c l o r i d r a t o d e m e t f o r m i n a e m d i f e r e n t e s t e m p o s ( 1 , 6 

e 12 h o r a s ) , s o b r e a A T Q R I d e células N I H 3 T 3 , d e m o n s t r o u q u e na concentração 

d e l O ^ g / m l , o c l o r i d r a t o d e m e t f o r m i n a e s t i m u l o u s i g n i f i c a n t e m e n t e a ação d a 

insu l i na n a a t i v i d a d e t i r o s i n a q u i n a s e após 6 e 12 h o r a s d e incubação, porém nâo 

após 1 h o r a d e incubação, T a b e l a 8 e F i g u r a 8 . E s t e s d a d o s s u g e r e m q u e o 

e fe i t o d a m e t f o r m i n a s o b r e o r e c e p t o r d e i n s u l i n a é d e p e n d e n t e d o t e m p o d e 

exposição d o r e c e p t o r à m e s m a . 

V e r i f i c o u - s e a i n d a q u e nâo h o u v e diferença e n t r e o s v a l o r e s d a a t i v i d a d e 

t i ros ina q u i n a s e e s t i m u l a d a pe la i n s u l i n a , q u a n d o s e c o m p a r o u 6 e 12 h o r a s d e 

incubação, s u g e r i n d o q u e a m e t f o r m i n a , após a t i n g i r s u a ação máxima, m a n t e v e 

e s t e e fe i t o d u r a n t e p e l o m e n o s 12 h o r a s . 

E s t e s r e s u l t a d o s são c o n c o r d a n t e s c o m o e s t u d o a n t e r i o r c o m p a c i e n t e s 

o b e s o s não diabéticos, t r a t a d o s c o m m e t f o r m i n a ( 4 7 ) , no q u a l fo i d e m o n s t r a d o 

q u e após o t r a t a m e n t o h o u v e a u m e n t o d a A T Q R I d e e r i t r oc i t os d e s s e s p a c i e n t e s 

e es te a u m e n t o e s t e v e a s s o c i a d o a níveis d e g l i c e m i a s s e m e l h a n t e s a n t e s e após 

o t r a t a m e n t o e h o u v e também redução d a s concentrações d e i n s u l i n a plasmática 

após o t r a t a m e n t o . E s t e s r e s u l t a d o s s u g e r e m q u e o c l o r i d r a t o d e m e t f o r m i n a 

e s t i m u l o u a A T Q R I , c o m conseqüente a u m e n t o d a s e n s i b i l i d a d e insulínica e 

redução d a i n s u l i n e m i a plasmática. 

O u t r o s e s t u d o s , t a n t o "in vitro" c o m o e m a n i m a i s d e laboratório, 

d e m o n s t r a r a m o e f e i t o d a m e t f o r m i n a n o r e c e p t o r d e i n s u l i n a . R O S S E T T I e c o l . 

( 3 8 ) , u t i l i z a n d o adipócitos d e ra tos diabéticos p o r e s t r e p t o z o t o c i n a , d e m o n s t r a r a m 
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O a u m e n t o d a a t i v i d a d e t i r o s i n a q u i n a s e d o s r e c e p t o r e s d e i n s u l i n a após o 

t r a t a m e n t o c o m m e t f o r m i n a . 

B R A D L E Y e co i s (60 ) e m e s t u d o "in vitro", u t i l i z a n d o "Gocitos de Xenopus" 

também o b s e r v a r a m o a u m e n t o d a a t i v i d a d e t i r o s i n a q u i n a s e d o r e c e p t o r após o 

t r a t a m e n t o d a s células c o m o c l o r i d r a t o d e m e t f o r m i n a . 

P o r ou t ro l a d o , a u t o r e s c o m o J A C O B S e co i s ( 61 ) sâo d i s c o r d a n t e s , po r 

nâo t e r e m d e m o n s t r a d o o e f e i t o d a m e t f o r m i n a na fosforilação d o r e c e p t o r d e 

i n s u l i n a d e adipócitos d e ra tos nâo diabéticos. A discordância d e s t e s r e s u l t a d o s 

está r e l a c i o n a d a ás diferenças metodológicas, c o m o , p o r e x e m p l o , a o c u r t o 

período d e t e m p o d e exposição d a s células a o c l o r i d r a t o d e m e t f o r m i n a . 

O s r e s u l t a d o s d o p r e s e n t e e s t u d o s u g e r e m q u e a h i p e r g l i c e m i a m o d u l a a 

a t i v i d a d e d e fosforilação d o r e c e p t o r d e i n s u l i n a d e p a c i e n t e s c o m d i a b e t e s t i p o 2 

e e s t e e fe i t o é inibitório e d i r e t a m e n t e d e p e n d e n t e d a concentração d e g l i c o s e no 

p l a s m a . 

O s r e s u l t a d o s d o e s t u d o c o m células N I H 3 T 3 d e m o n s t r a m d e f o r m a m a i s 

c la ra o e fe i t o d a g l i c o s e s o b r e o r e c e p t o r d e i n s u l i n a e , sâo c o n c o r d a n t e s c o m o s 

r e s u l t a d o s d o e s t u d o e m p a c i e n t e s diabéticos. 

N o e s t u d o "in vitro", c o m células N I H 3 T 3 , o b s e r v a - s e q u e o e f e i t o inibitório 

d a g l i c o s e s o b r e o r e c e p t o r d e i n s u l i n a é d e p e n d e n t e p r i m e i r a m e n t e d a 

concentração e d e p o i s d o t e m p o d e exposição d a célula à g l i c o s e . 

Vários e s t u d o s têm d e m o n s t r a d o o e f e i t o d a m e t f o r m i n a e m s u p r i m i r a 

produção hepática d e g l i c o s e e m p a c i e n t e s diabéticos; n e s t e e s t u d o f i c o u 

d e m o n s t r a d o , q u e o c l o r i d ra to d e m e t f o r m i n a e s t i m u l o u d i r e t a m e n t e a fosforilação 

d o r e c e p t o r d e i n s u l i n a , s e n d o p o r t a n t o u m a substância q u e s e n z i b i l i z a a ação d a 

i n s u l i n a n a célula. 
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6 CONCLUSÕES 

1 - A a t i v i dade t i r os ina q u i n a s e e s t i m u l a d a pe la i nsu l i na d e r e c e p t o r e s i s o l a d o s d e 

er i t roc i tos d e p a c i e n t e s diabéticos t i po 2 , t r a tados c o m sulfoniluréia, fo i ma io r n o 

g r u p o c o m m e n o r e s concentrações plasmáticas d e g l i c o s e . 

2- A g l i c o s e r e d u z i u a a t i v i dade t i r os ina q u i n a s e e s t i m u l a d a p e l a i nsu l i na d e 

recep to res d e células N I H 3 T 3 . Es te e fe i t o inibitório fo i d i r e t a m e n t e r e l a c i o n a d o às 

concentrações d e g l i c o s e d o nneio e a o t e m p o d e exposição d a s células à g l i cose . 

3 - O c lo r id ra to d e m e t f o r m i n a e s t i m u l o u a a t i v i d a d e t i r os ina q u i n a s e e s t i m u l a d a pe la 

insu l ina d e r e c e p t o r e s d e células N I H 3 T 3 e es te e fe i t o fo i d e p e n d e n t e d o t e m p o 

d e exposição d a s células à substância. 
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