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RESUMO

Proteinas de choque térmico de 70 kDa (HSP70) ligam-se a insulina na circulagdo
sanguinea modulando disponibilidade de glicose circulante. SituacGes de estresse
metabdlico e térmico deflagram a expressao celular e liberagdo para o plasma, de proteinas
de choque térmico da familia de 70 kDa (HSP70) para desempenhar fungao de defesa-chave
em um processo conhecido como resposta ao choque térmico ou ao estresse, que as
caracterizam como proteina citoprotetora. Estudos indicam a ocorréncia de HSP70
extracelular (eHSP70) na circulagdo por até 24 h apds desafios como o exercicio fisico, cuja
liberagdao da-se por tecidos do territéorio hepatoesplancnico, em uma resposta mediada por
receptores a.adrenérgicos. Esta liberacdao de HSP70 para o plasma é atenuada pela ingestao
de glicose. Estas evidéncias levaram-nos a supor que a liberacdo de eHSP70 em resposta ao
estresse possa ter um papel fisiolégico na regulacdo da glicemia, a qual é afetada por
estimulo simpatico. Neste trabalho, os resultados dos experimentos in silico indicaram a
possibilidade de ancoragem e interacdo estavel entre a HSP70 e a molécula de insulina.
Ensaios de imunoprecipitagdao de insulina com amostras de plasma de animais submetidos
ao tratamento de insulina Regular e Detemir revelaram HSP70 coimunoprecipitada
especialmente em situacdo de jejum severo. Parte destas amostras foi submetida a
quantificacdo de glicemia, insulinemia e HSP72 circulante, cujos resultados evidenciam
elevada concentracdo desta proteina de choque térmico por ocasido de hipoglicemia
induzida por insulina. Parte dos estudos in vivo deste trabalho foram desenvolvidos com
ratos submetidos ao choque térmico agudo (uma sessdo de 15 minutos) com hipertermia
induzida (41,5 °C) ou com injecao de HSP70 (HSPA1A) exdgena, com grupos experimentais
organizados em grupos Controle (C) e Choque Térmico (HS) e, em tempos experimentais:
imediatamente (tempo zero), 6, 12 e 24 h pds-choque. Foi observada a ocorréncia das
formas constitutiva e induzivel de eHSP70 no plasma de animais submetidos ao choque
térmico com valor maior nos periodos de 12 e 24 h pds-choque. Nossos estudos mostram
que, in vivo, a eHSP70 plasmatica produz alteracdo na tolerancia a glicose, com maior
hiperglicemia, quando o teste é realizado 12 h apds o choque térmico. Este efeito foi
blogueado pela administracado (i.p.) de anticorpo anti-HSP70 e se mostrou independente da
sintese de novo de HSP70. Ainda, a presenca de eHSP70 plasmatica (induzida por choque
térmico ou administrada via endovenosa) causa menor captacdo de glicose pelo musculo
esquelético. Ensaios com musculo isolado indicam que o efeito inibidor da eHSP70 sobre a
captacao de glicose é dependente de insulina. Apesar das evidéncias de que a ligagao HSP70-
insulina no plasma tenha implicacdo sobre a oferta de glicose, ndo se pode descartar
também a possibilidade de que as a¢des da eHSP70 estejam ocorrendo pela sua ligacdo a
receptores especificos, e/ou de que sejam parte de uma resposta ao estresse na qual
estejam implicados os hormoénios contrarregulatdrios. Em suma, os resultados indicam que a
eHSP70 plasmatica é capaz de se ligar- a insulina, provocar tolerancia alterada a glicose e
diminuir a captacao de glicose pelo musculo esquelético, aumentando a disponibilidade de
glicose circulante.
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ABSTRACT

Extracellular 70 kDa heat shock protein binds insulin in the circulation and regulates
plasma glucose availability. Metabolically stressful situations trigger the expression and
release of the 70 kDa (HSP70) as an essential protective response, in a process known as
heat shock (HS) response or stress response. HSP70 is characterized as cytoprotector
entities. Previous studies indicate the occurrence of extracellular HSP70 (eHSP70) in the
circulation up to 24 h after stressful challenges, such as physical exercise, and that such
eHSP70 liberation comes from hepatosplancnic tissues, in an o;-adrenergic dependent
response, which is attenuated by glucose ingestion. The above findings led us to suppose
that stress-elicited eHSP70 release could play a physiological role on glycemic control, which
are affected by sympathetic stimuli. In this work, in silico experiments indicated the
possibility of docking and stable interaction between HSP70 and the insulin molecule.
Immunoprecipitation of plasma samples revealed that HSP70 co-immunoprecipitates with
insulin, especially under severe fast. Part of these samples was subjected to quantification of
glucose, insulin and circulating HSP72, whose results show high concentration of heat shock
protein during severe hypoglycemia induced by insulin. Part of the in vivo studies from this
work were also carried out in healthy rats submitted to an acute (15 min) HS (41.5 °C)
session or in HSP70 (HSPA1A)-injected rats, assigned into control (C) and HS groups which
were observed immediately and after 6, 12 and 24 h post-shock. Both the constitutive
(predominantly) and the inducible forms of eHSP70 were observed in the plasma of heat
shocked animals, being the times 12 and 24 h those in which the highest concentrations
were noted. Our studies suggest that in vivo produces eHSP70 change in plasma glucose
tolerance, greater hyperglycemia when glucose tolerance test is performed 12 h after heat
shock, and this effect was abrogated by anti-HSP70 antibody administration (i.p.) and
independent of de novo synthesis of HSP70. Moreover, the presence of eHSP70 (HS-induced
or injected) in the plasma or in soleus muscle incubations elicits lower glucose uptake from
the skeletal muscle. Isolated muscle studies indicate that eHSP70 inhibiting effect over
glucose uptake is insulin-dependent. However, although evidence suggests a role for HSP70
binding to insulin over glucose offering, it cannot be discarded the possibility that eHSP70
actions are due to their binding to specific HSP70 membrane receptors within the muscle
cell, and/or that are part of a stress response in which the counter-regulatory hormone are
involved. In short, the results indicate that eHSP70 plasma is able to bind to insulin, causing
impaired glucose tolerance and decrease glucose uptake by skeletal muscle, increasing blood
glucose availability.

XVii



INTRODUCAO

PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO: CARACTERIZACAO

A evolucdo do organismo unicelular para o pluricelular, a especializacdo de grupos
celulares e a transicdo da vida na dgua para a vida na terra aumentaram de forma
notavel a sobrevivéncia, o raio de a¢do e a independéncia dos seres vivos. De outro
lado, a manutencdo de determinadas estruturas (proteinas, por exemplo) e sistemas

regulatdrios revela sua importancia no curso do processo evolutivo.

Os organismos vivos respondem aos desafios como o choque térmico e outras
situacdes de estresse de diferentes origens, pelo aumento da expressao dos genes das
proteinas de choque térmico- HSP (do inglés Heat Shock Protein) ou proteinas do
estresse. Estas proteinas de choque térmico sdao exemplos de estruturas conservadas

durante a evolucdo das espécies, das bactérias ao ser humano (MORIMOTO et al.,1990).

A primeira demonstracdao da inducdo celular destas proteinas, em resposta ao
estresse térmico, foi relatada em 1962 por Ferruccio Ritossa ao estudar glandulas
salivares de Drosophila busckii. O estabelecimento do termo “proteinas de choque
térmico” ocorreu somente em 1974. O processo pelo qual as células respondiam ao
estresse ficou conhecido como Heat Shock Response (HSR) ou resposta ao choque

térmico ou, ainda, resposta ao estresse (DE MAIO et al., 2012).

A regulacdo transcricional da resposta ao choque térmico é mediada por ativador
transcricional pré-existente, o fator de choque térmico (HSF), que se liga ao seu
elemento regulador de choque térmico (HSE) presente em todos os genes promotores.
A arquitetura das moléculas de HSF foi marcadamente conservada durante a evolucao e,
guando as estruturas das isoformas de HSFs sdo comparadas em vertebrados de uma

mesma espécie, a sequéncia de aminoacidos é idéntica em pelo menos 40%, e, quando
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comparados entre espécies, a homologia pode ser de até 92%. Portanto, trata-se de
sistema de regulacdo de transcricdo génica altamente conservado entre as espécies

(OROSZ & BENJAMIN, 2007).

Em mamiferos, os HSFs sdao coexpressos, negativamente regulados e ativados sob
condicbes ambientais e eventos fisiolégicos especificos. Os fatores HSF1 e HSF3
funcionam como ativadores responsivos ao estresse, e ambos s3ao necessarios para a
resposta maxima ao choque térmico, enquanto o HSF2 é ativado durante a
diferenciacdo e desenvolvimento embrionario. O HSF1 e o HSF2 s3ao encontrados em
todas as células, e o HSF4 parece ser especifico a algumas células como neurdnios,
células do musculo cardiaco e esquelético, além de apresentar caracteristicas
repressoras da resposta ao choque térmico, sendo um regulador negativo (NAKAI et al.,

1997).

Mesmo se compreendendo o fato de que os HSFs sdao importantes na homeostasia
celular, muito ainda se discute sobre qual a razdo para a existéncia de multiplos HSFs.
Uma possibilidade investigada é que organismos mais complexos poderiam utilizar
multiplos HSFs para responder aos mais diversos desafios fisioldgicos, e, portanto,

vencer o processo evolutivo enfrentando as adversidades ambientais (SANTORO, 2000).

Em condi¢cdes normais, o HSF esta presente na célula na forma latente de
mondmero, e se liga ao DNA com baixa afinidade. Entretanto, sob condicdes de choque
térmico ou outros estimulos estressores, o HSF é reversivelmente convertido ao estado
trimétrico, e adquire alta afinidade pelo DNA (OROSZ & BENJAMIN, 2007). Sua atividade
é reprimida pela interagdo com HSP90, HSP70 e HSP40, assim como pela fosforilagao
nos residuos Ser303 e Ser307. Em resposta ao estresse proteotdxico, a HSP90 liga-se a
proteinas desdobradas, e dissocia-se do HSF1, que assume a forma de trimero e se
dirige ao nucleo da célula para se ligar ao HSE presente nos promotores dos genes
responsivos ao estresse, deste modo aumentando a expressdo génica da proteina de

choque térmico.

A expressao de HSP72 requer a ativacao do HSF1, o que ndo acontece com a forma
constitutiva da HSP70, cuja expressao acontece inclusive em animais nocaute para o

HSF1 (WHITESELL & LINDQUIST, 2009). A repressao do HSF1 pode ocorrer por vias que



sao mediadas pela fosforilagdo, incluindo a dupla fosforilagao nos residuos Ser307 e
Ser303 pela via da ERK (quinase regulada extracelularmente) e GSK3 (quinase glicogénio

sintase), e fosforilacdo da Ser363 pela proteina quinase C (PKC)(ASEA & DE MAIQ, 2007).

A classificacao das proteinas de choque térmico baseia-se no seu peso molecular,
e estabelece distintas familias, incluindo a HSP110, HSP90, HSP70, HSP60, e pequenas
HSP, nas quais pode haver especificagbes. Em virtude da frequente confusdo gerada
pela expansao do nimero de membros conhecidos nas varias familias de proteinas de
choque térmicoe a inconsisténcia em sua nomenclatura, foi proposto um conjunto de
diretrizes para a nomenclatura destas familias, com a seguinte denominag¢do: HSPH
(HSP110), HSPC (HSP90), HSPA (HSP70), DNAJ (HSP40) e HSPB (pequenas HSP); familias
da chaperoninas, HSPD/E (HSP60/HSP10) e CCT (TRiC) (HAGEMAN et al., 2011).

As proteinas de 70 kD sdo codificadas por multigenes e encontradas em distintos
compartimentos celulares. Incluem-se a forma mitocondrial de 75 kDa (P75), a forma
glicose-regulada de 78 kDa (BiP/ GRP 78), encontrada no reticulo endoplasmatico, a
forma constitutivamente expressa de 73 kDa (HSC70 ou HSP73) e a forma induzivel de

72 kDa (HSP70 ou HSP72) (SANTORO, 2000).

Em nossa investigacdo, abordamos a proteina de 70 kDa que, dentre todas as
familias, é a mais conservada filogeneticamente, cuja estrutura no homem é 72%
homoéloga em relacdo as drosdfilas (Drosophila sp.). Além disso, é uma proteina de
importante expressdo celular (pode representar até 5% do total de proteinas
intracelulares) (SANTORO, 2000) e, também, de ocorréncia extracelular (POCKLEY et al.,
1998).

De maneira geral, utiliza-se o termo unificado ‘HSP70’ abrangendo as duas
principais formas, constitutiva (ou cognata, HSC70 ou HSP73) e induzivel (HSP72). Ao
longo deste texto, sera usado o termo HSP70 como um coletivo de proteinas de choque
térmico, abrangendo tanto a forma constitutiva como a induzivel, quando nao houver
necessidade de distincdo e, quando houver, serdo denominadas, respectivamente, de

HSP73 (HSPAS8) e HSP72 (HSPA1A e HSPA1B).

Os membros da familia da proteina citoplasmatica de choque térmico de 70 kDa

estdo envolvidos na dobragem adequada e transporte de proteinas recentemente
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sintetizadas na célula. Estudos indicam que as formas constitutiva e induzivel (HSP72)
sao altamente relacionadas, com semelhangas funcionais, interagindo entre si de uma
maneira dependente de ATP, e exibem localizacdo coincidente dentro da célula
(BROWN et al., 1993). A HSP73, expressa constitutivamente, e HSP72, cuja expressao é
induzida pelo choque térmico e outras formas de estresse celular, sdo frequentemente
consideradas como tendo fungdes celulares semelhantes, mas existem indicativos de
que as funcgdes intracelulares destas proteinas homdlogas, mas ndo idénticas, possam

ser diferentes ou ser dependentes da concentracdo (GOLDFARB et al., 2005).

Diferencas na funcdo entre formas de HSP70 citossdlica podem refletir diferengas
na localizagdo celular antes e apds o estresse. A HSP72 nado é usualmente detectada em
células de roedores antes do estresse, mas, em humanos, apresenta expressao basal,
além de ser fortemente induzida pelo estresse. Outros trabalhos mostram que a HSP72
e a HSP73 apresentam 95% da sua sequéncia idéntica, e que ambas sdo encontradas no
citossol e no nucleo da célula, com predominancia no nucleo durante e logo apds o
estresse. Alguns estudos reportam que estas proteinas (HSP72/73) também se localizam
na membrana de algumas células apds o choque térmico. Em células ndo estressadas,
HSP72 e 73 podem estar associadas com proteinas distintas mas, durante o estresse,

ambas sdo mobilizadas para proteger os sitios essenciais (ELLIS et. al, 2000).
A estrutura da HSP70 pode ser dividida em:
- um dominio (amino)NH,-Terminal ATPase (AD), de ~45kDa;
- um dominio de ligacdo de peptideo (PBD) de ~15kDa e
- um dominio (carbdxi) COOH-terminal de ~10kDa (CALDERWOOQOD et al., 2007).

O dominio N-Terminal ATPase é membro de uma familia antiga de proteinas
guinase bilobulares versateis , incluindo-se a actina e a hexoquinase. A relacdo comum
estrutura-funcdo em todos os membros da familia é dependente de ATP, com o
fechamento e abertura (hidrdlise-dependente) dos dois lobos. No caso da HSP70, a
ligacdo do ATP também provoca a abertura do PBD, e a hidrdlise do ATP promove o
fechamento da PBD. A porcdo PBD é menos conservada do que a AD, e inclui

subdominios que podem ter funcdo distinta (LANDRY, 2007).



A funcao intracelular mais conhecida da HSP70 é a funcao chaperonal, realizada
em ciclos de ligacao-liberagdo do substrato que é regulado pela hidrélise do trifosfato de
adenosina (ATP). Na presenca de ATP, a HSP70 liga-se fracamente ao peptideo, e abre o
dominio C-terminal. Sob estimulacdo da cochaperona HSP40, o ATP é hidrolisado
(formando ADP), e o dominio C-terminal se fecha trancando/bloqueando o
peptideo/substrato na HSP70 em uma forte ligagdo. Os fatores de trocas de
nucleotideos (NEFs) liberam o difosfato de adenosina para permitir a ligacdo do ATP.
Com o ATP ligado, abre-se o dominio C-terminal, e o peptideo é liberado (ASEA &

CALDERWOOD, 2007).

Apesar dos pesos moleculares similares, as HSPs apresentam padrdes de inducdo e
de expressdo distintos. Assim, embora constitutivamente expressa, a sintese de HSP70
pode ser induzida por uma grande variedade de fatores estressores, entre eles o choque
térmico, alteragdes no estado redox, exposicao a metais pesados, radiacdo UV, andlogos
de aminodacidos, infeccdo por bactérias ou por parasitas, inflamacao, drogas citostaticas,
inibidores da COX (ciclo-oxigenase), dacido acetilsalicilico e privacdo de glicose

(HENDERSON, 2010).

Quanto a inducdo da expressdao de HSP70 por choque térmico, esta parece
depender da temperatura em que os organismos crescem. Em drosdfilas, por exemplo,
gue crescem a 25°C, as HSPs sdo induzidas quando a temperatura aumenta para 29-
38°C, mas a resposta maxima é observada a temperatura 36-37°C. Em organismos que
crescem em uma faixa mais restrita de variacdo de temperatura, a resposta maxima

ocorre em torno de 5°C acima da temperatura 6tima (LINDQUIST, 1986).

Em resposta ao choque térmico in vitro ou in vivo, ocorre aumento no conteldo
intracelular e também extracelular desta proteina, representando diferentes situacoes a

seguir descritas.

' Chaperona, Termo derivado do inglés chaperon, que significa acompanhante molecular, em
virtude da sua capacidade de impedir a agregacdo de proteinas intracelulares, auxiliar no remodelamento
e manutencdo de proteinas estruturais, na translocacdo de proteinas, na degradagdo de proteinas
instaveis e no remodelamento de proteinas desnaturadas. Em ndao havendo uma tradugdo mais adequada,

serd usado no texto o termo “chaperona”.



HSP70 INTRACELULAR: SUAS IMPLICACOES NA GLICEMIA

As HSP70 sao proteinas cuja fung¢do primaria no ambiente celular é atuar como
chaperona molecular, participando, deste modo, em uma grande variedade de
processos celulares, incluindo o dobramento de novas proteinas, a prevencao da
agregacao proteica, o redobramento de proteinas, a translocacdo de proteinas através

de membranas de organelas e a associagao e dissociacdao de complexos proteicos.

Ao considerarmos que a concentracdo intracelular de proteinas pode chegar a
300 mg/mL, ndo surpreende a necessidade de proteinas chaperonas para promover o
seu correto dobramento. No ambiente celular, HSP70 e a co-chaperona HSP40 previnem
a agregacdo proteica, e catalisam o dobramento de polipeptideos, pois elas se ligam a
parte hidrofébica das proteinas desdobradas ou n3ao dobradas. Como ja descrito
anteriormente, a funcdo das HSP70 pode ser regulada por padrdes especificos de HSP40

e por fatores de trocas de nucleotideos (NEFs) (ASEA & CALDERWOOD, 2007).

Em termos de sobrevivéncia da célula, as propriedades da familia de HSPs
permitem que as células respondam a desafios ao reconhecerem proteinas danificadas,
canalizando-as para o reparo/dobramento ou para a protedlise. Ainda, estdo implicadas
como inibidores da programacao de morte celular, e bloqueiam tanto as vias intrinsecas
como as extrinsecas de caspases. Além disso, podem modular a inflamacdo da célula, e
promover a cicatrizacdo de tecidos lesados. (ATALAY et al., 2009; HECK, 2011). Pode-se,
portanto, considerar que a indugao da expressdao HSP70, com consequente elevagdo do
conteudo intracelular desta proteina, representa um potencial fator citoprotetor e, por
extensdo, protetor do organismo. Células que sintetizaram HSP em resposta a exposicao

ao estresse, encontram-se mais protegidas contra novas exposi¢coes (MEYER, 1999).



A expressdo intracelular de HSP70 (iHSP70) estd associada a mecanismos
antiapoptoéticos e agdes anti-inflamatdrias. A acao anti-inflamatdria da HSP70 reside
especialmente no seu efeito inibitério sobre a ativacdo e translocacdao do fator de
transcricdo nuclear NF-kB (2007; HECK, 2011), que produz profundas implicagdes no
sistema imunoldgico, em processos inflamatérios e em fatores reguladores da

sobrevivéncia celular e da apoptose (RAN et al., 2004).

O fator de transcricdo nuclear NF-kB refere-se a uma familia de fatores de
transcrigdo criticos para a regulagdo da proliferagdo e sobrevivéncia durante a resposta
imune, inflamatdria e ao estresse. Em células em repouso, o NF-kB encontra-se inativo
no citoplasma, cuja forma predominante é um heterodimero composto pelas
subunidades p50 e RelA, ligadas a proteinas inibitérias da familia kB, incluindo as
proteinas IkBa, IkBB e IkBy. A interagdo com proteinas IkB mantém o fator de

transcri¢cdo no citoplasma, impedindo sua agao (PIVA et al., 2006).

A ativacdo do complexo NF-kB da-se em resposta a uma variedade de estimulos,
incluindo infeccdo bacteriana e viral, exposicdo a citocinas inflamatérias, fatores de
crescimento e agentes indutores de estresse, incluindo espécie ativas de oxigénio. A
ativacdo deste fator de transcricdo decorre da fosforilacdo, pelas IkB quinases (IKK) e
degradacdo do IkB (nos proteossomos). Livres do kB, os dimeros de NF-kB migram para
o nucleo onde se associam aos elementos de ligacdo kB presentes nos promotores de
virtualmente todas as proteinas induziveis, responsaveis pelo disparo da inflamag¢ao ou

de respostas imunolégicas (CURI & HOMEM de BITTENCOURT, 2001).

O mecanismo pelo qual a resposta ao choque térmico (HSR) inibe a ativacdao do
NF-kB pode estar associado a preservagao do IkBa, a diminuicdo da fosforilagdo do
promotor da IkBa, e esta correlacionado a inibicdo da atividade da IkB quinase (IKK).
Outro mecanismo potencial é que a HSR ativa o promotor da IkB-a, e aumenta a
transcricdao do RNA de IkB-o.. Além disso, a HSR pode inibir a translocagdao do NF-kB ao
nucleo e a degradacdo do IkB. Dados também demonstram que a HSP70 suprime a
ativacdo e translocacdo nuclear do NF-xB via aumento da atividade da fosfatase

intracelular. A atividade de IKK é contrabalancada pela atividade da fosfatase



intracelular, pois a inibicdo desta enzima leva a degradacdo do IkB-a (ASEA e

CALDERWOOD, 2007).

Muitos estudos buscam entender a complexa relagao entre o NF-kB, as proteinas
de choque térmico e o HSF-1. O NF-kB tem efeitos pro-inflamatérios ao induzir a
expressao de citocinas inflamatdrias; a ativagdo da resposta ao choque térmico deflagra
a ativacdo do HSF-1, que inibe a transcricdo de genes prd-inflamatdrios e modula a
ativacdo do NF-kB, além de ativar a expressdao de HSP70. A HSP70, por sua vez, inibe a

ativacdo do NF-kB, além de produzir efeito anti-inflamatério direto (KNOWLTON, 2006).

Neste contexto, entendemos pertinente considerar a resisténcia periférica a
insulina, visto ser uma condicdo fisiopatoldgica desencadeada por processo inflamatério
cronico, principalmente em pacientes obesos. Neste sentido, ndo se pode descartar a
possibilidade de que defeitos na expressdo de HSP70 possam estar relacionados ao
desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2 e obesidade. De fato, vérios estudos
realizados com modelos experimentais e humanos com resisténcia insulinica
demonstram que o aumento da concentragdo intracelular da HSP70 protege contra
hiperglicemia, hiperinsulinemia, intolerancia a glicose e resisténcia insulinica. Esta
protecdo parece estar fortemente associada ao efeito inibidor da HSP70 sobre a
ativacdo da JNK. Deste modo, a via de fosforilacdo do IRS-1 e 2 em Serina é inibida, e a

resisténcia a insulina é diminuida (CHUNG et al., 2008).

Outrossim, a hipdtese de que a reducdao na expressdao das proteinas de choque
térmico esteja envolvida na patogénese da resisténcia insulinica no musculo esquelético
vem sendo continuamente investigada. Estudos com animais obesos (induzidos por
dieta hiperlipidica) mostram que a terapia de choque térmico melhora a tolerancia a
glicose, restaura o transporte de glicose estimulado por insulina, e aumenta a
sinalizacdo da insulina no musculo esquelético, protegendo-o do desenvolvimento da
resisténcia insulinica, todos associados ao aumento da expressio de HSP70 e

consequente inibicdo da JNK (GUPTE et al, 2008).

Estudos baseados em bidpsia de musculo esquelético de pacientes diabéticos
(DM2) mostram que, nestes, o nivel de expressao de mRNA de HSP72 muscular é

reduzido se comparado aqueles de sadios. Os niveis de mRNA HSP72 no musculo



esquelético de individuos diabéticos estdo correlacionados com diversos parametros do
metabolismo de carboidratos e de lipideos. Correlacionam-se fortemente com eventos
metabdlicos estimulados por insulina, como o aumento da captacdo, da oxidacdo e do
armazenamento de glicose e diminuicdao da oxida¢do de lipideos (KURUCZ et al., 2002).
Corroborando esses achados, estudos em humanos com DM2 demonstram que, além da
reducdo na expressdo de HSP70 no musculo esquelético estar positivamente
correlacionada ao grau de resisténcia insulinica, ela estd negativamente correlacionada
com as concentracdes de glicose em jejum (HOOPER & HOOPER, 2005). Nakhjavani e
colaboradores (2010) mostram que, em pacientes com DM2, o aumento das
concentracdes de HSP72 extracelular esta associada a duracdo do diabetes e portanto,

correlacionando-se positivamente a cronicidade da doencga.

Pesquisa realizada com pacientes diabéticos submetidos a terapia com banho
quente (hot-tub therapy - HTT) indica que esta terapia causa reduc¢dao nas complicacdes
do diabetes. Foi mostrado que, nestes pacientes, a terapia de banho quente reduziu em
18% a dose de insulina utilizada, preveniu a hipoglicemia e reduziu o peso corporal, a
glicemia em jejum e as concentracdes de hemoglobina glicada (HOOPER, 1999). Outros
estudos, envolvendo modelos experimentais com animais diabéticos, induzidos por
estreptozotocina, e submetidos a terapia de choque térmico (41°C por 30min), também
demonstram efeitos positivos desta terapia para a melhora do perfil lipidico, da
capacidade antioxidante e da secrecdao de insulina (BATHAIE et al., 2010). Estudos
demonstram ainda que HSP70 apresenta a¢dao moduladora sobre a resposta
imunolégica (JOHNSON & FLESHNER, 2006) em doencas crénicas como o diabetes, a
obesidade e a resisténcia insulinica (CHUNG et al., 2008; RODRIGUES-KRAUSE et al.,
2012).



HSP EXTRACELULAR: AGOES E REGULACAO DA SECREGAO POR FATORES METABOLICOS

O primeiro registro de que a HSP70 havia sido detectada na circulacdo sanguinea
data do final dos anos 80 (HIGHTOWER & GUIDON 1989; POCKLEY et al. 1998). Contudo,
a origem celular e a funcdo fisioldgica da HSP70 extracelular (eHSP70) ainda ndo estdo
totalmente esclarecidas. Até o presente momento, o papel das proteinas de choque
térmico extracelulares parece envolver especialmente a¢des imunorregulatdrias, proé-
inflamatdrias e sinalizadoras de dano ou risco de dano celular (WILLIAMS & HUNTER-
LAVIN, 2007). Apds serem liberadas no fluido extracelular, podem-se ligar na superficie
da membrana celular e iniciar uma cascata de eventos de transducdo de sinais, e/ou
transportar moléculas como peptideos antigenos. Além de presentes na circulagao,
estas proteinas podem ser encontradas na superficie externa da membrana celular

(HENDERSON, 2010).

Inicialmente, foi sugerido que a liberacdo de eHSP70 seria consequéncia da
ruptura da membrana celular em necroses. Atualmente, sabe-se que esta proteina
também pode ser liberada por células em condi¢cbes normais. Diversos estudos tém
mostrado que uma variedade de tipos celulares secreta estas proteinas de estresse,
como as células neuronais, os mondcitos, os macroéfagos, os linfocitos B e as células
tumorais e o tecido adiposo marrom (CALDERWOOD et al., 2007). Os mecanismos
envolvidos na liberacdo de proteinas de choque térmico na circulacdo podem ser
classificados em passivos, por necrose, trauma ou infeccdo, e, ativos, por inflamacao,
exercicio e estresse psicolégico. De modo geral, é sugerido que a liberacdo de eHSP70
na circulacdo se dé como HSP livre ou compartimentalizada em exossomos (pequenas

vesiculas), que contém tanto a forma induzivel quanto a constitutiva (ASEA, 2007).

Além disso, as HSPs também podem ser expressas na superficie da membrana

celular, onde podem exercer funcao imunoestimuladora, induzindo resposta das células
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Natural Killers contra agentes agressores (WILLIAMS & HUNTER-LAVIN, 2007). A
expressao de HSP72 na superficie parece ser limitada as células tumorais, e tem fungao
na estimulagdo tanto do sistema imunoldgico adaptativo como inato. Pelo fato de que a
interacao requer contato célula-célula, a HSP expressa na superficie da membrana
celular pode produzir uma resposta bem localizada (MULLTHOFF, 2007). Ainda, foi
demonstrado que a HSP70 extracelular pode exercer efeitos imunolégicos, ligando-se a
um receptor, ou associando-se aos lipideos da membrana (MULTHOFF & HIGHTOWER,
2011).

A presenga de HSP70 no meio extracelular pode iniciar cascatas de sinalizagdao em
muitos tipos de células mediadas por receptores da superficie da membrana. Dentre
eles, incluem-se os Toll Like Receptors-TRL2, TRL-4, CD40, CD91, CCR5 e membros de
familia de receptores scavenger (CALDERWOOD, 2007). A eHSP70 pode ligar-se a
receptores altamente conservados denominados receptores do tipo TLR-2 e TLR-4,
localizados na superficie de células apresentadoras de antigenos, induzindo a producdo
de citocinas proé-inflamatérias (interleucina 1b- IL-1b e fator a de necrose tumoral -
TNF-a) e a producdo de Oxido nitrico -NO (que possui importante propriedade
microbicida). Estes efeitos sdo desencadeados pela ligacdo aos receptores do tipo Toll
que estimulam a ativacdao do NF-kB e, deste modo, a producdao de citocinas pré-

inflamatdrias (ASEA, 2008).

A capacidade de ligacao desta proteina na superficie celular é uma propriedade de
muitos tipos de células, incluindo células de linhagem hematopoiética, neuronais,
vasculares e outras células epiteliais, sugerindo que a liberacdo e a ac¢do destas
proteinas sao um fendmeno bastante difundido, estando implicado em grande nimero
de eventos fisiolégicos e patoldgicos (DE MAIO et al., 2012). A grande maioria dos
registros de liberacdo/deteccdo de HSP70 no ambiente extracelular estd associada as
situacdes patolégicas como hipertensdao, doenca renal, aterosclerose, obesidade,

diabetes, entre outras (FLESHNER et al., 2007; RODRIGUES-KRAUSE et al.,2011).

A liberacdo de proteinas de choque térmico também pode ocorrer pela exposicao
ao estresse fisico, trauma, estresse de comportamento, assim como pela exposicdo a
sinais de dano. Johnson e colaboradores (2005) mostraram que receptores o-

adrenérgicos estdo implicados no aumento na concentracdo de eHSP72 apds a
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exposicdo a estressores fisicos e psicolégicos em humanos e em animais de laboratérios,
sendo que esta liberagdo pdde ser bloqueada por prazosina, antagonista especifico para
receptores al-adrenérgicos. Nesse estudo, foi verificado que o aumento circulante de
eHSP72, ocorrido durante a exposicdo ao agente estressor, deve-se a ativacdao do
sistema nervoso simpdtico e a liberacdo de noradrenalina, indicando que o aumento de
eHSP70 no plasma pode ser considerado caracteristica potencial da resposta aguda ao

estresse.

Em resposta as condi¢Oes de estresse, as células do nosso corpo liberam sinais de
alerta para o todo do organismo relativo, ou seja, ocorre comunicacdao de modo a
ajustar a atividade celular a nova condi¢do. Entre os sinais produzidos e liberados,
encontram-se as proteinas do estresse (DE MAIO, 2011). No ambiente extracelular, as
HSPs podem sinalizar alarme sistémico relativo ao trauma celular (CALDERWOOD et al.,
2007). Neste contexto, evidencia-se a participacdo do sistema imunolégico na
exportacdo de proteinas de choque térmico, como sinal de alerta aos demais sistemas.
Ja estd descrito que células do sistema imunolégico, como linfocitos T também podem
sintetizar e exportar HSP70 para o ambiente extracelular (eHSP70) (HUNTER-LAVIN et
al., 2004; IRELAND et al., 2007; HECK, 2011).

Rodrigues-Krause e colaboradores (2012) observaram que a concentracdo de
eHSP70 é elevada nos diabéticos obesos, e a concentragdo intracelular de HSP70 é
menor em pacientes diabéticos e menos evidente , ainda, em diabéticos obesos,
indicando que a obesidade e suas complicagcdes podem ser as principais causas de

elevacao de eHSP70 em pacientes diabéticos.

Outros trabalhos mostram também que concentracbes de eHSP70 estdo
aumentados em pacientes sépticos, e s3ao associados a maior mortalidade. Nestes
pacientes, os niveis de eHSP70 no plasma podem ser modulados de acordo com o
estado oxidativo; pacientes sépticos com perfil pré-oxidante apresentam concentracdes
séricas de eHSP70 mais elevadas, possivelmente, devido a secrecdo ativa causada pelo
dano celular ou liberacdo por células necrdticas (GELAIN et al.,2011). Walsh e
colaboradores (2001) demonstraram que individuos sadios apresentam rapido aumento
da concentracao de eHSP72 induzido pelo exercicio fisico, evidenciando uma liberagao

ndo associada a patologia, como comumente reportado. Ainda, observaram que o
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aumento na concentracdo de eHSP72 circulante era precedido de maior expressao dos
genes e da proteina no musculo; contudo, o aumento da concentragao de eHSP72
circulante ndo teve origem no préprio musculo em contracdo, conforme mensurado
pela diferenga arteriovenosa, indicando que esta liberagdo, induzida pela exercicio,

advém de outro tecido (FEBBRAIO et al., 2002a).

Neste sentido, outras investigacgdes mostraram que tecidos do territdrio
hepatoesplancnico liberam eHSP72, e contribuem, em parte, para a elevacdo da eHSP72
circulante durante o exercicio, sugerindo que a liberacdo desta proteina de estresse seja
liberada com uma fungdo especifica e importante durante o mesmo (FEBBRAIO et al.,
2002b). Estudos subsequentes mostraram que ingestdao de glicose durante o exercicio
atenua o aumento sérico da eHSP72 induzido pelo exercicio, e sugerem que esta

atenuacdo se deva a reducdo do estresse metabdlico hepatico (FEBBRAIO et al., 2004).

HECK (2011), analisando o perfil intra e extracelular de HSP70 em linfécitos de
animais submetidos ao estresse/desafio de exercicio fisico, verificou que o controle da
ativacdo do NF-kB parece depender de um equilibrio necessario na razao HSP70
extra/intracelular, sendo o aumento exagerado desta razdo sinal de alerta imunoldgico
aos demais sistemas. Manter este equilibrio passa a ser fundamental na resposta do
organismo aos desafios. Igualmente, a razdo HSP70 extra/intracelular pode ser utilizada
como ferramenta de afericdo clinica em outras situacdes de desafio ao organismo, como

€ o caso da sepse.

Estudos realizados com mulheres obesas gravidas mostram que a ingestdo de
glicose aumenta a concentracdo de eHSP72 extracelular, onde os pesquisadores
avaliaram a concentracdo de HSP72 antes e apds (1h) da ingestdo de glicose (50g),
verificando aumento na concentragdo desta proteina na ordem de 100% (pré-ingestdo:
2,8ng/ml para poés-ingestdo: 5,6ng/ml), acompanhado de aumento na insulinemia. Os
autores da pesquisa acreditam que o aumento de eHSP72 detectado tenha origem

intracelular, ou seja, HSP72 pré-sintetizada (JAFFE et al., 2013).

Na literatura consultada sobre as proteinas de choque térmico, constata-se que a
HPS70 exerce diversos e distintos papéis no ambiente intra e extracelular relacionados

ao controle glicémico. Deste modo, parece-nos importante investigar o papel fisioldgico
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desta proteina do estresse no ambiente extracelular em animais sadios submetidos a

diferentes condi¢Oes e desafios: metabdlico e térmico.

INSULINA: CARACTERIZAGCAO, AGOES, EFEITOS E RESISTENCIA

A insulina é um peptideo de aproximadamente 5,8 kDa formado por duas cadeias
peptidicas interligadas por pontes dissulfeto. Sua secregdo pelas células 3-pancreaticas é
estimulada por substratos energéticos metabolizdveis, sendo a glicose o secretagogo

mais importante.

Na circulagdo, apresenta meia-vida de 5-10 minutos, sendo degradada
principalmente no figado e nos rins. A remogao de insulina da circulagdo ajuda a
controlar a resposta celular ao hormonio diminuindo sua disponibilidade. Cerca de 50%
da insulina na circulacdo porta sdo removidos durante sua passagem pelo figado, mas
esse percentual varia amplamente em diferentes condi¢bes, ou seja, a captacgado
hepatica de insulina é influenciada tanto por fatores fisioldgicos como patoldgicos, e
envolve diferentes sistemas e controles. Contudo, sua remoc¢do da circulagdo ndo
implica sua destruicdo imediata. Quantidade significativa de insulina associada ao
receptor é liberada a partir da célula (hepatica e muscular) e volta para a circulagdo.
Estima-se que a degradacao de uma Unica molécula de insulina leve cerca de 70 minutos

desde sua liberacdo na circulacdo (DUCKWORTH et al., 1998).

Uma vez liberada na corrente sanguinea, a acdo da insulina inicia-se pela sua
ligacdo aos seus receptores especificos localizados na superficie da membrana
plasmdtica de quase todos os tecidos dos mamiferos, com concentracdes que variam
desde 40 receptores/célula nos eritrécitos circulantes até mais de 200.000 nas células

adiposas e hepaticas (HABER et al., 2002).
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O receptor de insulina pertence a uma familia de receptores de fatores de
crescimento que apresentam atividade da tirosina quinase intrinseca, ou seja, apds
ligacdo da insulina ao receptor, este sofre autofosforilagdo em multiplos residuos de
tirosina. Este receptor é composto por duas subunidades (o e B) ligadas por pontes
dissulfeto (S-S), sendo a subunidade o totalmente extracelular, e a que contém o sitio
de ligagdo para a insulina. A subunidade 3 tem localizagdo transmembranica, apresenta
atividade quinase estimulada por insulina sendo capaz de fosforilar a si prépria e a
outros substratos em aminodcido tirosina, tendo como doador de fosfato o ATP

(MORAES et al.,2011).

A interacdo da insulina a subunidade alfa do receptor causa a ativacdo da funcdo
quinase do receptor, que propaga o sinal fosforilando seus substratos (substratos do
receptor de insulina - IRS) em seus residuos tirosina. Portanto, as etapas iniciais de
sinalizacdo intracelular em resposta a ligacdo da insulina ao seu receptor de membrana
sao fundamentais para a propagacdo do sinal e para o efeito bioldgico deste hormdnio.
Sabe-se que o substrato 1 do receptor de insulina (IRS1) e o substrato 2 do receptor de
insulina (IRS2) fosforilados terdo associados a si proteinas como a enzima
fosfatidilinositol-3-quinase (PI13K), ativando-a, o que aumenta a concentragdes teciduais
de fosfatidilinositol-3-fosfato e desencadeia a ativacao de outras proteinas importantes,
como a proteina quinase B (Akt) e a proteina quinase ativada por mitégenos (MAPK). A
ativacdo da Akt aumenta a expressdo e a atividade da glicogénio sintase e,
consequentemente, o armazenamento de glicogénio. Além disso, a isoforma 2 da Akt
(Akt2) parece controlar a translocacdo do transportador de glicose-4 (GLUT4) para a

membrana em células adiposas e musculares, aumentando a capta¢ao de glicose.

As alteragdes na via PI3K/Akt sdo mecanismos moleculares envolvidos na causa da
resisténcia insulinica, especialmente em tecidos onde o GLUT-4 tem expressao relevante
(PETERSEN et al., 2006). O transportador de glicose-4 (GLUT4) é o transportador
insulinodependente mais abundante nas membranas celulares do musculo esquelético,
cardiaco e tecido. Sem o estimulo da insulina, a concentracdo de GLUT-4 na membrana
destas células é muito baixa, pois estes transportadores encontram-se
armazenados/confinados em vesiculas localizadas no citossol. Apds a estimulagdo pela
insulina, esses transportadores sdo translocados e inseridos na membrana das células,
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resultando em aumento da captagao de glicose. O conceito de que a sinalizagdao de
insulina causa o recrutamento do GLUT-4 do pool intracelular para regides préximas da
membrana plasmadtica foi confirmado por meio uma técnica de microscopia com
fluorescéncia de reflexdo interna total (TIRF), que permite a imagem de uma regido de
cerca de 100-250 nm a partir da superficie de fora da membrana plasmatica até o
citoplasma. A aplicagcdao da TIRF revelou que a insulina aumenta as concentragdes totais

de GLUT-4 nesta regido do adipdcito em 2 a 3 vezes (PRADA & SAAD, 2011).

O receptor de insulina, além de ser fosforilado em tirosina, também pode ser
fosforilado em serina, o que atenua a transmissdo do sinal pela diminuicdo da
capacidade de auto fosforilacdo do receptor em tirosina apds estimulo insulinico. Essas
fosforilagdes inibitérias podem provocar resisténcia a insulina. As desordens
metabdlicas que incluem a resisténcia insulinica estdo relacionadas a um estado proé-
inflamatdério que resulta na secre¢cdo de citocinas inflamatdrias e na consequente
ativacdo de fatores intracelulares, em células do figado, do musculo esquelético e dos

adipécitos, reduzindo a resposta a insulina. (HOOPER & HOOPER, 2009).

A resisténcia a insulina pode ser decorrente da ativacdo sequencial de proteinas
quinases, como a quinase inibidora (IKK-B) do NF-kB, a proteina quinase C (PKC) e a
c-Jun N-terminal quinase (JNK), ja que estas quinases fosforilam o IRS-1 em residuos de
serina, acarretando redugdo na atividade da PI3-K e, consequentemente, diminui¢cdao do
transporte de glicose (MORAES, et al., 2011). A IKKP promove a dissociagdo do complexo
lkB/NF-aB no citoplasma de modo que este fator de transcrigdo migre até o nucleo da
célula, ativando os genes responsaveis pela transcricdo de diversas proteinas, entre elas
citocinas pré-inflamatdrias, que acentuam mais ainda os efeitos negativos sobre a via de
sinalizagdo insulinica (PAULI, 2011). As citocinas pré-inflamatdrias influenciam o status
da resposta a insulina podendo levar a resisténcia insulinica de maneira aguda ou
cronica. Individuos com intolerdncia a glicose tém altas concentra¢cdes basais de
citocinas inflamatdrias e apresentam alta e sustentada liberagdo de citocinas em

resposta a picos hiperglicémicos (ANDERSEN et al., 2004).

A resposta severa ao estresse pode causar resisténcia insulinica por acdo de
citocinas inflamatdrias como IL-1 e TNF-a (Fator o de Necrose Tumora) (MATHONNET &

CARIOU, 2007). A ligacdo destes agentes pro-inflamatériosaos receptores especificos
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ativa as vias de sinalizagdo intracelular, facilitando a ativagao do NF-«f3 e a fosforilagao
da quinase c-Jun-N-terminal (JNK), inibindo a transducdo do sinal da insulina. A JNK é
ativada também por estresse e acidos graxos. Sua atividade serina quinase, capaz de
fosforilar em serina os IRS-1 e 2, contribui de modo importante para a resisténcia a
insulina. Nesta linha, estudos investigativos sobre a ativacdo desta quinase dao
destaque nao so para a participacao dos Toll like receptors (TRLs) sensiveis a patégenos,
a nutrientes como dacidos graxos (no caso do TRL-4), mas também para proteinas de
choque térmico (HSPs). A ativagdo destes receptores aciona vias de sinalizagdo
inflamatdria incluindo a ativagcdao da JNK e IKKpB, cujo resultado é o bloqueio da agao

insulinica (MORAES et al., 2011).

SituacdOes de estresse inflamatério também podem afetar as vias de regulacdo da
disponibilidade de glicose ndo dependentes de insulina, como a ativacdo da proteina
quinase ativada por AMP (AMPK), enzima sensivel ao status energético intracelular

(ANDREASEN et al.,2009).

POSSIBILIDADE DE INTERAGAO ENTRE AS VIA DAS HSP70 E DA RESPOSTA A INSULINA:
QUESTOES A SEREM RESPONDIDAS

SituacOes de estresse, como o exercicio fisico intenso, elevam a concentracao
plasmatica de HSP72 (WALSH et al. 2001) e essa liberacdao tem, em parte, a participagao
de tecidos hepatoesplancnicos (FEBBRAIO et al., 2002b). De fato, Walsh e colaboradores
(2001) observaram que individuos sadios ndo treinados, quando submetidos a sessdes
de 60 min de exercicio em esteira motorizada com velocidade pré-determinada,
mostravam expressivo aumento das concentracbes plasmaticas da forma induzivel da
HSP70 (HSP72), particularmente entre os tempos de 30 a 60 min apds a atividade fisica.
Observaram ainda, que esta HSP72 extracelular (eHSP72) permanecia em concentracdes
detectaveis acima dos valores basais mesmo 24 h apds o término do exercicio. Neste
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estudo, foi observado também que o aumento da eHSP72 circulante é acompanhado de

maior expressao génica de HSP72 no musculo em atividade.

Estudos subsequentes desenvolvidos por Febbraio et al. (2002), também
realizados com humanos saudaveis submetidos ao exercicio fisico, foram conduzidos no
sentido de detectar o(s) tecido(s) produtor(produtores) da eHSP72. Com base na
mensuracdo da diferenga arteriovenosa do conteiudo de eHSP72 entre diferentes
territérios, o grupo do Prof. Febbraio mostrou que a liberacdo de eHSP72 durante o
exercicio tem origem em algum tecido do territdrio hepatoesplancnico; contudo, ainda

nao se sabe qual tecido serio o responsdvel pela liberacdao da proteina de estresse.

O exercicio fisico ndo é a unica forma de estresse homeostatico que o organismo
encontra. Consequentemente, a concentra¢ao de eHSP70 na circulagdao pode aumentar
em reposta a presenca de outros agentes ou condicdes de estresse incluindo-se o
trauma, a infeccdo severa, além do estresse psicolégico. Neste sentido, Johnson e
colaboradores (2005) estudaram a mediacdo do eixo hipdfise-adrenal e do sistema
nervoso simpatico, responsaveis pela defesa e alarme diante de situacGes de estresse,
sobre a liberacdo de HSP70 para a circulacdo. Os autores utilizaram ratos adultos
adrenalectomizados e hipofisectomizados, submetidos a tratamento com
glicocorticoide, tirosina, agonistas e antagonistas adrenérgicos, e, posteriormente,
expostos a estresse por choque elétrico na cauda. Nesse estudo, os pesquisadores
observaram que a remocao das glandulas adrenais ndo interfere na liberagao de HSP72
na circulacdo, sugerindo que a corticosterona (principal glicocorticoide em ratos), apesar
de presente no plasma em alta concentragdo durante situa¢des de estresse, ndao esta
envolvida na liberacdo de eHPS72 durante a exposicdao ao estresse. Os autores também
verificaram que os glicocorticoides ndo foram capazes de provocar lesdo/necrose
celular, o que certamente contribuiria para a elevacdo do conteudo de HSP70 na
circulacdo. O trabalho mostrou ainda que a auséncia do hormonio adrenocorticotrépico
(ACTH) na circulacdo (pela remocdo da hipdfise) ndo afeta a liberacdo de HSP72,
indicando que o eixo ACTH-glicocorticoide ndo esta diretamente envolvido na liberacdo
de HSP72 para a corrente sanguinea em situacao de estresse. Desta forma, importantes
mecanismos fisioldgicos classicos de resposta ao estresse ndo estiveram envolvidos na

liberacdo de eHSP72 para a circulacdo. Contudo, os pesquisadores observaram que o
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tratamento dos animais com antagonistas adrenérgicos ndo especificos (como o
labetalol) e especificos para receptores aj-adrenérgicos (como a prazosina) foram
capazes de bloquear a liberacdo de HPS72 induzida por estresse, enquanto que o
antagonista B-adrenérgico propranolol teve agdo oposta, aumentando ainda mais a
liberagao de HPS72. Estes achados trouxeram a tona uma nova faceta da resposta
simpdtica ao estresse: a indugdo da exportacdo de HSP72 para a circulagdo via

receptores a;;-adrenérgicos.

Como discutido acima, durante o exercicio fisico, ocorre liberagdo de eHSP72 para
o plasma a partir de 6érgdos do territorio hepatoesplancnico. Por isso, e pelo fato de o
exercicio fisico ser potente modulador metabdlico através do aumento na atividade
simpatica para o mesmo territdrio hepatoesplancnico (aumento da liberacdo de glicose
pelo figado, reducdo da secrecdo de insulina pelo pancreas), o grupo do Prof. Febbraio
levantou a hipétese de que a glicose poderia ser moduladora da exportacdao de eHSP72
para o plasma durante o exercicio fisico. De fato, ao estudarem novamente individuos
saudaveis ndo treinados submetidos a uma sessdao de exercicio em cicloergdmetro,
Febbraio et al. (2004) observaram que o conteddo de eHSP72 sérica arterial aumentou
em todos os sujeitos, independente de serem ou ndo tratados com solugdo rica em
carboidratos. Contudo, o conhecido aumento na liberacdo hepatoesplancnica de
eHSP72 foi completamente atenuado em individuos que receberam glicose sendo que,
aparentemente, esta queda ndo parece ter sido devida a alguma alteracdo no contetdo
de glicogénio muscular, pois a concentragcao de glicogénio muscular reduziu igualmente

em individuos que receberam ou glicose via oral.

Esses achados levam a seguinte questdo: Qual a relacdo, durante situacoes
estressantes, entre a liberagcdo de eHSP72 para o plasma e o sistema nervoso simpatico

e concentracdo de glicose circulante?

Considerando-se que as HSP70 operam como chaperonas moleculares no
ambiente intracelular, ligando-se fortemente a outros peptideos, uma possivel resposta
a questdo acima seria que, em situagdes de estresse, a estimulagdo simpatica de tecidos
hepatoesplancnicos (e.g. figado, pancreas) levaria também a liberacdo de eHPS70 a

qual, agindo como chaperona extracelular, ligar-se- ia a insulina bloqueando seus efeitos
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hipoglicemiantes. Além disso, o estimulo simpdtico aumenta a producdo de glicose, e

reduz a secregao de insulina pelo pancreas.

Esta hipdtese é reforcada pelo fato de que, durante situacdes de estresse
homeostdatico, como a hipoglicemia e o préprio exercicio fisico, os sistemas fisioldgicos
operam no sentido de aumentar a disponibilidade de glicose plasmatica. Portanto,
tendo sidoas HSP70 minuciosamente selecionadas e mantidas extremamente
conservadas durante a evolucdo dos vertebrados, ndo se pode descartar a possibilidade
de que esta classe de proteinas tenha participado da evolucdo do sistema de controle
metabdlico durante situa¢des de fuga ou luta dos animais. Considerando-se, ainda, que,
durante o exercicio fisico, o proprio musculo esquelético ndo depende da insulina para a
captacdo de glicose (JESSEN & GOODYEAR, 2005), e que cada molécula de insulina
secretada permanece na circulacdo por mais de uma hora (DUCKWORTH et al., 1998),
parece plausivel deduzir-se que o exercicio poderia levar a uma situacdo de hipoglicemia
ameacadora da homeostase, caso as moléculas de insulina, ainda ndo removidas da

circulagao, nao fossem retiradas de cena.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL:

° Investigar a possibilidade de interagdo molecular entre a eHSP70 plasmadtica e o
hormonio insulina circulante e respectiva implicagdo na modulagdo da disponibilidade

de glicose na circulagao.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

° Estudar a ocorréncia de ligacdo entre a insulina e a HSP70 em modelos in silico e
em situacdes reais em amostras de plasma e de soro fetal bovino.

° Determinar as concentragdes plasmaticas de HSP70 de animais em condicOes de
jejum, de hipoglicemia induzida e, submetidos a choque térmico.

° Determinar as concentracdes plasmaticas de insulina e dcidos graxos de animais
submetidos a choque térmico.

° Investigar o efeito do choque térmico sobre a tolerdncia a glicose e tolerancia a
insulina, e a implicagdo da inibicdo da sintese de HSP70 e do bloqueio da sua a¢do sobre
a disponibilidade de glicose circulante durante teste de tolerancia a glicose.

° Investigar o efeito do choque térmico e da eHSP70 exdgena sobre a captacao

tecidual de glicose (2-DG) radiomarcada em modelo in vivo e em tecido isolado (ex vivo).
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MATERIAIS E METODOS

LOCAL DE REALIZAGAO DOS EXPERIMENTOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Fisiologia Celular da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e no Laboratério de Ensaios
Bioldgicos, da Universidade Regional do Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul
(UNNUI). Os procedimentos relativos a utilizagdo de radioativos e os ensaios
imunoenzimaticos foram realizados no Laboratério de Fisiologia Celular da UFRGS, e os

demais procedimentos, no Laboratério de Ensaios Bioldgicos da UNIJUI.

Os experimentos relativos a obtencdo de plasma para experimentos de co-
imunoprecipitacdo de insulina - HSP70 foram desenvolvidos em parceria com o

Laboratério do Prof. Dr. Roberto Bazotte, da Universidade Estadual de Maringa (UEM).

Os tratamentos de choque térmico foram realizados em laboratério climatizado

com temperatura ambiente mantida entre 22-24°C.

CONSIDERACOES ETICAS

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica na Utilizacdo de
Animais (CEUA/UFRGS), sob n2 18858, de 04 de outubro de 2011, apds prévia revisdo

realizada por parecerista ad hoc nomeado para o projeto por comissdo especifica do
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Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas/Fisiologia da Universidade Federal

do Rio Grande do Sul.

CALCULO DO TAMANHO AMOSTRAL

O tamanho da amostra foi calculado com a utilizagdo do programa Minitab versao
15, utilizando-se como base para calculo os resultados de protocolos experimentais de
nosso laboratdrio e de outros grupos de pesquisa. Foi utilizado para o cdlculo um poder

estatistico de 80% para nivel de significancia de 0,05%.

SEGURANCA PROCEDIMENTAL

Todos os procedimentos com animais e manipulacdo de reagentes foram
realizados com o uso de equipamentos de prote¢dao de individual adequado ao
procedimento (avental, luva cirdrgica, mdscara, 6culos de protecdo), levando-se em
consideracdo os devidos cuidados necessarios para protecdo e seguranca dos animais e

dos pesquisadores envolvidos.
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ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus, var. Albinus), com 2-3 meses de
idade, provenientes dos biotérios do ICBS (CREAL) da UFRGS e da UNIJUI. Os animais
foram mantidos sob ciclo claro/escuro 12h/12h, temperatura ambiente a 22+2°C e
umidade relativa do ar a 60%, alimentados ad libitum, com dieta comercial padrao para
ratos de laboratdrio, NUVILAB, contendo aproximadamente 52% de carboidratos, 21%

de proteinas e 4% de lipideos e com livre acesso a dgua.

Foram utilizados 240 animais divididos em numeros (n) diferentes nos grupos e
tempos experimentais. O numero de animais (n) por grupo e tempo experimental estd
descrito nas legendas das figuras no capitulo HIPOTESES, PREDICOES E RESULTADOS.
Sempre que adequado experimentalmente e tecnicamente, os mesmos animais
(amostras de plasma e tecidos) foram utilizados para diferentes andlises (glicemia,
insulinemia, HPS72 e HSP73, 4cidos graxos). O percentual de perda de animais que

morreram em razdo do choque térmico e/ou do anestésico foi de cerca de 10%.
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PROTOCOLO EXPERIMENTAL PARA OBTENGAO DE PLASMA PARA EXPERIMENTOS DE
COIMUNOPRECIPITAGAO DE INSULINA - HSP70 e DOSAGEM DE GLICOSE, INSULINA E
HSP70

Os experimentos relativos aos dados apresentados nas Figuras 8-11 foram
desenvolvidos com material biolégico (plasma) obtido em parceria com o Laboratdrio do

Prof. Dr. Roberto Barbosa Bazotte, da Universidade Estadual de Maringa (UEM).

As amostras de plasma foram obtidas de animais organizados nos seguintes

grupos:
Grupo 1=alimentado;
Grupo 2=jejum de 15 horas;
Grupo 3=jejum de 15 horas, mortos 4h apds administracdo de insulina Detemir;

Grupo 4=jejum de 15 horas, mortos 10 horas apds administracdo de insulina

Detemir;
Grupo 5= alimentado;
Grupo 6= jejum de 6 horas;

Grupo 7= jejum de 6 horas, mortos 15 minutos apds a administracdo de insulina

Regular;

Grupo 8=jejum de 6 horas, mortos 60 minutos apds administracdo de insulina

Regular,

Grupo 9= jejum de 6 horas, mortos 180 min apds a administracdo de insulina

Regular.

A insulina Regular (de acdo rapida) e a insulina Detemir (de ac¢do lenta) foram

administradas na dose de 1 Ul/kg de peso.
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PROTOCOLO PARA EXPERIMENTOS DE CHOQUE TERMICO

Neste protocolo experimental, os animais foram divididos em dois grupos

experimentais:

¢ Grupo de animais que mantinham sua temperatura corporal constante,

denominados de CONTROLE (C).

* Grupo de animais que tinham sua temperatura corporal elevada para
41-42 °C, ou seja, submetidos ao choque térmico agudo, denominados de

CHOQUE TERMICO (HS).

Animais de ambos os grupos foram anestesiados com xilazina 10 mg.kg'1 (0,05 mL
de xilazina 2% para 100 g de rato) e cetamina 90 mg.kg'1 i.p. (0,09 mL de cetamina 10%
para 100 g de rato). O objetivo da anestesia era a supressao do controle da temperatura
do grupo HS, para indugao da hipertermia. Os animais do grupo C foram mantidos em
temperatura ambiente com temperatura corporal controlada para que se mantivessem

normotérmicos.

Alguns animais (conforme o protocolo) constituiram grupos com denominacao
distinta, como descrito abaixo, porém seguiram a orienta¢ao geral de denominagao HS

para os grupos submetidos ao choque térmico.

TEMPOS EXPERIMENTAIS PARA EXPERIMENTOS DE CHOQUE TERMICO

Tempo experimental, neste trabalho, é considerado o tempo decorrido entre a
realizacdo do choque térmico e o procedimento experimental de teste de tolerancia a

glicose, teste de tolerancia a insulina, ou administracdo de glicose para outras analises e

26



coleta de material biolégico. Os grupos experimentais foram organizados dentro de

diferentes tempos experimentais a seguir listados:

e Tempo zero pds-choque (0 h): para procedimentos ou andlises realizadas

imediatamente apds o choque térmico;

e Tempo 06 horas pods-choque (6 h): para procedimentos ou andlises

realizadas 6 horas apds o choque térmico;

e Tempo 12 horas pods-choque (12 h): para procedimentos ou analises

realizadas 12 horas apds o choque térmico;

e Tempo 24 horas pds-choque (24 h): para procedimentos ou analises

realizadas 24 horas apds o choque térmico (Figura 1).
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Figura 1. Representagao esquematizada dos grupos e tempos experimentais de
ensaios in vivo. Grupo controle (C): animais que mantinham sua temperatura
corporal normal; Grupo choque térmico (HS): animais cuja temperatura corporal
foi elevada para 41-42°C durante banho em d4gua a temperatura de 41-42°C.
Tempos experimentais: sdo os diferentes tempos decorridos entre a realizacao do
choque térmico (ou apenas anestesia) e o procedimento experimental (teste de
tolerancia a glicose, teste de tolerancia a insulina, ou administracdao de glicose
para outras andlises, coleta de material biolégico). O nimero (n) de animais por
grupo e tempo experimental variou de 4-9, conforme apresentado nas legendas

das figuras dos resultados.
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MODELO DO CHOQUE TERMICO

Nos experimentos in vivo, o procedimento do choque térmico foi realizado com os
animais anestesiados com xilazina 10 mg.kg'1 (0,05 mL de xilazina 2% para 100 g de rato)

e cetamina 90 mg.kg™ i.p. (0,09 mL de cetamina 10% para 100 g de rato).

A temperatura dos animais foi monitorada com termdmetro retal durante todo o
periodo em que os animais eram mantidos no banho com dgua a 42 °C. Apds
alcancarem a temperatura corporal de 41 °C permaneceram no banho com
monitoramento continuo da temperatura (41-42 °C) durante quinze (15) minutos. O
rato ficava imerso na agua, exceto a cabeca e patas dianteiras. O procedimento utilizado

foi adaptado do modelo utilizado por Chung et al. (2008).

Os animais ndo submetidos ao choque térmico também foram anestesiados,
porém mantidos na temperatura corporal entre 36,5-37,5 °C, verificada com
termdmetro retal. Apds o choque térmico e/ou anestesia, os animais permaneciam no
laboratério mantido na temperatura ambiente de 22-24 °C até recuperagdo da
anestesia. Apds, os animais foram mantidos em biotério até o momento da realizagao
dos demais procedimentos (GTT, ITT ou administracdo de glicose fria e marcada com

radioativo).
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TESTES DE TOLERANCIA A GLICOSE E AINSULINA

Os testes de tolerancia a glicose (GTT) e a insulina (ITT) foram realizados em
diferentes tempos experimentais, ou seja, seis (06), doze (12) e vinte e quatro (24) horas
apds o choque térmico (ver “Tempos Experimentais” acima descritos). Os protocolos

experimentais para o desenvolvimento destes testes sao apresentados a seguir:

TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE (GTT)

Para a realizacdo do teste de tolerancia a glicose, foi preparada uma solucdo de

glicose 80% (m/v), administrada na concentragdo 1g/kg, por via intraperitoneal (IPGTT).

Para a obtencdo da curva glicémica, o valor da glicemia em jejum foi mensurado
apos os animais permanecerem no laboratério por no minimo 30 minutos (tempo zero)
e nos tempos de 30, 60, 90 e 120 minutos apds a injecao de glicose. As medidas da
glicemia foram feitas com sangue total em puncado na parte distal da cauda dos animais,

usando aparelho de leitura glicémica capilar, glicosimetro, Optium Xceed da Abbott.

Para este teste (GTT), foram estabelecidos os seguintes grupos experimentais:

R/

¢ Grupo C (controle): animais mantidos com temperatura normal antes da

administracdo de glicose.

R/

¢ Grupo HS (heat shock): animais submetidos a choque térmico antes da

administracdo de glicose.

Os testes de tolerancia a glicose foram realizados com animais em duas condicdes

experimentais:
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e Condicdo de JEJUM: animais mantidos em jejum por 12 horas antes da

realizacdo do GTT.

e Condicdo de ALIMENTADO: animais mantidos sem restricdo alimentar

antes da realizacdo do GTT.

Foram realizados também testes de tolerancia a glicose em animais tratados com
anticorpo anti-HSP70 para os quais se utilizou o anticorpo Anti — HSP72/HSP73 (3A3) da
Santa Cruz - $€32239. A concentra¢do do anticorpo administrado foi de 20ng/mL de
sangue circulante final (ver cdlculo no item de “Calculos e Equacgbes”), por via

intraperitoneal, duas (02) horas antes do inicio do GTT.

O teste de tolerancia a glicose foi realizado 12 horas depois dos animais terem
sido submetidos ao choque térmico (grupo HS). Nestes experimentos, os animais foram

divididos nos seguintes grupos experimentais:

¢ Grupo C (controle): animais mantidos com temperatura normal receberam

glicose.

s Grupo AC (anticorpo): animais mantidos com temperatura

normalreceberam anticorpo anti-HSP70 e glicose.

% Grupo HS (heat shock): animais submetidos a choque térmico 12 horas

antes de receber glicose.

** Grupo HS-AC (heat shock + anticorpo): animais submetidos a choque

térmico antes de receberam glicose e anticorpo anti-HSP70.

Ainda, foram realizados testes de tolerdncia glicose em animais tratados com
quercetina, para inibicdo da expressdo de HSP70 (ELIA & SANTORO, 1994). Utilizou-se
Quercetina diidrato (Sigma), administrada 1 h antes do choque térmico, por gavagem, a
dose de 200 mg/kg veiculada em d4gua. Os animais do grupo ‘controle’ e ‘heat shock’
receberam 3agua por gavagem. Os volumes administrados foram de 125 L para cada

100 g de peso corporal.
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O teste de tolerancia a glicose foi realizado 12 horas depois de os animais terem
sido submetidos ao choque térmico (grupo HS). Nestes experimentos, os animais foram

divididos nos seguintes grupos experimentais:

*» Grupo C (controle): animais mantidos com temperatura normal receberam

glicose.

* Grupo Q (quercetina): animais mantidos com temperatura normal

receberam anticorpo anti-HSP70 e glicose.

% Grupo HS (heat shock): animais submetidos a choque térmico 12 horas

antes de receber glicose.

% Grupo animais HS-Q (heat shock + quercetina): submetidos a choque

térmico antes de receberam glicose e quercetina.

TESTE DE TOLERANCIA A INSULINA

Os testes de tolerancia a insulina foram realizados com animais mantidos em
jejum de 12 horas. Foi utilizada Insulina Humalog Lispro — Lilly 100 Ul/mL, preparada em
PBS (NaCl (136,8 mM), KCI (2,7 mM), KH,PO4 (0,9 mM), Na,HPO, (6,4 mM)) 1UIl/mL, e
aplicada na concentracdo de 1Ul/kg de peso corporal, por via intraperitoneal. Os

volumes administrados foram de 125 uL para cada 100 g de peso corporal.

O valor da glicemia em jejum foi mensurado apds os animais permanecerem no
laboratério por no minimo 30 minutos (tempo zero) e novamente nos tempos 30, 60, 90
e 120 minutos apds a injecdo de glicose. As medidas da glicemia foram feitas com
sangue total em puncdo na parte distal da cauda dos animais, usando aparelhos de

leitura glicémica capilar, glicosimetro, Optium Xceed da Abbott.

Nestes experimentos, os animais foram divididos nos seguintes grupos

experimentais:
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Grupo C (controle): animais mantidos com temperatura normal receberam

PBS.

Grupo INS (insulina): animais mantidos com temperatura

normalreceberam insulina.

Grupo HS (heat shock): animais submetidos a choque térmico antes de

receber PBS.

Grupo HS-INS (heat shock + insulina): animais submetidos a choque

térmico antes de receberam insulina.
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PROTOCOLO EXPERIMENTAL PARA ESTUDO DA CAPTACAO DE 2-DESOXI-GLICOSE
RADIOMARCADA

Os estudos relativos a captacao de glicose foram realizados com 2-deséxi-D-glicose
(2-DG) triciada {2-[1,2-*H (N)]-desoxi-p-glicose, radioatividade especifica: 8 Ci/mmol, 1
mCi/mL; N = nominalmente marcada, isto é, especificamente nos 2 hidrogénios do C-2;
1,57 uCi/100 g de rato. Estes estudos foram destinados a investigagdo da captacdo de

glicose pelos tecidos em trés protocolos experimentais:

e Protocolo experimental cujos animais foram submetidos a uma sessao de

choque térmico, e 12 horas apéds, receberam injecdo de [3H]2-DG

com/sem glicose fria.

e Protocolo experimental cujos animais receberam administracio exdégena
de HSP70 (HSP70-Al) por via endovenosa, e, 12 horas apds, receberam

injecdo de [3H]2-DG com/sem glicose fria.

e Protocolo experimental com musculo solear incubado, na presenca de

insulina, ADP e soro.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL PARA ESTUDO DA CAPTACAO DE GLICOSE APOS O
CHOQUE TERMICO

Transcorridas 12 horas desde a realizagao do choque térmico, os animais foram
organizados nos seguintes grupos experimentais com os quais se procedeu como abaixo
descrito:

% Grupo C (controle): administracdo de 2-desoxi-D-glicose 2-[1,2->H(N)], a

dose de 0,157 uCi/100 g de rato diluido em PBS, via intraperitoneal.
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% Grupo GLI (glicose): administracdo de 2-deséxi-D-glicose 2-[1,2-*H(N)], a
dose de 0,157 uCi/100 g de rato diluido em PBS, acrescidas de glicose a

uma concentracdo final de 80% (m/v), via intraperitoneal.

** Grupo HS (heat shock): grupo submetido a choque térmico 12 horas antes
da administracio de 2-deséxi-D-glicose 2-[1,2->H(N)], & dose de

0,157 uCi/100 g de rato diluido em PBS, via intraperitoneal.

¢ Grupo HS-GLI (heat shock + glicose): grupo submetido a choque térmico 12
horas antes da administracdo de 2-desoxi-D-glicose 2-[1,2-*H(N)], a dose de

0,157 uCi/100 g de rato diluido em PBS, acrescidas de glicose a uma

concentracdo final de 80% (m/v), via intraperitoneal.

Os volumes administrados foram de 125 pl para cada 100 g de peso corporal.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL PARA ESTUDO DA CAPTACAO DE GLICOSE APOS
ADMINISTRAGAO DE HSP70 (HSPA1A):

Para estes experimentos, foi utilizada HSP70 (HSP70A1A humana recombinante,
99,8% homodloga a de rato, Enzo Life Sciences), injetada via endovenosa na veia dorsal
superficial do pénis, com os animais anestesiados com xilazina 10 mg.kg™ (0,05 mL de

xilazina 2% para 100).

Para o cdlculo da dose de HSP70 a ser injetada, foram levadas em conta as
seguintes consideracdes. Primeiramente, calculou-se a dose de HSP70 (HSPA1A)
necessaria para se atingir uma concentracdo de HSP70 plasmatica de 1 ng/mL (13.9 pM).
Considerando-se que um rato tem (0,06.P+0,77) mL de sangue (LEE & BLAFOX, 1985),

sendo P o seu peso em gramas, um rato de 250 g terd cerca de 0,06.250+0,77 = 15,77
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mL de sangue. Apds transcorridas 12 horas desde a administracao de HSP70, os animais

foram submetidos a testes de captacdao de 2-DG. Neste protocolo experimental, os

animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais:

¢ Grupo C (controle): Administracdo de 2-deséxi-D-glicose 2-[1,2-*H(N)] na

dose de 0,157 uCi/100 g de rato diluido em PBS, via intraperitoneal.

% Grupo GLI (glicose): Administracdo de 2-desoxi-D-glicose 2-[1,2->H(N)] na

X/

X/

dose de 0,157 uCi/100 g de rato diluido em PBS, acrescidas de glicose a

uma concentragdo final de 80% (m/v), via intraperitoneal.

Grupo HSP1 (HSP70 1ng): grupo submetido a administracdo de HSP70
(HSPA1A) na dose necessdria para se atingir uma concentra¢do de HSP70
de 1 ng/mL (13.9 pM), 12 horas antes da inje¢cdo de 2-desdxi-D-glicose 2-
[1,2-3H(N)] na dose de 0,157 uCi/100 g de rato diluido em PBS, via

intraperitoneal.

Grupo HSP1 GLI (HSP70 1ng + glicose): grupo submetido a administragdo
de HSP70 (HSPA1A) na dose necessdria para se atingir uma concentrac¢ao
de HSP70 de 1 ng/mL (13.9 pM), 12 horas antes_da injecdo de 2-deséxi-D-
glicose 2-[1,2-*H(N)] na dose de 0,157 ucCi/100 g de rato diluido em PBS,

acrescidas _de glicose a uma concentragdo final de 80% (m/v), via

intraperitoneal.

Os volumes administrados foram de 125 plL para cada 100 g de peso corporal.

Para leitura da presencga de glicose radiomarcada no plasma, este foi aplicado

diretamente (200 pL) no flaconete e completado com liquido de cintilagdo Perkin Elmer.

Amostras foram retiradas para medida das concentra¢des plasmaticas de glicose,

permitindo o calculo da radioatividade especifica, detalhado no item “Calculo e

Equacbes”).
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Os eritrécitos foram obtidos a fresco a partir do sangue anticoagulado com
heparina, HEPAMAX — 5000 Ul/mL na concentragdo de 30 Ul/mL de sangue e Fluoreto
de Sddio (NaF) 4mg/mL de sangue. Apds lavagem da papa de hemacias com PBS [NaCl
(136,8 mM), KCI (2,7 mM), KH,PO4 (0,9 mM), NaHPO4 (6,4 mM)], um volume conhecido
de papa de hemdcias foi hemolisado em dagua na propor¢ao 1:3. O volume total foi
centrifugado 16.000 x g por um minuto, e do sobrenadante, foram coletados 200 pL
completando-se o flaconete com liquido de cintilacdo Perkin Elmer.Os tecidos foram
homogeneizados na proporg¢do 1:5 com agua MILLI-Q na presenca de NaF (4 mg/g de
tecido, para bloqueio da utilizagao de glicose durante as preparag¢des). O coragdo foi
exsanguinado e lavado com PBS [NaCl (136,8 mM), KCI (2,7 mM), KH,PO4 (0,9 mM),
Na,HPO, (6,4 mM)], e os intestinos foram limpos com solu¢do PBS antes de serem
homogeneizados. O volume total dos homogenatos foi centrifugado 16.000 x g por um
minuto. Do sobrenadante, foram coletados 200 uL completando-se com liquido de

cintilacdo Perkin Elmer, no flaconete.

A radioatividade foi lida em contador LKB Wallac 1209 RACKBETA liquid
scintillation counter FLEXI-VIAL, em dpm. Para efeitos comparativos, 1 uCi = 2,22 x 10°

dpm.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL PARA ESTUDO DA CAPTAGAO DE GLICOSE POR MUSCULO
ESQUELETICO SOLEAR INCUBADO

Para avaliacdo dos efeitos da HSP70 sobre a captacdo de glicose pelo musculo
esquelético na presenca de insulina, foram incubadas fatias longitudinais de musculo

solear de ratos ndo tratados e mantidos em jejum de 12 horas .

Os musculos soleares foram repartidos longitudinalmente a metade e, assim, de
cada animal pode-se utilizar quatro fatias/por¢des ( de 60 - 100 mg cada) a serem
ensaiadas. Os animais, dos quais foram obtidos os tecidos, foram mortos por
decapitacdo pela manha (8 h), apds jejum de 12 horas, tendo sido submetidos a excisdo

cirargica dos musculos de interesse.
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Imediatamente apds a excisdo dos tecidos, estes foram equilibrados em banho
metabdlico a 37 °C em frascos de Warburg modificados (com pogo de vidro central com
capacidade para 500 uL) por 30 minutos em solugdo de HANKS constituida de
NaCl (137,0 mM), KCI (3,0 mM), Na,HPO,4 (0,3 mM), KH,PO4 (0,5 mM), Na,SO4 (0,8 mM),
CaCl.2H,0 (1,3 mM), MgCl,.6H,0 (0,8 mM), NaHCO;3 (4,2 mM) e gaseificada com
carbogénio (5% de CO,/95% de O,).

Apds a fase de equilibrio, foram feitas as seguintes adicGes as preparacdes:
e Soro autdlogo dialisado (cutoff de 16 kDa)
e Insulinaa 10 pUl/ml (74 pM)
e ADP (1 mM)

e HSP72 (HSPA1A) recombinante nas concentracdes de 0, 5, 10, 20, 100 ou
500 ng/ml (equivalentes a 70 pM, 140 pM, 280 pM, 700 pM ou 1400 pM,

respectivamente) e

e Glicose fria diferentes concentracdes de 2,75, 5,5 e 11,0 mM, previamente
misturadas com 0,41 uCi/ml de 2DG [U-**C] (atividade especifica original:
310 uCi /mmol).

Nas incubagdes dos tecidos controle, em que foram omitidas ou a insulina ou
HSP72 ou ADP ou a glicose fria, esses reagentes foram substituidos por volumes

equivalentes de solucdo de Hanks.

Os ensaios tiveram inicio com a adicdo da mistura de glicose e 2-DG, sendo que as
preparacdes foram mantidas sob agitagdo a 37 °C por 30 minutos, periodo em que se
inicia (conforme experimentos-piloto) o platd mdaximo de captacdo de 2-DG nas

condi¢des experimentais aqui descritas.

O ADP foi adicionado aos meios de incubacdo tendo em vista que, durante o ciclo
de ancoragem e liberacdo de proteinas clientes no sitio de ligacdo de
proteinas/substratos (SBD) da chaperona HSP72, o ATP promove a liberacdo dos
peptideos, e o ADP, sua manutencdo no sitio ativo. Por esta razdo, em estudos de

ligacdo de HSP70 a proteinas clientes, emprega-se ADP (BECKER et al., 2002).
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MORTE DOS ANIMAIS

Os animais foram mortos por decapitagcdo em guilhotina para roedores, sem
anestesia, para obtencdo do sangue total e dos tecidos, para posterior realizacdo das
andlises. O método escolhido para eutandsia baseia-se no fato deste ser um método
eficaz que produz mudancas fisiolégicas minimas nos tecidos. Considerando-se a
necessidade de realizagdo de andlises celulares e bioquimicas, nenhum anestésico ou
outra substdncia foi injetado nos animais por ocasido da decapitacdo. O grau de

severidade para este procedimento é considerado sem recuperagao.

Os animais foram decapitados em ambiente exclusivamente destinado a morte
dos animais, com exaustdo e higienizacao completa de todo o material entre a morte de
um animal e outro. A decapita¢ao foi efetuada pelo pesquisador mais experiente, dentre
os pesquisadores do grupo, para que o procedimento fosse rapido, com o minimo de

estresse possivel para os animais.

Apds a morte, os animais foram dissecados para coleta dos tecidos e, para o
descarte, foram colocados em sacos plasticos identificados com o simbolo de risco
bioldgico e congelados em freezer (-20 °C) destinado para este objetivo, no préprio
Laboratério de Fisiologia Celular - FisCel da UFRGS e/ou no Laboratério de Ensaios
Biolégicos - LEBio da UNNUI. Seguindo o cronograma semanal de cada
Laboratodrio/Instituicdo, este material bioldgico foi encaminhado ao servico de coleta
por empresa licitada pela UFRGS, para, entdo, ter destinacdo final dos residuos
(autoclavagem e aterro sanitario). No caso dos experimentos realizados no LEBio -
UNIUI, os restos de tecidos e carcacas de animais também foram acondicionados em
sacos plasticos identificados com o simbolo de risco biolégico e congelados em freezer
(-20 °C) até serem entregues ao servico terceirizado de coleta de residuos da UNIJUI,

realizado pela empresa Stericycle, de Santa Maria-RS.

39



PLASMA e ANALISES BIOQUIMICAS

O plasma utilizado nas analises bioquimicas foi preparado a partir de amostras de
sangue coletadas em tubos individuais preparados conforme as especificacbes dos
manuais dos respectivos kits para analise de glicose, HSP70, insulina e acidos graxos,

conforme descrito abaixo.

O sangue troncular foi coletado em amostras distintas conforme as especificagdes
exigidas pelos fabricantes, sendo centrifugado a 1400 x g por 10 minutos a temperatura
ambiente (ou sob refrigeracao, dependendo do caso) em centrifuga hematoldgica ou
microcentrifuga, dependendo da necessidade. A leitura e preparo das amostras

seguiram os protocolos dos diferentes kits de andlises bioquimicas utilizados.

¢ DOSAGEM DE HSP70/72, Kit Enzo Life Sciences (Imunoensaio Enzimatico) e de
HSC70/HSP73, Kit StressMarq Biosciences Inc. (Imunoensaio Enzimatico): o sangue foi
coletado em acido etilenodiaminotetra-acético (EDTA) na concentragdo de 2mg/mL de
sangue. Plasma armazenado com inibidores de proteases Leupeptina (Sigma L8511,
hemissulfato, FW = 475,59 g/mol), [2 ug/mL = 4,2 uM]; Aprotinina (Sigma A1153,
liofilizada; FW = 6511 g/mol) [2 pg/mL = 0,31 uM]; TLCK (cloridrato de N-Tosil-I-Lisina
Clorometil Cetona; Sigma T7254; FW = 369,31 g/mol). [1,85 mg/mL = 5 mM]; PMSF
(Fluoreto de Fenil-Metil Sulfonila; Sigma P7626; FW= 174,19 g/mol) [1,74 mg/mL = 100

mM]. Mensurada por Enzyme-linked Immunosorbent Assay — ELISA (450 nm).

¢DOSAGEM DE INSULINA: Kit Cayman Chemical. (Imunoensaio Enzimatico),
sangue coletado em heparina, HEPAMAX — 5000 Ui/mL na concentracdo de 30Ui/mL de
sangue. Plasma armazenado com a adicdo de coquetel inibidor de hemdlise (EDTA
56,52 mg, Fenantrolina 16,25 mg) preparado em tampado de ensaio enzimatico, segundo
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instrucGes do fabricante, usado na propor¢do 10 pL/mL de plasma, e foi mensurada por

Enzyme-linked Immunosorbent Assay — ELISA (405 nm).

¢DOSAGEM DE ACIDOS GRAXOS LIVRES: Kit BioAssay Systems (Colorimétrico
Quantitativo), sangue coletado em EDTA na concentracdo de 2mg/mL de sangue.
Plasma armazenado com inibidores de proteases Leupeptina (Sigma L8511,
hemissulfato, FW = 475,59 g/mol), [2 ug/mL = 4,2 uM]; Aprotinina (Sigma A1153,
liofilizada; FW = 6511 g/mol) [2 ug/mL = 0,31 uM]; TLCK (cloridrato de N-Tosil-I-Lisina
Clorometil Cetona; Sigma T7254; FW = 369,31 g/mol). [1,85 mg/mL = 5 mM]; PMSF
(Fluoreto de Fenil-Metil Sulfonila; Sigma P7626; FW= 174,19 g/mol) [1,74 mg/mL =

100 mM]. Mensurada por Enzyme-linked Immunosorbent Assay — ELISA (570 nm).

¢ DOSAGEM DE GLICOSE: Kit Glicose Liquiform Labtest. (Imunoensaio Enzimatico),
sangue coletado em heparina, HEPAMAX — 5000 Ui/mL na concentrag¢do de 30Ul/mL de
sangue e Fluoreto (NaF) 4mg/mL de sangue. Mensurada por Enzyme-linked

Immunosorbent Assay — ELISA (520nm).

COLETA DOS TECIDOS

Apds a morte, os animais foram dissecados e procedeu-se a coleta dos tecidos de
interesse (pancreas, tecido adiposo, figado e musculos). Nos experimentos com musculo
esquelético, os mesmos (gastrocnémio e solear) foram coletados das duas patas
traseiras dos animais. Todos os tecidos foram retirados no tempo maximo de 03 (trés)
minutos pds-morte e imediatamente congelados em nitrogénio liquido com o auxilio de

freeze-clamp, e, em seguida, acondicionados em freezer com temperatura de -209C.
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Excecdes foram feitas apenas quando os tecidos musculares foram destinados a testes

in vitro de incubagdao com HSP70 e captagao de glicose.

Para as andlises da captacdo de glicose radiomarcada, foram coletados outros
tecidos, como o tecido adiposo epididimal, adiposo retroperitoneal, adiposo marrom,
coracdo, encéfalo, hipotdlamo, rim, jejuno, ileo, célon, linfonodos mesentéricos, baco,

timo e eritrdcitos, além dos tecidos ja listados anteriormente.

COIMUNOPRECIPITAGAO HSP-INSULINA

Para os ensaios de coimunoprecipitacdo, amostras de plasmas de ratos (tratados
sob diversas condi¢Ges experimentais) ou da proteina HSP70 (HSPA1A recombinante,
Enzo Life Sciences) na concentragdo final de 1 ng/mL, foram incubadas com quantidades
equimolares de insulina fria ou biotinilada (Sigma). Para os estudos de competicdo,
amostras de plasma, HSP70 (1,38 uM) e insulina biotinilada (1,38 uM) foram incubadas
em 125 plL finais em soro fetal bovino (Cripion) dialisado (cutoff 12-16 kDa) e
concentragdes crescentes de insulina regular (HI0210, Lilly) cujas concentragées finais
no ensaio foram de 0, 0,69, 1,38, 2,76, 5,50, 11,04 e 69 uM que equivalem, em termos
de quantidade de proteina por tudo a, respectivamente, 0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 e 50,0
ug, pelo periodo de duas horas a 37 °C em banho-maria com agitacdo. Para o ensaio
controle, ndo se adicionou insulina regular (HI0210, Lilly); para o controle negativo, (P1)
usou-se apenas 125 pL de soro fetal bovino (Cripion) dialisado (cutoff 12-16 kDa); e para
controle positivo (P2), o ensaio foi igual ao controle, porém, sem a adicdo de HSP70.

Informacgdes apresentadas esquematicamente no Quadro 01 abaixo.
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Insulina Insulina Regular Soro Dialisado |HSP72 | PBS
Biot.(uL) |(volume e quantidade) (uL)

CONTROLE 10 - 95 0,6 ng 10
0,5 ug 10 10-1[0,5 ug] 95 0,6 ng -
1ug 10 10 - [1 pg] 95 0,6 ng -
2ug 10 10 - [2 pg] 95 0,6 ng -
4 ug 10 10 - [4 pg] 95 0,6 ng -
8 ug 10 10 - [8 pg] 95 0,6 ng -
50 ug 10 10— [50 pg] 95 0,6 ng -
P1(-) - - 125 - -

P2 (+) 10 - 95 - 10

Tabela 01: Representacdo esquematica de ensaios para imunoprecipitagao.
Representacdo dos ensaios de imunoprecipitacdo de HSP70 (HSP70-A1l
recombinante) Enzo Life Sciences, insulina biotinilada (12258, Sigma), soro fetal
bovino (Cripion) dialisado, (cutoff 12-16 kDa) e concentracdes distintas de insulina
regular (H10210, Lilly).

Antes das adicdes dos anticorpos destinados as reagdes imunoldgicas e
imunoprecipitacdes, os meios de incubacdo foram pré-clarificados com soro pré-
imunizado de camundongo (nas imunoprecipitacdes de plasmas destinados a deteccao
de insulina ou HSP70) ou com anticorpo anti-HSP70 (2 ug/mL), quando as amostras
foram destinadas a competicdo entre insulina fria e marcada com biotina. Nos
experimentos com plasmas, as amostras foram imunoprecipitadas de duas maneiras
distintas: com anticorpo anti-insulina, lavadas e submetidas a eletroforese nativa (ndo
redutora e ndo desnaturante) e immunoblot contra HSP72/HSP73 ou com anticorpo
anti-HSP72/HSP73, lavadas e submetidas a eletroforese nativa (ndo redutora e ndo
desnaturante) e immunoblot contra insulina. Para as eletroforeses nativas, o tampao de
amostra foi constituido de Tris-HClI (60 mM, pH 6,8), glicerol (2% v/v) e azul de
bromofenol (0,01%, m/v). Neste caso, as amostras ndo foram fervidas para que fossem
preservadas as interacOes fracas ndo covalentes que pudessem existir fisiologicamente.
Nos experimentos de competicdo entre as insulinas (biotinilada e fria), a reacdo
imunoldgica foi realizada com anticorpo anti-HSP72/HSP73 sendo que a deteccdo das
proteinas, apds fervura (5 min) e eletroforese ndo redutora e de estringéncia branda
(com detergentes pouco estringentes), foi realizada com estreptavidina ultrassensivel
marcada com peroxidase de raiz forte. As visualizacdes foram efetuadas com reagente

ECL Prime, como descrito acima.
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Apds incubacdo, 375 L de tampao de imunoprecipitacdo ndo desnaturante — TIP
(Nonidet P-40, 1%, 1mL, Desoxicolato, 0,5%, 500mg, NaCl, 150 mM, 876,6 mg e Tris-HCl,
10 mM pH 7.4, 121 mg, (g.s.p. 100 mL de agua MilliQ acrescida de albumina sérica
bovina (A2153, Sigma) a 1 mg/mL)) foi adicionado aos ensaios, juntamente com 10 uL
de Proteina A/G Agarose e soro pré imune (camundongo) a concentra¢do final de

2 ug/mL. Incubados por 90 minutos a 4 °C sob agitacdo para clarificagdo da mistura.

Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 15000 x g por trinta segundos, e o
sobrenadante utilizado para o procedimento seguinte, onde se adicionou 10 uL de
anticorpo anti-HSP (2 ug/mL final), preparado através de dilui¢cdo 1:10 (H5147, BRM22 -
Sigma), com excecdo do controle positivo P2, incubados por mais 12 horas a 42C com
agitacdo. Transcorridas 12 horas, foram adicionadas 10 pL de proteina A/G Agarose (em
aproximadamente 500 pL de volume por amostra), e incubadas por mais 90 minutos a

4 °C com agitagao.

Finalmente, o material foi centrifugado a 15.000 x g por trinta segundos, e lavado
trés vezes com 1 mL de SDS-TIP (SDS a 0,1% (1 mg de SDS/mL de tampdo de
imunoprecipitacdo (10 mg de SDS sélido para 10 mL de TIP)) e uma vez com 1 mL de PBS
(NaCl (136,8 mM), KCI (2,7 mM), KH,PO4 (0,9 mM), Na,HPO4 (6,4 mM)), os pellets foram
fervidos em tampao de amostra nao redutor (H,0, 12 mL; Tris HClI 0,5 M pH 6,8, 10 mL;
SDS 20%, 8 mL; Glicerol, 8 mL; Azul de Bromofenol, 1 mg/mL, 2 mL). A eletroforese para
estas amostras foram feitas em gel de agarose em gradientes de 20% (H,0, 4,1 mL; Tris
HCl 1,4 M pH 8,8, 2,5 mL; SDS 10%, 100 pL; Bis-acrilamida 30% 6,6 mL; APS, 50 uL;
TEMED, 5 pL), 10% (H,0, 4,1 mL; Tris HCI 1,4 M pH 8,8, 2,5 mL; SDS 10%, 100 pL; Bis-
acrilamida 30% 3,3 mL; APS, 50 uL; TEMED, 5 uL ) e 5% (H,0, 4,1 mL; Tris HCl 1,4 M pH
8,8, 2,5 mL; SDS 10%, 100 uL; Bis-acrilamida 30% 1,65 mL; APS, 50 uL; TEMED, 5 uL), o
gel de entrada foi realizado a 4% (H,0, 3,1 mL; Tris HCI 0,5 M pH 6,8, 1,25 mL; SDS 10%,
50 uL; Bis-acrilamida 30% 665 pL; APS, 25 ulL; TEMED, 10 pL). A corrida foi realizada a 5
mA por gel até as amostras entrarem no gel de corrida sendo que, em seguida, aplicou-
se uma corrente de 10 mA por gel até saida do corante. Apds eletroforese. realizaram-
se- eletrotransferéncia (100V) e revelacdo do Western Blotting para insulina, anticorpo
anti-insulina (/18510, Sigma), na concentracdo 1:1.000, e segundo anticorpo, anti-IgG
conjugado, HRP-peroxidase (A7289), na concentracdo 1:10.000. A revelacdo das
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membranas foi realizada com ECL Prime (GE) a as imagens foram registradas por
sistema de aquisicdo e anadlise de imagens UV-visivel/quimiluminescéncia, ImageQuant
350 com lentes motorizadas e focagem automatica GE-HealthCare e software Image

Master TL 7.0.

INTERAGAO TEORICA DA PROTEINA DE CHOQUE TERMICO 70 (HSP70) COM INSULINA

MODELAGEM MOLECULAR E ANCORAGEM

O modelo molecular da HSP70 foi construido usando a sequéncia de aminoacidos
da proteina humana (VERSAO AAA02807.1 Gl: 292160); foram utilizadas como moldes
as entradas 3C7N (estrutura da madaquina de troca de nucleotideos HSP110:HSC70;
SCHUERMANN et al, 2008) e 3DPO (acoplamento alostérico na DnakK; LIEBSCHER &

ROUIJEINIKOVA, 2008), do Protein Data Bank (PDB). O software MODELLER v9.8
(SANCHEZ & SALI, 2000) foi utilizado para gerar os arquivos “.pdb”. Foi selecionado o
melhor entre cinquenta modelos gerados com base nos parametros fornecidos pelo
servidor PDBsum (http://www.ebi.ac.uk/pdbsum/) e seus plots PROCHECK (LASKOWSKI,
2009; LASKOWSKI ET AL, 1993). O presente modelo de HSP70 compreende o dominio de
ligacdo de nucleotideos (NBD), o dominio de ligacdo ao substrato (SBD) e o dominio C-
terminal. A fim de verificar como a intera¢gdo de HSP70 com insulina poderia ocorrer,
foram utilizados a entrada da base PDB “1ZEI_A” (para a insulina, WHITTINGHAM JL et
al, 1998) e o SBD de nosso modelo nos experimentos de ancoragem molecular. Estes
experimentos foram conduzidos no servidor de ancoragem ClusPro 2,0
(http://cluspro.bu.edu/) [KOZAKOQV et al., 2010; KOZAKOV et al., 2006; COMEAU et al.,
2004a; COMEAU et al., 2004b]. As ilustragdes moleculares e respectivas andlises foram
realizadas com o pacote de UCSF Chimera (http://www.cgl.ucsf.edu/chimera)

[PETTERSEN et al., 2004].
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CALCULO DA DINAMICA MOLECULAR (MD)

As melhores solu¢cdes matematicas para a ancoragem do complexo insulina-SBD e
os sistemas de HSP70 livre foram submetidos a simulagdo de dinamica molecular (MD)
com o software GROMACS 4 suite (HESS et al., 2008) utilizando um campo de forca
GROMOS96 53al (um campo de forca biomolecular com base na entalpia livre de
hidratacdo e solvatacdo; OOSTENBRINK et al., 2004). Os sistemas acima foram
solvatados em sistemas triclinicos usando condic¢des de limites periédicos, utilizando-se
o modelo de comportamento da dgua do tipo SPC (BERENDSEN et al., 1987). Contraions
foram adicionados para neutralizar o sistema. O protocolo de MD foi construido com
base em estudos anteriores (VERLI & GUIMARAES, 2004; POL-FACHIN & VERLI, 2012). O
método Lincs (HESS et al. 1997) foi aplicado para restringir os comprimentos das
ligacdes covalentes, permitindo um intervalo de integracdo de 2fs apds uma
minimizacdo da energia inicial utilizando-se o algoritmo Steepest Descents. As possiveis
interacGes eletrostaticas foram calculadas pelo método da malha particular de Ewald
(DARDEN et al., 1993). A temperatura e a pressao foram retidas em niveis constantes
mantendo-se as proteinas acopldveis, os ions e o solvente em equilibrio com a
temperatura e a pressao externa do banho através, respectivamente, das seguintes
constantes de acoplamento: T = 0,1 e 0,5 ps (BERENDSEN et al., 1984). A constante
dielétrica foi assumida como € = 1, e a temperatura de referéncia foi ajustada a 310 K
(37 °C). O sistema foi aquecido lentamente de 50 K (-223 °C) a 310 K (37 °C), permitindo
termalizacdo progressiva. A simulagao foi, entao, realizada até 75 ns, sem restricdo, e o
valor de referéncia de 3,5 A entre 4tomos pesados foi assumido como sendo de uma
ligacdo de hidrogénio, enquanto que um angulo limite de 30° foi utilizado entre o
complexo hidrogénio doador-receptor (HESS et al ., 2008). Os resultados relativos a
predicdo 1A sdo fruto da parceria entre o nosso laboratério (Laboratdrio de Fisiologia
Celular - da UFRGS) e o Laboratdrio 32 do Departamento de Bioquimica da UFRGS,

coordenado pelo Prof. Dr. José Claudio Fonseca Moreira.
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CALCULOS E EQUACOES

CALCULOS DOS PESOS MOLECULARES DOS COIMUNOPRECIPITADOS DE INSULINA

BIOTINILADA E HSP70

Os pesos moleculares dos coimunoprecipitados de insulina biotinilada e HSP70

foram calculados com base no logaritmo dos pesos moleculares dos padrdes coloridos

(ou biotinilados) empregados, conforme mostrado na figura 2abaixo.

runlength onPowerPoint {(in} runlength{in} apparentMWr{Da} InMWr log MW
-2.06 0.00 3000 8.987 3.903
-1.70 0.2a 12000 9,393 4,079
-1.37 0.69 20000 9.903 4,301
-0.76 1.20 45000 10.714 4,853
0.09 2,15 60000 11.002 4,778
1.16 3.22 loooo0 11.513 5.000
2.02 4.08 220000 12.301 5.342
Resultados de "y" a pa_rtir da equacio linear:
distance x{in) kconverted "y =logMWr MWr=10ny MWr (kDa)
2.04 4.104 5.3735] 236309 230
1.92 3.99 5.3340 2157 86) 210
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= R? = 0.955
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Figura 2. Calculos relativos aos pesos moleculares dos ensaios

coimunoprecipita¢ao de insulina biotinilada e HSP70.
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MODELO DE AVALIAGAO DA HOMEOSTASE — HOMA-IR:

Foi utilizada andlise da resisténcia a insulina pelo método do HOMA - Homoestasis
Model Assessment (MATTHEWS et al., 1985). A equacgao para a resisténcia a insulina,
leva em consideracdo uma amostra de sangue de jejum, e foi derivada pela utilizacdo do

produto da insulinemia X glicemia, dividido por uma constante:

glicemia xinsulinemia

HOMA — IR =
22,5

Nesta equacdo, a glicemia é dada em mmol/L e a insulinemia, em pU/mL. A
equacao utilizada para transformacdo de mg/dL utilizada foi: valor da glicemia em mg/dl

+ 18,06) (WALLACE et al., 2004)
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AREA INCREMENTAL SOB A CURVA - IAUC

Para a andlise da area incremental sob a curva, a mesma foi calculada

geometricamente através da aplicagcdo da regra trapezoidal, excluindo-se do célculo as

areas abaixo da linha de jejum (USA FAO, 1997).
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/| & & & o
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Figura 3. Representacdo esquematica das formas geométricas, base para os
cdlculos da area incremental sob a curva. IAUC* = A1+A2+A3+A4 = {[30. (G30+
G60+ G90) ]+ (15. G120) — (105. GO)} (em min.mg/dL). Considerando o peso
molecular da glicose, 180,16 mg/mmol, dividindo a IAUC (em min.mg/dL) por

18,016, obtém-se o valor em min.mM.
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Figura 4. Representacgao ilustrativa da aplicagdo equacional no trapézio para os
calculos da area incremental sob a curva.
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CALCULO DO VOLUME TOTAL DE SANGUE DOS RATOS PARA DETERMINAGAO DO
VOLUME DE ANTICORPO ANTI-HSP70 OU HSP70 A SER INJETADO

Para determina¢do do volume de anti-HSP70 (3A3 da Santa Cruz, sc-32239) ou
HSP70 (HSP70-A1, Enzo Life Sciences) a ser injetado em cada rato, usou-se a equacao de

Lee (1985):
volume de sangue = (0,06 Xp) + 0,77

Assim, 1 rato tem (0,06.P+0,77) mL de sangue (LEE & BLAUFOX,1985), sendo P o

peso em gramas. Um rato de 250 g tera cerca de 0,06.250+0,77 = 15,77 mL de sangue.

A construcdo do ensaio experimental partiu do pressuposto que a concentracao
maxima de HSP70, conforme dados prévios de nosso laboratério, é de 10 ng/mL;
portanto, num rato de 250 g, teremos 2,19 picomols totais de HSP70 circulantes em
uma situacdo de estresse. Assim, uma férmula geral pode ser dada por: HSP70 = 10
ng/mL x (0,06.P+0,77) x 1000 pmol/nmol / 72000 ng/nmol = (600.P+7700)/72000 pmol =
(6.P+77)/720 pmol de HSP70 por rato de peso P (em gramas) para uma concentragdo de
10 ng/mL de HSP72 circulante.

e DETERMINACAO DO VOLUME DE HSP70 A SER INJETADO

A dose de HSP72 (HSP70-Al1, Enzo Life Sciences) a ser injetada foi calculada
considerando-se a relagdo de volume sanguineo pelo peso corpdreo descrita em Lee &
Blaufox (1985), calculada para que a concentragdo de HSP72 injetada fosse de 1 ng/mL
(13.9 pM), x=(0,06.P+0,77) mL x 1 ng/mL = 15,8 ng por rato, assumindo-se que o rato
tenha 250 g. Nos casos de peso maior, multiplicou-se esta dose pela quantidade de peso
maior que 250 g (por exemplo: 300 g, multiplicar essa dose de 15,8 ng por 300/250 =
1,2, ou seja, esse rato de 300 g deve receber uma dose de 18,96 ng). Foram injetadas
endovenosamente doses de HSP72 de modo que a concentracdo plasmatica deveria

atingir 1 ng/mL (13.9 pM).
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DETERMINAGAO DO VOLUME DE ANTICORPO ANTI-HSP70 A SER INJETADO

O anticorpo anti-HSP70 utilizado (clone 3A3 da Santa Cruz, sc-32239) reconhece
ambas as principais formas de HSP70 (constitutiva e induzivel), e vem formulado a 0,2
mg/mL de 1gG1 = 0,2 ug/ulL (1 ug de I1gG em 5 uL). Considerando-se que as IgG possuem
peso molecular de aproximadamente 150 kDa (150.000 pg/umol), 1 ug de IgG contém
aproximadamente 6,67 pmol de IgG, ou seja, em 5 uL (1 ug) temos 6,67 pmol de IgG
anti-HSP70, isto é, 1,3 pmol/ulL. Entretanto, as IgG apresentam dois sitios de ligacdo a
antigenos (Fab'); portanto, com essas quantidades, tem-se uma capacidade de ligacao

de 2,667 pmol/ul de anticorpo a 0,2 mg/mL.

Desta forma, foram utilizadas quantidades de anticorpo suficientes para
neutralizar (supondo-se que estequiometricamente) todo o conteiddo de HSP70
presente no sangue circulante, utilizando-se o seguinte cdlculo para determina¢dao do

volume a ser injetado, via intraperitoneal: (100.volume sangue)/960,48.

Para injecdo do anticorpo, o volume obtido a partir do calculo anterior foi

complementado com PBS até o volume total de 200pl.

CALCULO DA RADIOATIVIDADE ESPECIFICA

Para o calculo da radioatividade especifica, utilizou-se a seguinte equacgdo:

[(dpm/mL de radioatividade plasmatica) / (umol/mL de glicose plasmatica)].

Os resultados de radioatividade especifica de cada animal (em dpm/umol) foram
utilizados para calcular a quantidade de glicose (em pmols) captada em cada tecido
analisado. A radioatividade foi lida em contador LKB Wallac 1209 RACKBETA liquid
scintillation counter FLEXI-VIAL, em dpm. Para efeitos comparativos, 1 uCi = 2,22 x 106

dpm.
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ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica foram realizados diversos testes como: Analise de
Variancia (ANOVA) de Medidas Repetidas, seguido do teste de Tukey para andlise das
glicemias ao longo dos testes de tolerancia a glicose e teste de tolerancia a insulina;
Analise de Variancia de uma via seguido do Teste de Tukey, para andlise e 3 ou mais
variaveis/grupos; Andlise de Variancia de duas vias, fator 1: ‘tempo experimental’, fator
2: tratamento ‘C vs HS’, seguido de teste de Tukey para dados relativos a insulinemia,
acidos graxos livres e HSP72, HSP73 e HSP70 total em diferentes tempos experimentais
pds-choque térmico; Teste t de Student independente para a comparacdo entre os
grupos Controle (C) e Choque térmico (HS). Os resultados sdo expressos como
média % erro padrdao da média. As diferencas foram consideradas significativas para um
nivel de significancia de, pelo menos, 5% (p<0,05). O tratamento estatistico foi
desenvolvido no programa estatistico GraphPad 3.0 Instat DTCG e programa IBM SPSS
Statistics 20.0.0.

TRANSFORMACAO DE DADOS NAO PARAMETRICOS EM PARAMETRICOS:

E necessdria a transformacdo de dados a serem submetidos a ANOVA para a
obtencdo de homocedasticidade (homogeneidade de variancia) para que sejam
avaliados os efeitos de determinados fatores sobre a abundancia de uma populagao de

dados. Porém, quando os dados apresentados aparecem com uma alta frequéncia de
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valores iguais a zero, acrescenta-se uma constante (0,5) a cada um dos dados

(YAMAMURA, 1999). Os dados assumem um novo valor segundo a férmula:
valor =+4x + 0,5

onde x é o valor real apresentado por cada dado amostral. A falta de
conhecimento sobre a distribuicdo de probabilidade das varidveis é a caracteristica que
leva a se adotar o procedimento proposto por Yamamura, que sugere como parametro
constante o valor 0,5. No caso deste trabalho em particular, a ocorréncia de muitos
valores iguais a zero nas medidas de HSP72 e HSP73 por ELISA (na verdade, valores

abaixo dos niveis detectdveis pela técnica) levou-nos a tal opcao.
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HIPOTESES, PREDICOES E RESULTADOS

Seguindo a linha de raciocinio desenvolvida no capitulo de Introdu¢do passamos a
investigar se a eHSP70 liga-se a insulina circulante e qual seria o papel fisioldgico de tal

ligagao.

HIPOTESE 1: HSP70 funciona como chaperona extracelular ligando-se a insulina

PREDICAO 1A: A HSP70 extracelular deve ligar-se a insulina com alta afinidade em
simulagdes matematicas.

Se a ligacdo entre a HSP70 e a insulina ocorre na circulagdo sanguinea, esta deve
ser demonstrada em modelo in silico de modelagem matemadtica, que deve mostrar

ancoragem e ligacao da insulina ao sitio de ligacao de peptideo da HSP70.

RESULTADOS RELATIVOS A PREDICAO 1A:

Os resultados dos ensaios in silico indicam ancoragem de alta afinidade e interacao
estavel entre a proteina de choque térmico de 70 kDa (HSP70) e a insulina.
Apresentamos na Figura 5 imagem de um refinamento da solu¢do de ancoragem entre o
dominio de ligacdo ao substrato (SBD) da HSP70 e a insulina através da dinamica
molecular (MD). As corridas de MD entre o SBD da HSP70 e a insulina mostraram,
através da analise de residuos pelo método do desvio quadrdtico médio (Root-mean-
square deviation, RMSD) da posicdao de cada atomo, que o sistema mostrou-se estavel

por até 20 ns apds o inicio da simulacdo (Figura 6a). A distancia entre o centro de massa
55



dos dois componentes proteicos do sistema de ancoragem (HSP70 e insulina) é
constante ao longo de todo o periodo de simulagdo (Figura 6b), como pode ser
observado através da sobreposicdo dos quadros inicial e final durante a trajetéria das
corridas de MD (Figura 5c), e pelo fato de o raio de giro do sistema sugerir que se trata
de um processo de compactacdo tipico da interacdo entre dois peptideos em solucdo

(Figura 6c).

A andlise da interface de interacdo a partir do primeiro quadro da corrida de MD
da solucdo de ancoragem (interacdo proteina-proteina) com o PDBsum mostrou que a
superficie de contato do SBD da HSP70 é de 1036 A com 23 residuos de interacdo, e a da
insulina é 1091 A com 19 residuos de interacdo. As interacdes entre estes residuos s3o
compostas principalmente por contatos ndo covalentes (102 ao todo) com algumas
ligacGes de hidrogénio (8 no total) (Figura 7c). A interface de interacdo observada a
partir do ultimo quadro da dinamica molecular da solu¢dao de ancoragem com PDBsum
(também interacdo proteina-proteina) mostrou que a superficie de contato para SBD de
HSP70 é 870 A com 20 residuos de interacdo, enquanto que a da insulina é 989 A, com
13 residuos interagindo. Neste caso, também, as interacdes entre os referidos residuos
sdo compostas principalmente por contatos ndo covalentes (96 ao todo) com algumas

ligacdes de hidrogénio (total, 12)(Figura 7d).
Estes resultados indicam que a interacdo entre o dominio de ligacdo de substrato

(SBD) da HSP70 é estavel.

O sistema acoplado foi muito estavel durante o curso de 60 ns da simulacdo, e
mostrou uma quantidade significativa de residuos de interacao na interface de proteina-
proteina. O detalhamento da técnica empregada esta descrito no capitulo de Materiais

e Métodos e em GRUNWALD (2013).
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Figura 5. Modelagem molecular da interacio entre HSPA1lA e insulina. 5a)
Modelo molecular da interacdo entre a HSP70 e a insulina, gerado com MODELLER
v9.8. Foi selecionado o melhor modelo entre cinquenta com base nos parametros
fornecidos pelo servidor PDBsum (http://www.ebi.ac.uk/pdbsum/). O modelo
compreende o dominio de ligacdo de nucleotideos (NBD), o dominio de ligacdo do
substrato (SBD) e o dominio C-terminal. 5b) Diferentes pontos de vista dos
experimentos de acoplamento entre o dominio de ligacdo do peptideo (da HSP70)
e insulina por ClusPro 2.0 (http://http:// cluspro.bu.edu/). Para a insulina, foi
utilizada a entrada 1ZEl_F no Banco de dados de Proteinas (PDB), o dissulfeto
formando cisteinas da insulina (CYS19 e CYS52, CYS43 e CYS38) sdo destacadas em
amarelo. A insulina estd mostrada em rosa, e o dominio de ligacdo do peptideo da
HSP70 esta colorido em verde. 5¢) Superimposicdo dos quadros inicial e final da
corrida de dinamica molecular entre a HSP70 e a insulina. Ambas as estruturas
iniciais estdo em amarelo. No quadro final, o sitio de ligacdo de peptideos (PBD) da
HSP70 estd em magenta e a insulina em azul. Todas as imagens foram obtidas com
o software CHIMERA UCSF.
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Figura 6. Simula¢ao de dinamica molecular para o acoplamento entre a HSPA1A
e a insulina. Pardmetros estruturais tempo-dependentes das simulacdes da
dindmica molecular (MD). a) Andlise de residuos pelos desvios quadraticos médios
(RMSD) da posigdo de cada atomo na solugao de acoplamento entre o dominio de
ligacdo do peptideo (PBD) da HSP70 e insulina. b) Raio de giro dos componentes
do sistema em separado. c) Distancia entre o centro de massa dos dois
componentes do sistema.
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Figura 7. Diagramas de intera¢ao proteina-proteina entre HSPA1lA e insulina.
Extratos dos diagramas de interacdo proteina-proteina em PDBsum para PDB
resultantes dos quadros inicial e final das dindmicas moleculares da solucdao de
acoplamento entre o dominio de ligacdo do substrato (SBD) da HSP70 e insulina.
(@) Imagem em miniatura do modelo estrutural em 3D do quadro inicial da solugdo
de ancoragem; o SBD da HSP70 estd em magenta (cadeia A) e a insulina, em
vermelho (cadeia B). (b) Imagem em miniatura do modelo estrutural em 3D do
quadro final da solu¢do de ancoragem; SBD da HSP70 é dado em magenta (cadeia
A) e insulina, em vermelho (cadeia B). (c) Detalhe das interagdes individuais
residuo-residuo através desta interface do quadro inicial da dinamica molecular da
solucdo de ancoragem. (d) Detalhe das interagbes individuais residuo-residuo
através desta interface do quadro final da dindmica molecular da solug¢dao de
ancoragem.
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PREDICAO 1B: Se os resultados in silico sio verdadeiros, HSP70 extracelular deve ligar-
se in vivo a insulina e coimunoprecipitar com a mesma no plasma

Se a abordagem tedrica apresentada na Predicdo 1A for considerada como de
ocorréncia real, a ligacdo entre a HSP70 e a insulina deve ocorrer também em solucdes
reais. Consequentemente, uma reag¢ao de imunoprecipitacao de plasma com anticorpo
anti-insulina deve revelar a presenca de HSP70 coimunoprecipitada, e vice-versa,

mostrando que as duas encontravam-se ligadas no plasma.

RESULTADOS RELATIVOS A PREDICAO 1B:

Para demonstrar a ocorréncia de ligacdo entre HSP70 e a insulina plasmaticas,
foram realizadas abordagens de imunoprecipitacdo, que confirmam os resultados dos
experimentos de simulagdo matemadtica de que ocorre ligacdo entre a eHSP70 e a

insulina circulantes.

Para verificarmos se o efeito do desafio hipoglicemiante induzido por insulina e/ou
jejum poderia estar relacionado com a liberacao de HSP70 na circulagdo e sua ligacao da
insulina a HSP70 circulante, amostras de plasmas de animais alimentados, em jejum (de
6 ou de 15 horas), com e sem tratamento com insulina (insulina de a¢do rapida- Regular
e insulina de acdo lenta- Detemir) foram imunoprecipitados contra a insulina, com
anticorpo especifico. Apds a reacao imunoldgica, as amostras foram lavadas e
submetidas a eletroforese nativa e imunodeteccao de HSP70 com anticorpos especificos
(cf. Material e Métodos). O resultado revelou coimunoprecipitacdo de HSP70 em, pelo
menos, duas bandas de alto peso molecular (> 150 kDa, peso molecular da IgG |),

conforme ilustrado na figura 8.
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Figura 8. Coimunoprecipitagao de HSP70 utilizando-se anticorpo anti-insulina em
amostras de plasmas. Membrana representativa de experimento realizado com
amostras de plasmas de ratos alimentados, em jejum com e sem tratamento com
insulina, apds imunoprecipitacdo com anticorpo anti-insulina. Apds a reacdo
imunoldgica e eletroforese nativa, as amostras foram reveladas com anticorpo
monoclonal anti-HSP70 (clone BRM22 que reconhece as formas HSP72 e HSP73). (A)
Membrana corada com Vermelho de Ponceau S. (B) Proteinas reveladas por
quimiluminescéncia. (C) Representacdo grafica ILUSTRATIVA da imagem, quantificada
em mm? (o ponto de interrogacdo no grupo 8 indica impossibilidade de quantificacdo).
Grupos: 1= alimentado; 2= jejum de 15 horas; 3= jejum 15 horas, sacrificado 4 horas
apos administracao de insulina Detemir; 4= jejum de 15 horas, sacrificado 10 horas apds
administragdo de insulina Detemir; 5= alimentado; 6= jejum de 6 horas; 7= jejum de 6
horas, sacrificado 15 minutos apds a administragao de insulina regular; 8= jejum de 6
horas, sacrificado 60 minutos apds administragao de insulina regular e 9= jejum de 6
horas sacrificado 180 minutos apds a administracdo de insulina regular.
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Parte das amostras de plasma dos animais submetidos a jejum com/sem insulina
foi submetida a quantificacdo em kit especifico para a forma induzivel da HSP70
(HSP72), insulina e glicose, cujos resultados sdo mostrados na Figura 9. Observa-se
declinio acentuado da glicemia de jejum a partir de 15 minutos apds a administragcao de
‘regular’, ou seja, uma acao rapida e intensa da glicemia, que se acentua aos 30 minutos

e, em seguida, se mantém estdavel.

No grupo de animais tratados com a insulina Detemir, o efeito hipoglicemiante é
observado a partir de 30 minutos (3,43%£0,27mM) depois da injecdo da insulina
mantendo-se baixo durante o tempo de analise, ou seja, até 120 minutos. Neste mesmo
grupo, observa-se aumento da concentracdo de HSP70 na circulacdo a partir do
momento em ocorre o declinio da glicemia com um pico (0,77+0,13 ng/ml) no momento

em que a glicemia atinge valor critico (3,17£0,15 mM).
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Figura 9. Concentracdao plasmatica de glicose, insulina e HSP72 em amostras de
plasma. Concentra¢des plasmaticas de (A) glicose, (B) insulina e (C) HSP72 nas
amostras de plasma obtidas de animais mantidos em jejum de 15 horas (grupo
Insulina Detemir) e 06 horas (grupo Insulina Regular) e submetidos a
administracdo de 1U/kg de Insulina (Regular- de acdo rapida e Detemir- acdo
lenta). As amostras de plasma foram coletadas de 15 em 15 minutos para
determinacdo de glicose, insulina e HSP72 por kits especificos. Alim= animais
alimentados; Jejum= animais em Jejum no tempo zero (0). Dados expressos
médiatepm; n=3, com duplicata. Andlise de variancia seguido pelo Teste de Tukey.
A) Glicemia:* Jejum vs Alimentado 0 min; # Jejum vs Ins Reg 15, 30, 60, 90 e 120
min e Alimentado 0 min; ** Ins Det 30 min vs Jejum 0 min e Alimentado 0 min
para p < 0,05. B) Insulina: * Det15 min vs Jejum e ao Alimentado 0 min; C) HSP72:
* Det 15 min vs Det 60 min e 90 min; # Det 120 min vs Det 60 min e Det 90 min
para p <0,05.
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Foi preparado outro protocolo experimental para conferir novamente a
coimunoprecipita¢dao das duas proteinas (insulina e HSP70). Em um primeiro conjunto
de experimentos, padrdes nativos de HSP72 e insulina, isolados ou em combinacdes,
foram incubados por 90 min a 37 °C sob agitacao e, posteriormente, imunoprecipitados

contra a insulina apés clarificacdo com soro pré-imunizado de camundongo.

Conforme mostrado na Figura 10, a simples incubag¢dao da HSP70 no soro dialisado
(banda 3 da Figura 10) leva a sua coimunoprecipitacgdo com a insulina revelando duas
bandas principais quando reveladas contra HSP70 nas membranas de nitrocelulose (uma
de cerca de 150 kDa correspondente a IgG utilizada nos ensaios, e outra correspondente
ao peso molecular da prdpria HSP72). Quando ambas as proteinas sdo incubadas juntas
(banda 4 da Figura 10), a banda correspondente a HSP70 isolada desaparece e sé é
encontrada uma resposta de imunodeteccdo contra HSP70 na mesma banda de cerca de
150-200 kDa. Quando incubada sozinha em soro dialisado (cutoff de 16 kDa), a insulina
imunoprecipitada também revela imunodeteccdo de HSP70, sugerindo que a insulina
reagiu com alguma HSP70 previamente presente no plasma utilizado, o que é
confirmado pela imunoprecipitacdo da insulina em soro controle (banda 6 da Figura 10)

em que se observa a coimunodetecg¢do de HSP70.
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Figura 10. Coimunoprecipitacdo de HSP70 utilizando-se anticorpo anti-insulina e
insulina. Grupos 1= HSP70 recombinante preparada diretamente em tampao de
amostra e submetida a eletroforese; 2= Insulina recombinante preparada
diretamente em tampao de amostra e submetida a eletroforese; 3= somente
HSP70 incubada em Hanks imunoprecipitada contra insulina; 4= HSP70
recombinante e Insulina incubadas em Hanks; 5= Insulina recombinante incubada
em Hanks; 6= plasma controle (animal alimentado) incubado com soro pré-imune
de camundongo. Apds as imunoprecipitacdes, as amostras, submetidas a
eletroforese nativa e eletrotransferéncia, foram reveladas com anticorpo anti-
HSP70.

Num segundo conjunto de experimentos, os mesmos padrdes nativos de HSP72 e
insulina, isolados ou em combinagdes, foram incubados por 90 minutos a 37 °C sob
agitacdo, e, posteriormente, imunoprecipitados contra a HSP70 apds clarificagdo com

soro pré-imune de camundongo.
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Conforme mostrado na (Figura 11), as amostras incubadas com anticorpo anti-
HSP70 revelam insulina na altura do peso molecular entre 15-17 kDa, sugerindo a

formacdo de um trimero de insulina (PM ~5,5 kDa).
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2*! Insulinarec. tamp3o

“*] HSP70 incubada em soro

- HSP70 e Insulina incubadas em soro
Insulinarec. incubada em soro

's»! Sorodialisado

15-17 kDa
Trimerode Insulina?

Figura 11. Coimunoprecipitacao de insulina utilizando-se anticorpo anti-HSP70.
Grupos 1= HSP70 recombinante preparada diretamente em tampao de amostra e
submetida a eletroforese; 2= Insulina recombinante preparada diretamente em
tampao de amostra e submetida a eletroforese; 3= somente HSP70 incubada em
Hanks imunoprecipitada contra insulina; 4= HSP70 recombinante e Insulina
incubadas em Hanks; 5= Insulina recombinante incubada em Hanks; 6= plasma
controle (animal alimentado) incubado com soro pré-imune de camundongo..

Apds as imunoprecipitagdes, as amostras, submetidas a eletroforese nativa e
eletrotransferéncia, foram reveladas com anticorpo anti-insulina.
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Para confirmarmos, uma vez mais, a identidade da coimunoprecipitacdo e
testarmos sua especificidade, foram preparados experimentos em que HSP70
recombinante foi incubada na presenca de insulina biotinilada (identificada
eletroforeticamente depois dos ensaios), tendo em vista que os anticorpos anti-IgG
marcados com peroxidase poderiam estar apresentando reacdes cruzadas com os
anticorpos usados nas imunoprecipitacdes (IgG de camundongo para precipitar HSP70 e
IgG de cobaio para precipitar a insulina). Nos experimentos anteriores, quando a
insulina foi precipitada com IgG de cobaio, foi utilizada IgG de coelho anti-lgG de
camundongo (usado na detecgdao de HSP70) e, quando HSP70 foi imunoprecipitada com
IgG de camundongo, foi utilizada IgG de cabra anti-IgG de coelho (usado na deteccdo de
insulina). Embora os anticorpos secunddrios marcados com peroxidase sejam muito
especificos para reconhecer apenas as IgGs apresentando reacdo imunoldgica, sempre
resta a duvida de que as IgGs secunddrias possam estar reagindo com partes das IgGs
utilizadas nas imunoprecipitacbes, e que ndo tenham se dissociado durante a

eletroforese nativa.

Por estas razdes, foram preparados experimentos similares, substituindo-se a
técnica de revelacdo das proteinas pos-eletroforese pela simples reagcdo com
estreptavidina conjugada com peroxidase (estreptavidina-HRP), que se liga fortemente a
proteinas biotiniladas. Assim, foram incubadas quantidades crescentes de insulina fria,
(0; 0,69; 1,38; 2,76; 5,50; 11,04 e 69 uM, correspondentes a 0; 0,5; 1,0; 2;0; 4,0; 8,0 e
50 ug por ensaio, conforme descrito em Materiais e Métodos) na presengca de
concentragdo fixa de insulina biotinilada (1,38 uM) e idéntica quantidade de HSP72
(1,38 uM). Apds as incubagdes, as amostras foram imunoprecipitadas com anticorpo
anti-HSP70 (clone BRM22, feito em camundongo, que reconhece ambas as principais
formas da HSP70, HSP72 e HSP73), submetidas a eletroforese ndo redutora e pouco
estringente para preservar as ligacGes intermoleculares e eletrotransferidas para
membranas de nitrocelulose. As proteinas biotiniladas foram reveladas com

estreptavidina-HRP com o auxilio de reagente ECL Prime (GE).

Os experimentos de competicdo (Figura 12) revelaram marcacdo decrescente nas
bandas onde maiores quantidades de insulina fria foram coincubadas com uma

constante de dissociacao de valor na faixa de 1 pM.
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Os pesos moleculares dos coimunoprecipitados de insulina biotinilada e HSP70

foram calculados conforme mostrado na Figura 2, no capitulo Materiais e Métodos.
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Figura 12. Coimunoprecipitagdo competitiva de insulina biotinilada com HSP70 e
calculos relativos a constante de dissociagdo (Kd) da ligagdo entre insulina e
HSP70. Incubagdo de HSP72 (fixa, 1,38 uM) com concentra¢bes decrescentes de
insulina biotinilada seguida de imunoprecipitagdo da HSP72 e revelagdo com
estreptavidina. (A) Gel representativo da coimunoprecipitacdo competitiva de
insulina biotinilada com HSP70; (B) Grafico representativo dos calculos realizados
com diagrama de Eadie-Hofstee (binding x binding/[insulina]; Kd é o coeficiente
angular da reta e (C) Médias do Kd (pM).

Somados, os resultados das imunoprecipitagdes confirmam os experimentos in

silico sugerindo que existe interacdo proteina-proteina entre a HSP70 e a insulina, e que

esta interacdo parece ser do tipo chaperona-proteina cliente, uma vez que a insulina

liga-se ao dominio de ligacdo a proteinas, pelo menos na abordagem tedrica

apresentada acima.
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HIPOTESE 2: A ligacdo de HSP70 com a insulina indisponibiliza 0 horménio para ligagdo
a seus receptores in vivo provocando aumento na oferta de glicose para o plasma

Tendo em vista que a HSP70 liga-se a insulina, vem a pergunta: Por que se liga?
Qual o papel fisiologico? Supde-se que deva existir um papel fisioldgico relevante para a
ligacdo entre esta proteina de choque térmico e um importante hormoénio de regulacao
glicémica, a insulina, considerando que durante o processo evolutivo a HSP70 foi
minuciosamente selecionada para papéis de defesa-chave em varias situacdes de
estresse. Uma possibilidade é de que esta ligacdo seja uma estratégia de provocar a
diminuicdo da utilizacdo periférica de glicose e a manutencdo da condicdo de
normoglicemia durante momentos de estresse, até que as moléculas circulantes de
insulina tenham sido descartadas da circulacdo. Neste sentido, ha que se considerar o
tempo de permanéncia da insulina na circulagdo, ja que cada molécula de insulina
persiste por mais de uma hora na circulagdo depois de ter sido secretada. Este periodo
seria tempo suficiente para o desenvolvimento de severa hipoglicemia caso o hormoénio

persistisse agindo nestas situagdes de estresse.

PREDICAO 2A: O choque térmico deve elevar a concentra¢do de eHSP70 circulante e
assim, promover altera¢do na resposta glicémica.

O choque térmico, como fator de estresse, estimula a expressao e secrecao de
HSP70 para o meio extracelular e, assim, tem potencial para aumentar sensivelmente as
concentragOes plasmaticas de HSP70. Destarte, apdés o choque térmico devemos ter
eHPS70 na circulacdo, e esta deve se ligar a insulina causando diminuicdo da acdo
insulinica, o que podera ser observado na resposta do organismo ao teste de tolerancia

a glicose.
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Para comprovarmos o efeito do choque térmico sobre o nivel glicémico, foram
realizados testes de tolerancia a glicose (GTT, 1 g de glicose/kg de peso, via i.p) em
diferentes tempos (06, 12 e 24 horas) apds os animais terem sido submetidos ao choque
térmico. Os valores de glicemia foram mensurados ao longo de 120 minutos apds a

administracdo de glicose.

RESULTADOS RELATIVOS A PREDIGAO 2A:

O choque térmico causa maior elevacdo da concentracdao de glicose circulante
durante o teste de tolerancia a glicose, confirmando a Predigao 2A, no tempo
experimental 12 horas pds-choque térmico. Neste tempo experimental, o grupo
submetido ao choque térmico apresentou elevacdo da glicemia de cerca de 120% em
relacdo a glicemia de jejum, representando um acréscimo na concentracdo circulante de
glicose de aproximadamente 80mg/dL apds (30minutos) a injecdo de glicose. Ja no
grupo controle, o aumento da glicemia foi de cerca de 50 mg/dL, correspondendo a um

aumento de cerca de 70% em relagao a glicemia de jejum (Figura 13B).

O resultado do teste de tolerancia a glicose com animais sem restricdo alimentar é
semelhante, apesar de uma diferenga na elevagao ainda maior na glicemia no grupo
choque térmico. No grupo choque térmico, observamos um pico glicémico de cerca de
150 mg/dL ,enquanto que, no grupo controle, a glicemia chegou em cerca de 100 mg/dL
30 minutos ap6s a injecao de glicose, o que significa que no grupo choque térmico a

elevagdo da glicemia foi cerca de 40% maior do que no grupo controle (Figura 13 D).

A diferenga, portanto, na disponibilidade de glicose circulante entre os animais do
grupo choque térmico e o respectivo controle 30 minutos apds a injecdo, indica que o
choque térmico modifica a resposta glicémica durante o teste de tolerancia a glicose,

quando este é realizado no periodo pds-choque térmico de 12 horas (Figura 13B e 13D).

O efeito do choque térmico sobre a resposta glicémica nao foi diferente entre os
grupos experimentais (C e HS) quando o teste de tolerancia a glicose foi realizado nos
tempos de 06 (Figura 13A) e 24 horas (Figura 13C e 13E) apds o choque térmico (Figura

13A e 13C). Contudo, a variacdo da glicemia entre o tempo zero e 120 minutos da curva
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glicémica, no grupo choque térmico, no tempo experimental 06 horas pds-choque
(Figura 13A), parece anunciar uma condicdo de menor tolerancia a glicose, visto que a
capacidade de recuperacdo da glicemia 120 minutos apds a administracao de glicose é
diferente entre os animais submetidos ao choque térmico e os respectivos controles. A
curva glicémica dos animais do grupo HS, 06 horas depois do choque térmico, indica
uma concentragdo circulante de glicose 48% superior a respectiva glicemia de jejum,
enguanto que, no grupo controle, o declinio da curva indica uma completa recuperacao

da glicemia de jejum (Figura 13A).

Os valores da glicemia de jejum de ambos os grupos ndo sdo diferentes em
nenhum dos tempos pds-choque avaliados. Os animais de ambos os grupos
apresentam-se normoglicémicos em jejum, exceto imediatamente apds o choque
térmico (efeito do anestésico). Apds a obtencdo dos dados relativos aos testes de
tolerancia a glicose, procedeu-se o calculo da drea incremental sob a curva, calculada
geometricamente por meio da aplicacdo da regra trapezoidal, excluindo-se as areas
abaixo da linha de jejum. Os valores obtidos (Figura 14) confirmam que a resposta a
sobrecarga de glicose é diferente nos animais submetidos ao choque térmico em
comparagao ao grupo controle. A drea incremental sob a curva dos animais submetidos
ao choque térmico é maior do que a do grupo controle quando o teste de tolerancia é
realizado 12 horas apds o choque térmico, tanto para os animais mantidos em jejum
como para os animais sem restricdo alimentar (antes do teste). Do mesmo modo
conforme observado nas curvas glicémicas, as IAUCs dos grupos C e HS ndo sdo
diferentes quando o teste de tolerancia a glicose é realizado 06 e 24 horas apds o

choque térmico.

72



-€=C

250 A
A —&—HS
—~ 200
—
o
S~
g 150
R
£ 100
Q
L
Y 50 -
0 T T T ]
0 30 60 90 120
Tempo (min) ap6s administragdo de
glicose
-2=C -&=C
250 - B 250 -
—o—HS D —e—HS
= 200 A * — 200 -
o T *
3 E]
g 150 £ 150
1 ]
€ 100 € 100
Q Q
9 L
© 50 O 50 4
0 T T T \ 0 T T T \
0 30 60 90 120 0 30 60 90 120
Tempo (min) apés administragdo de Tempo (min) apés administragdo de
glicose glicose
—en -8=C
250 - e=c 250 -
C E
—&— HS
— 200 A —&—HS _ 00
o -
S~ S~
g 150 A g 150 -
= = A
5 100 g 100 q ~Z~ SeSe—-—
L2 L2
O 5o - Y 50 4
0 T T T ] 0 T T T ]
0 30 60 90 120 0 30 60 90 120
Tempo (min) ap6s administragdo de Tempo (min) apés administracdo de
glicose glicose

Figura 13. Testes de tolerancia a glicose realizados nos tempos experimentais de
06, 12 e 24 horas pds-choque térmico. Teste de tolerancia a glicose i.p. (IPGTT, 1
g/kg) realizado nos tempos de (A) 06 horas; (B) 12 horas com animais em jejum
(de 12 h); (€) 24 horas com animais em jejum (de 12 h); (D) 12 horas com animais
alimentados; e (E) 24 horas com animais alimentados, apds choque térmico (41-
42°C, por 15 minutos). Glicemia mensurada com glicosimetro (Optium Xceed da
Abbott) por puncdo caudal distal. Grupos experimentais Controle (C) e Choque
térmico (HS). Dados expressos em média + epm, n=4 (A, C e E), n=6 (B e D).
Andlise de variancia de medidas repetidas para comparacdo dos animais do
mesmo grupo ao longo do tempo e Analise de varidancia de uma via seguido do
Teste de Tukey para comparacdo entre os grupos: (B e D)*HS 30 min vs. C 30 min,
p < 0,05.
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Figura 14. Area incremental sob a curva dos testes de tolerancia a glicose. IAUC
relativa aos testes de tolerancia a glicose realizados nos tempos experimentais de
(A) 06 horas; (B) 12 horas com animais em jejum; (C) 24 horas com animais em
jejum; (D) 12 horas com animais alimentados e (E) 24 horas com animais
alimentados apds choque térmico (41-42°C, por 15 minutos). Glicemia mensurada
com glicosimetro (Optium Xceed da Abbott ) por puncdo caudal distal. A condicao
‘jejum’ representa restricdo alimentar por 12 horas, e a condicdo ‘alimentado’
representa auséncia de restricdo alimentar. Grupos experimentais Controle (C) e
Choque térmico (HS). Dados expressos em média + epm, n=4 (A, CeE),n=6 (B e
D). Teste T para comparagao entre o grupo C vs grupo HS: (B e D)*HS vs. C, p <

0,05.

A mensuracdo da concentracdo plasmatica de HSP70, nas formas constitutiva e

induzivel, foi realizada com amostras de plasmas de animais em jejum de 12 horas, de

ambos os grupos experimentais (C e HS) ndo submetidos a sobrecarga de glicose e

coletadas nos tempos experimentais de: imediatamente apds o choque térmico, 06, 12
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e 24 horas ap6s o choque térmico. Os resultados foram obtidos por meio de kits
especificos (HSP73- Kit StressMarq Biosciences e HSP72- Kit Enzo Life Sciences). Os
valores obtidos foram transformados em dados paramétricos utilizando-se a equacao de
raiz quadrada do valor mensurado (pM) somado a uma constante 0,5 (/x+o0s5), em
virtude da variabilidade entre os valores obtidos e a ocorréncia de valores iguais a zero
(com a transformacgao, estes valores passam a ter valor = 0,71). Estes resultados se

encontram ilustrados na Figura 15.

Quanto aos valores de HSP72 e HSP73 12 horas apds o choque térmico, isto é, no
tempo experimental, os animais apresentaram maior hiperglicemia durante o GTT,
podendo-se observar que estes animais (grupo HS) apresentam valor detectavel de
eHSP70 no plasma, tanto na forma constitutiva (HSP73) quanto na forma induzivel

(HSP72). No grupo controle, ndo foi observado valor detectavel de HSP72 e HSP73.

Se compararmos a concentracdao eHSP73 plasmatica entre o grupo controle e
grupo choque térmico, observamos diferenca estatistica somente em relacdo a eHSP73
plasmatica, que, como ja mencionado, é detectada somente no grupo HS. Somando-se
as formas constitutiva e induzivel (HSP 73 + HSP72) circulante (HSP70 total), verifica-se
gue a concentracdo de eHSP70 plasmatica total é maior (p=0,0489) nos animais

submetidos ao choque térmico.
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A andlise do conteddo de eHSP70 circulante imediatamente apds o choque
térmico bem como, 6, 12 e 24 horas apds o choque térmico, mostra que o grupo de
animais submetidos ao choque térmico apresenta valores detectdveis de eHSP70
plasmatica, tanto na forma constitutiva (HSP73) quanto na forma induzivel (HSP72)
(Figura 15) em todos os tempos experimentais. Contudo, ndo se observa efeito da
interacdo entre o tempo e o tratamento de choque térmico sobre a concentragdo de
HSP72, HSP73 e HSP70 total. Quando analisamos somente o efeito do tratamento em
cada tempo experimental individualmente, observamos que 12 e 24 horas apds o
choque térmico, a concentracdo de HSP73 e HSP70 total é maior nos animais

submetidos ao choque térmico.
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Figura 15. Concentracdo plasmatica de eHSP72, eHSP73 e eHSP70 total, em
diferentes tempos experimentais pds-choque térmico. Concentracdes plasmaticas de
HSP70. A) forma induzivel (HSP72), B) forma constitutiva (HSP73) e C) HSP70total
(HSP73+HSP72), mensuradas por Kit de imunoensaio enzimatico (HSP73-Kit StressMarq
Biosciences e HSP72-Kit Enzo Life Sciences). Grupos experimentais Controle (C) e

Choque térmico (HS). Dados transformados (v/x + 0,5) (onde x é expresso em pM) e
expressos em médiatepm, n=4. Analise de Varidncia de duas vias, fator 1: ‘tempo
experimental’, fator 2: tratamento ‘C vs HS’, seguido de teste de Tukey. A) Ndo ha
interacdo entre o tempo e o tratamento (choque térmico) p= 0.993; B) Ndo ha interacao
entre o tempo e o tratamento (choque térmico) p= 0.968. C) Ndo ha interacdo entre o
tempo e o tratamento (choque térmico) p= 0.958. Teste T para andlise do efeito do
tratamento (C vs HS) em cada tempo experimental individualmente: A) O tratamento
ndo produziu diferenca; B e C) #HS12h vs C12h; *HS24h vs C24h p< 0,05.

77



Considerando a resposta alterada na tolerancia a glicose no GTT realizado 12 horas
apods o choque térmico e a possibilidade de ligagdo da HSP70 com a insulina circulante,
mensurou-se a insulinemia de ambos os grupos experimentais (C e HS) no periodo de 30
e 120 minutos apds a administracao de glicose (GTT realizado 12 horas pds-choque). Os
animais submetidos ao choque térmico apresentam maior concentracdo de insulina, em
compara¢do ao respectivo grupo controle no periodo de 30 minutos apds a
administracdo de glicose. O nivel de insulina detectado (753+106 pM) no plasma do
grupo submetido ao choque térmico encontra-se préximo aos niveis maximos normais
(100-800 pM) deste hormonio na circulagdo. Apds 120 minutos desde a sobrecarga de
glicose, a insulinemia nado difere entre os grupos HS e C, e é menor em relagdo ao

periodo de 30 minutos apds administracdo de glicose (Figura 16).
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Figura 16. Concentragdo plasmatica de insulina durante GTT 12 h pés-choque.
Concentracdo plasmatica de insulina (pM) durante teste de tolerdncia a glicose
realizado no tempo experimental 12 horas pds-choque térmico. Grupos
experimentais: Controle (C) e Choque Térmico (HS). Animais em condicdo de jejum
de 12 horas. Mensuracdo por imunoensaio enzimatico (Kit Cayman Chemical).
Dados expressos média = epm, n=3-4. Andlise de Variancia seguida do Teste
Tukey:* C30 minvs HS30 min; # €120 min vs C30 min; **HS120 min vs HS30 min
p<0,05.
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No intuito de avaliar a resposta a insulina apés uma sessao de choque térmico,
também foram realizados testes de tolerancia a insulina (IPITT 1 Ul/kg), para os quais foi
utilizada insulina de acdo rapida (Humalog- Lispro), o que explica o rapido declinio da
glicemia em todos os grupos tratados com o hormdnio exdégeno. Nao foi evidenciada
diferenca na resposta dos animais do grupo HS quando comparado ao grupo controle,
aos testes de tolerancia a insulina quando os mesmos foram realizados 06 e 12 horas

pds-choque térmico (Figura 17A e 17B).

No entanto, quando o teste de tolerancia a insulina foi realizado 24 horas apds o
choque térmico (Figura 17C), a resposta dos animais é diferente, ou seja, os animais
apresentam declinio mais acentuado na glicemia a partir de 30 minutos apds a

administra¢ao de insulina.
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Figura 17. Testes de tolerancia a insulina realizados nos tempos experimentais
de 06, 12 e 24 horas pds-choque térmico. Teste de tolerancia a insulina (IPITT,
HUMALOG 01UI/Kg) realizado (A) 06 horas, (B), 12 horas e (C) 24 horas apds o
choque térmico (41-42°C por 15minutos) em animais na condicdo de jejum (de 12
horas). Grupos experimentais Controle (C) e Choque térmico (HS). Mensuracdo
por imunoensaio enzimatico. Dados expressos em médiat epm, n=4 (A), n=9 (B) e
n=6 (C). Analise de Variancia para medidas repetidas, seguido do Teste t para
comparacdo entre C vs HS em cada periodo da curva * HS vs C p < 0,05.
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Foi avaliado, também, o parametro insulinemia basal de ambos os grupos
experimentais, podendo-se observar que o choque térmico nao causou alteragdo neste
parametro nos tempos imediatamente pds-choque (tempo 0) (p=0,1628), 06 horas
(p=0,0814) e 12 horas pés-choque (p=0,4816). No entanto, no tempo experimental 24
horas, a insulinemia dos animais submetidos ao choque térmico é significativamente

menor (p=0,0430) do que no respectivo grupo controle (Figura 18).
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Figura 18. Concentragdo de insulina plasmatica em diferentes tempos
experimentais pds-choque térmico. Insulina plasmatica (PM) mensurada por Kit
de imunoensaio enzimatico (Kit Cayman Chemica). Grupos experimentais:
Controle (C) e Choque Térmico (HS). Amostras de plasma de animais submetidos a
jejum de 12 horas. Dados expressos em médiatepm, n=4. Andlise de Variancia de
duas vias, fator 1: ‘tempo experimental’, fator 2: tratamento ‘C vs HS’, seguido de
Teste de Tukey: ndo ha interacdo entre o tempo e o tratamento (choque térmico)
p= 0.815. Teste T para anadlise do efeito do tratamento (C vs HS), individualmente,
em cada tempo experimental: *HS24h vs C24h, p<0,05.

A resisténcia insulinica foi avaliada com base na equacdo matematica que define o
modelo de avaliagdo da Homeostase — Resisténcia Insulinica (HOMA-IR). Esse parametro
foi calculado com base nos valores mensurados de insulina e glicose de jejum, conforme
descrito em Material e Métodos. Os valores obtidos confirmam resultados anteriores

gue indicam que o choque térmico produz reducdo do valor do HOMA-IR 24 horas apds
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o estresse térmico, indicando uma diminui¢do da resisténcia insulinica (Figura 19). Nos

demais tempos experimentais, ndo se observa diferenca.
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Figura 19. HOMA-IR. Modelo de avaliagdo da Homeostase — Resisténcia Insulinica
(HOMA-IR) em diferentes tempos experimentais pds-choque térmico. Grupos
experimentais C= controle e HS= choque térmico. Dados expressos em
médiatepm, n=4. Analise de Variancia de duas vias, fator 1: ‘tempo experimental’,
fator 2: tratamento ‘C vs HS’, seguido de Teste de Tukey: ndo ha interacdo entre o
tempo e o tratamento (choque térmico). Teste T para andlise do efeito do
tratamento (C vs HS), individualmente, em cada tempo experimental: *HS24h vs
C24h, p<0,05.
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PREDICAO 2B: A administragdo de anticorpo anti-HSP70 deve abolir o efeito
hiperglicemiante do choque térmico no tempo experimental de 12 horas pds-choque.

Se a ligacdo da HSP70 com a insulina esta produzindo hiperglicemia mais
pronunciada durante o teste de tolerancia a glicose no periodo de 12 horas apds o
choque térmico, a administracdo de anticorpo anti-HSP72/73, antes da realizagdo do
teste de tolerancia a glicose, deve abolir esse efeito hiperglicemiante do choque

térmico.

RESULTADOS RELATIVOS A PREDICAO 2B:

Este ensaio experimental foi realizado utilizando-se o anticorpo anti-HSP70 (3A3
da Santa Cruz, SC-32239, que também reconhece ambas as formas principais de HSP70),
sendo administrado duas horas antes da realizagdo do teste de tolerancia a glicose, que
foi realizado nas mesmas condi¢des experimentais. Os resultados sdo apresentados na
Figura 13B, ou seja, IPGTT 12 horas pds-choque térmico com animais em condicdo de
jejum.

Os resultados deste ensaio, além de mostrarem novamente que o pico glicémico
ocorrido 30 minutos apds a administracdo de glicose é maior nos animais submetidos ao
choque térmico, confirmam a predicdo 2B, ou seja, quando o anticorpo anti-HSP70 é
administrado antes do GTT, o efeito do choque térmico sobre a glicemia é suprimido
(Figura 20). O aumento da glicemia dos animais do grupo HS, apds administracdo de
glicose, é de 92,2 mg/dL; porém, nos animais do grupo HS+AC, ou seja, no grupo que
recebeu anticorpo anti-HSP70 antes do GTT, o aumento foi de apenas 33 mg/dL, o que
corresponde a uma diferenca de cerca de 59 mg/dL de glicose circulante a menos no

grupo HS+AC, ndo obstante a mesma dose de glicose e 0 mesmo estresse térmico.

Os valores da area incremental sob a curva indicam diferenca significativa na
resposta dos animais submetidos ao choque térmico quando comparados ao grupo
controle e ao grupo que recebeu tratamento com anticorpo anti-HSP70 e choque

térmico. O valor da area sob a curva dos animais que receberam anticorpo anti-HSP70 e
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choque térmico nao sao diferentes do valor da IAUC do grupo controle, ou seja, do

grupo nao submetido ao choque térmico.
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Figura 20. Teste de tolerancia a glicose realizado no tempo experimental 12
horas pds-choque térmico, com e sem anticorpo anti-HSP70. Teste de tolerancia
a glicose (IPGTT, 1g/kg) realizado no tempo experimental 12 horas pds-choque
térmico, com e sem anticorpo anti-HSP70 (3A3 Santa Cruz, SC-32239)
administrado 2h antes do choque térmico. Na parte superior/menor, respectiva
area incremental sob a curva (IAUC). Grupos experimentais: Controle (C), Choque
Térmico (HS), anticorpo anti-HSP70 (AC) e choque térmico+anticorpo anti-HSP70
(HS+AC). Glicemia mensurada com glicosimetro (Optium Xceed da Abbott) por
puncdo caudal distal. Dados expressos em médiat epm, n=5-6 por grupo. Analise
de Variancia para medidas repetidas (curva glicémica), seguido do Teste de Tukey
(IAUC -4 grupos) e Teste T (CxHS em cada periodo) * HS vs. HS+AC e vs. C p<0,05.
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PREDICAO 2C: Se os efeitos do choque térmico dependem da sintese de novo de
moléculas de HSP70, entdo, a administracdo de quercetina antes do choque deve
suprimir o efeito hiperglicemiante do choque térmico.

Se a ligacdo da HSP70 com a insulina na circulacdo depende da sintese de novo de
moléculas de HSP70 para o estabelecimento do quadro de maior pico glicémico durante
o GTT, 12 horas depois do choque térmico, a administracdo de quercetina, um
blogueador da expressdao de HSP70, antes do choque térmico, deve abolir o efeito

hiperglicemiante da eHSP70 plasmatica.

RESULTADOS RELATIVOS A PREDICAO 2C:

Os resultados deste conjunto de experimentos mostraram que a quercetina, em
dose capaz de bloquear completamente a sintese de novas moléculas de HSP70
(200 mg/kg p. os), ndo bloqueou o efeito hiperglicemiante do choque térmico quando os

animais foram submetidos ao GTT 12 h apds o tratamento térmico (Figura 21).
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Figura 21. Teste de tolerancia a glicose em animais tratados com quercetina.
Teste de tolerancia a glicose (IPGTT, 1g/kg) realizado no tempo experimental 12
horas pds-choque térmico, com e sem tratamento prévio com Quercetina (Q),
administrada 1 h antes do choque térmico, por gavagem gastrica a dose de
200 mg/kg veiculada em agua. Glicemia mensurada com glicosimetro (Optium
Xceed da Abbott) por puncdo caudal distal. Dados expressos em médiat epm, n=4
por grupo. Analise de variancia para medidas repetidas (curva glicémica), seguido
do Teste de Tukey (IAUC -4 grupos) e Teste T (CxHS em cada periodo) * HS30' e
HS+Q30’ vs C30’ p<0,05
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PREDICAO 2D: Se a concentragdo de acidos graxos livres (AGL) estiver maior na
situacdao de 12 horas apds choque térmico, poderia explicar o porqué do aumento de
concentracao de glicose circulante.

A mensuracdo dos acidos graxos livres foi realizada com amostras de plasma de
animais submetidos ao choque térmico e animais controle em diferentes tempos
experimentais, utilizando-se andlise colorimétrica quantitativa com kit especifico (ver
Material e Métodos). A andlise estatistica relativa aos valores obtidos foi precedida da
transformagdao dos mesmos utilizando-se a equacao (/x+os) devido a variabilidade

dentro de cada grupo experimental.

RESULTADOS RELATIVOS A PREDIGAO 2D:

Os valores relativos a concentracdao de acidos graxos indicam que logo apds o
choque térmico (Tempo 0 pds-choque), hd menor concentracdo destas moléculas na
circulagdo dos animais submetidos ao choque térmico quando comparado ao respectivo
grupo controle (Figura 22). Contudo, esta diferenca ndo é observada nos demais tempos

pos-choque térmico (06,12 e 24 horas).
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Figura 22. Concentra¢ao de acidos graxos livres no plasma, em diferentes
tempos experimentais pds-choque térmico. Concentragdes plasmaticas de acidos
graxos livres (uM) em diferentes tempos experimentais pds-choque térmico.
Mensuracdo por Kit BioAssay Systems (Colorimétrico Quantitativo). Grupos
experimentais: Controle (C) e Choque Térmico (HS). Dados transformados
(vx+ 0,5) em paramétricos e expressos em médiatepm, n=4. Andlise de
Variancia de duas vias, fator 1: ‘tempo experimental’, fator 2: tratamento ‘C vs
HS’, seguido de Teste de Tukey: ndo ha interacdo entre o tempo e o tratamento
(choque térmico) p= 0.408. Teste T para analise do efeito do tratamento (C vs HS),
individualmente, em cada tempo experimental:*HSO’ vs.CO’ p < 0,05.
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HIPOTESE 3: Se HSP70 causa maior disponibilidade de glicose na circulagdo, é possivel
que existam tecidos in vivo captando menos glicose diante de uma sobrecarga
glicémica, mesmo na presenga de insulina circulante.

Considerando-se que os animais do grupo submetido ao choque térmico
apresentam maior disponibilidade de glicose circulante quando submetidos a uma
sobrecarga de glicose 12 horas apds choque térmico (Figura 13B e 13D), ha que se testar

a hipdtese de que existam tecidos captando menos glicose.

PREDICAO 3A: A captacdo de 2-desoxi-glicose (2DG-[*H]) deve ser menor em tecidos-
chave, como o tecido adiposo e o musculo esquelético, 12 horas apdés o choque
térmico, quando comparado aos respectivos controles.

RESULTADOS RELATIVOS A PREDIGAO 3A:

A Figura 23A apresenta os resultados da captacdo 2-DG em diversos tecidos 12
horas apds animais terem sido submetidos ao choque térmico. Os valores relativos a
captacdo de 2-DG radiomarcada pelo musculo esquelético, quando expressa em
umol/100 g de peso corporal, devem ser analisados assumindo que toda a massa
muscular esquelética tenha comportamento como o musculo gastrocnémio. Os dados
relativos ao conjunto dos tecidos em relagao a respectiva captacao de 2-DG, quando
expressos em pumol/100 g de peso corporal, indicam que nenhum tecido captou mais

glicose em consequéncia da maior oferta.

Os valores relativos a captagdo de 2-DG expressos em umol/grama de tecido
indicam a captacdo de glicose em cada tecido sem considerar a diferenca de massa que
cada um representa em relacdo ao peso corporal total (Figura 24A e 24B). Observa-se
gue dentre os principais tecidos alvo da insulina, o musculo solear e o tecido adiposo
epididimal captaram menos 2-DG quando submetidos ao choque térmico. No tecido

adiposo, a menor captacdao é observada na presenca de glicose, enquanto que no
89



musculo, a menor captacdo se da nos grupos que ndo receberam glicose. No figado, no
musculo gastrocnémio e tecido adiposo retroperitoneal ndo houve diferenga na

captacdo de 2-DG radiomarcada (Figura 24B).
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Figura 23. Captacdo de glicose (Umol/100 g de peso) por tecidos de animais
expostos ao choque térmico. (A) Captacdo de 2-DG 2[3H(N)] expressa em pmol
para cada 100 g de peso corporal diferentes tecidos coletados 12 horas apds
choque térmico. Todos os animais receberam glicose radiomarcada. Em (B) alguns

dos tecidos

relevantes

no estudo da captacdao de glicose,

apresentados

individualmente. Grupos experimentais: C= apenas 2-DG 2[3H(N)]; GLI= 2-DG
2[3H(N)] + glicose fria; HS= submetidos ao choque térmico + 2-DG 2[3H(N)]; HS-
GLI= submetido ao choque térmico + 2-DG 2[3H(N)] + glicose fria. Os valores
relativos ao musculo esquelético referem-se aos padrdes do musculo gastrocnémio.
Andlise de Variancia seguida de Teste de Tukey. Dados expressos média + epm, n=3.
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Figura 24. Captacdo de 2-DG (lumol/g tecido) por tecidos de animais expostos ao
choque térmico (A) Captacdo de [3H] 2-DG expressa em umol para cada para cada
grama de tecido (ou ml de eritrécito) coletados 12 horas apds choque térmico.
Todos os animais receberam glicose marcada. Em (B), alguns tecidos relevantes no
estudo da captacdo de glicose e regulacdo da glicemia, apresentados
individualmente. Grupos experimentais C= apenas [3H] 2-DG; GLI= [3H] 2-DG +
glicose fria; HS= submetido ao choque térmico + [3H] 2-DG; HS-GLI= submetido ao
choque térmico + [3H] 2-DG + glicose fria. Os valores relativos ao musculo
esquelético referem-se aos padrdes do musculo gastrocnémio. Analise de Variancia
seguido de Teste de Tukey *HS-GLI vs GLI; *HS vs C. Dados expressos média + epm,
n=3.
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PREDICAO 3B: A administracio de HSP70 exdgena deve reduzir a capta¢do de 2-
desoxi-glicose (2-DG) em tecidos-chave, como o tecido adiposo e o musculo
esquelético, assemelhando-se a resposta obtida pela exposicao ao choque térmico,
sugerindo, assim, que a HSP72 extracelular esteja envolvida na redugao da captagao
de glicose.

Os ensaios de captacdo de 2-DG radiomarcada foram realizados com a
administracdo de doses de HSP72 (HSP70-A1 recombinante), injetada
endovenosamente, tais que as concentragdes plasmaticas atingissem 1 ng/mL (13.9

pM). A coleta de material foi realizada 12 horas apds administragdao de HSP70.

RESULTADOS RELATIVOS A PREDIGAO 3B:

As Figuras 25 e 26 mostram os resultados da captacdo de 2-DG em diversos
tecidos coletados 12 horas apds os animais terem recebido HSP70 (HSP70-Al) via
endovenosa em doses em que a respectiva concentragdo plasmatica atingisse 1 ng/mL
(13.9 pM). Os resultados mostram que 12 horas apds a administragao de HSP70 o
musculo  esquelético (padrdo  gastrocnémio), capta menos glicose e,
surpreendentemente, as porcdes mais distais do intestino captam mais glicose. Nao
pode ser desconsiderada a ocorréncia de algum artefato da técnica de preparo do

tecido ou medida de radioatividade.

A captacdo de 2-DG radiomarcada/grama de tecido pode ser visualizada na Figura
26, mostrando quanto cada tecido captou das substancias radiomarcada. Ndo se

observa resultado diferente daquele descrito anteriormente.
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Figura 25. Captacao de glicose por tecidos de animais que receberam HSP70-A1l de
modo que as concentragdes plasmaticas atingissem 1 ng/mL (13.9 pM), expresso em
umol/100 g de peso corporal. Captagdo de [3H] 2-DG (umol/100g de peso corporal)
em tecidos de animais submetidos a administracdo exégena de HSP70-Al (Enzo Life
Sciences) em dose equivalente a circulagdo plasmatica de 1ng/ml de HSP70. Grupos
experimentais: C= apenas [3H] 2-DG; GLI= [3H] 2-DG + glicose fria; HSP C= HSP70-A1+
[3H] 2-DG; HSP GLI= HSP70-Al1 + [3H] 2-DG + glicose fria. Os valores relativos ao
musculo esquelético referem-se aos padroes do musculo gastrocnémio. Analise de
Variancia seguida de Teste de Tukey. Dados expressos média £ epm, n=2-4.
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Figura 26. Captacao de glicose por tecidos de animais que receberam HSP70-A1 de
modo que as concentragdes plasmaticas atingissem 1 ng/mL (13.9 pM), expresso
em pmol/g de tecido. Captacdo de [3H] 2-DG (umol/g de tecido) em tecidos de
animais submetidos a administracdo (via EV) exdgena de HSP70-Al (Enzo Life
Sciences) em dose equivalente a circulacdo plasmatica de 1ng/ml de HSP70. Grupos
experimentais: C= apenas [3H] 2-DG; GLI= [3H] 2-DG + glicose fria; HSP1= HSP70-A1l
+ [3H] 2-DG; HSP1 GLI= HSP70-A1 + [3H] 2-DG + glicose fria. Andlise de Variancia
seguida de Teste de Tukey. Dados expressos média + epm, n=2-4
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PREDICAO 3C: Se a HSP72 (ou o choque térmico) estd provocando alteragdo na
tolerancia a glicose por uma ag¢ao independente de insulina sobre o musculo, entao, a
HSP72 n3o deve influir na captagio de 2-DG ['*C] por musculo solear isolado, incubado
na presencga ou auséncia de insulina.

Caso a HSP72 diminua a captag¢ao de 2-DG, nao se pode descartar a possibilidade
de um efeito desta proteina de choque térmico diretamente sobre a insulina ou ainda
sobre o musculo por algum mecanismo diverso daquele da ligagdao ao hormoénio. Se, no
entanto, a reducdo da captacdo ocorrer tanto na presenca de insulina quanto em sua

auséncia, nao se pode afirmar que o efeito da HSP72 ocorra por ligagdo a insulina.

RESULTADOS RELATIVOS A PREDICAO 3C:

Os experimentos de incubagdao com musculo solear demonstram que, na presenca
de concentragdes fisioldgicas de glicose de jejum (5,5 mM), a HSP72 reduz a captac¢do de
2-DG apenas na presenga de insulina (de uma maneira dose-dependente com maximo a
10 ng/mL = 139 pM de HSP72, ou seja, o dobro da concentragdo molar de insulina
utilizada), como mostrado nas Figuras 27 e 28. Isto significa que essa inibicdo é
insulinodependente, além de ser dependente de algum fator presente no soro
(dialisado) do prdéprio animal em experimentacdo, visto que a remoc¢do do soro e do
ADP abolem esse efeito (ver sinopse na Figura 28). Destaca-se que a eHSP72 produz este
efeito na presenca de insulina e com concentragdes de glicose de jejum ou hipoglicemia
(5,5 mM e 2,75 mM e, respectivamente). Quando a concentragdo de glicose é 11 mM, a

HSP72 n3o tem efeito na presenca de insulina.
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Figura 27. Captacdao de glicose em experimentos de incubagdo com musculo
solear isolado. Captacdo de glicose na presenca de Insulina (Regular) + ADP + soro
autodlogo dialisado e diferentes concentracbes de HSP70 em trés condicdes
glicémicas (2.75, 5.5 e 11,0 mM). Dados expressos como médiatepm, n=3-6 (2,75
mM), n=7-9 (5,5 mM), n=2-24 (11mM). Dados expressos como médiatepm.
Andlise de Variancia para medidas repetidas seguido de Teste de Tukey, *HSP72 0
e 1 ng/ml vs. HSP72 10 ng/ml p<0,05.
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Figura 28. Captacdao de glicose em experimentos de incubagdao com musculo
solear isolado em varias condi¢bes experimentais. Captacdo de glicose na
presenca/auséncia de Insulina (Regular) + ADP + soro autdlogo dialisado e
diferentes concentra¢des de HSP70 em trés condi¢cGes glicémicas (2.75, 5.5 e 11,0
mM). Dados expressos como médiatepm, n=3-6 (2,75 mM), n=7-9 (5,5 mM), n=2-
24 (11mM).. Andlise de Variancia seguido de Teste de Tukey, ¥*HSP72 0 ng/ml VS.
HSP72 10 ng/ml do grupo Insulina+ADP+Soro p<0,05.
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DISCUSSAO

SituagOes de estresse metabdlico, como a hipoglicemia e o choque térmico, sao
eventos em que o organismo revela sua capacidade de defesa e de ajuste fisiolégico
homeostdatico. Considerando-se sua minuciosa selecdo no processo evolutivo, as
proteinas de choque térmico (HSPs) tém papel fundamental e de destaque por
desempenharem funcdao de defesa-chave com objetivo citoprotetor em diferentes
situacOes de estresse celular (MORIMOTO et al.,1990). Por isso, frequentemente as

HSPs sdo descritas como proteinas de estresse.

Muito embora o registro da ocorréncia de HSP70 na circulagdo tenha sido descrito
no final dos anos 80 (HIGHTOWER & GUIDON 1989; POCKLEY et al. 1998), suas funcdes
extracelulares ainda n3o estao totalmente esclarecidas. O aumento da concentragao de
eHSP70 na circulacdo ocorre em situacdes em que 0 organismo é exposto ao estresse,
como infecgBes/sepse (GELAIN, 2011) e exercicio fisico (WALSH et al. 2001). Em nosso
trabalho, observamos a ocorréncia de eHSP70 plasmatica em condi¢cdes de choque
térmico (estresse por hipertermia) e hipoglicemia (jejum + insulina), e investigamos a
possibilidade de interagdo/associacdo da eHSP70 plasmatica com o horménio insulina e
sua implicacdo na disponibilidade de glicose circulante e sobre a captacao tecidual de

glicose.

O modelo de choque térmico tem sido utilizado em experimentos pré-clinicos e
clinicos de investigacdo acerca do papel da HSP70 na resisténcia a insulina. Entre eles,
Chung e colaboradores (2008), do Laboratério do Prof. Mark Febbraio da Austrilia,
utilizaram um modelo de choque térmico crénico (terapia de choque térmico) para
avaliar o efeito da HSP70 sobre a resisténcia insulinica, expondo os animais a uma
sessdao semanal de choque térmico, durante 16 semanas, com temperatura de 41,5 °C e
duracdo de 15 minutos, estando os animais anestesiados. Nosso estudo foi desenvolvido
com modelo de choque térmico agudo, ou seja, somente uma sessao de choque térmico
(3gua a 42 °C), com duracdo de 15 minutos, para inducdo de hipertermia (41,5 °C) com

animais anestesiados (para o bloqueio do controle central da temperatura). O protocolo
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experimental previu também que os animais do grupo controle fossem anestesiados ja
que a anestesia também se constitui em condicdo de estresse que poderia interferir na
liberacdo de HSP70. Os resultados relativos ao conteddo de HSP70 extracelular
demonstram que a condi¢ao experimental utilizada causou liberagdao de HSP70 para a
circulacdo, cuja presenca foi constatada tanto na forma constitutiva (HSC70 ou HSP73)
quanto induzivel (HSP72) da proteina. Analisamos a concentragdao destas proteinas em
diferentes periodos apds o evento do choque térmico, o que denominamos de tempo
experimental (ou de recuperacdo pds-choque), e observamos a presenca de HSP72 e
HSP73 circulante no periodo imediatamente apds e nos periodos de recuperagao de 06,

12 e 24 h pés-choque térmico (Figura 15).

Apesar de nao observarmos efeito da interagdo do tratamento com o tempo sobre
a concentracdo plasmatica de HSP72 e HSP73, o efeito do tratamento (choque térmico)
sobre a concentracdo plasmatica destas proteinas, em cada tempo experimental
distintamente, indica que nos tempos mais tardios (12 e 24 horas apds o choque
térmico) ha diferenca na concentragao plasmatica de HSP73 e HSP70 total entre o grupo

submetido ao choque térmico e seu respectivo controle (Figuras 15B e 15C).

A ocorréncia de eHSP70 na circulacdo estimulada por estresse tem sido relatada
em diferentes investiga¢cdes realizadas com animais e seres humanos submetidos a
eventos ou condicOes estressantes. Semelhante ao que verificamos em nosso estudo,
Walsh e colaboradores (2001) constataram aumento rapido da concentracao plasmatica
de HSP72 em individuos submetidos a exercicio fisico (corrida de 60 minutos em
esteira), nos tempos de 30 a 60 minutos apds a atividade fisica com concentragGes
detectaveis de HSP72, apesar de iguais aos da condicdo de repouso, até 24 horas apds o
estimulo (exercicio). Ainda, verificaram aumento na expressdao do RNAm desta proteina
no musculo somente 2 horas depois do exercicio, ou seja, cerca de 1 hora e meia depois
de ter sido detectado o aumento da sua concentracdo plasmatica, o que sugere que a
sua liberacdo tenha se dado por outro tecido que ndo o musculo em atividade e/ou que
a liberacdo desta proteina se dé a partir de estoque intracelular. Tal fato pode reforcar a
ideia de que esta proteina tenha um papel importante na circulacdo, uma vez que sua

liberacdo ocorre prontamente logo apds a exposicdo a uma situacdo de estresse.
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Curiosamente, a diferenga na concentragao de HSP70 entre os animais submetidos
ao choque térmico e os respectivos controles foi observada somente em relagdao a
forma constitutiva (HSP73), o que pode sugerir alguma fung¢do/acdo distinta das formas
(constitutiva e induzivel) destas proteinas, quando presentes na circulagdo. A HSP73 e a
HSP72 sdao frequentemente consideradas como tendo funcgdes celulares semelhantes,
apesar de existirem indicativos de que as fungbes intracelulares destas proteinas
homoélogas, mas ndo idénticas, possam ser diferentes e dependentes da concentracdo

(GOLDFARB et al., 2005).

Embora tenha sido demonstrado que eventos estressores, em que pode haver
risco ou ocorréncia efetiva de dano ao organismo, possam causar a liberacdo da HSP70
para a circulacdo, os sinais endégenos responsaveis por mediar a liberacdo desta
proteina do estresse ainda ndo sdo completamente conhecidos. Neste sentido, é
importante mencionar alguns estudos desenvolvidos acerca deste assunto. Febbraio e
colaboradores (2004) mostraram que a ingestao de glicose é capaz de atenuar a
liberacdao hepatoesplancnica de HSP72 para a circulagdo (induzida por exercicio), e de
gue a queda pode ser devida a reducdo do estresse hepatico produzida pela ingestdo de
glicose. Johnson e colaboradores (2005), ao examinarem a implicacdo de neuro-
hormonios e hormoénios do estresse (catecolaminas, ACTH e glicocorticoides) sobre a
liberagao de HSP70 durante o estresse, observaram que o sistema oy-adrenérgico esta
envolvido na liberacdo desta proteina do estresse na circulacdo, acrescentando novo e
importante elemento regulador da liberacdo de HSP72 para a circulagdo: a resposta

simpatica ao estresse.

Indaga-se neste contexto: qual a relagdo, durante situagdes estressantes, entre a
liberagdo de eHSP72 para o plasma, o sistema nervoso simpdtico e a concentracdo de
glicose circulante? Neste sentido, passamos a investigar a possibilidade de ligacdo entre
a HSP70 e a insulina, uma vez que as HSP70 s3ao chaperonas moleculares no meio
intracelular, e poderiam desempenhar, também, a funcdo de ‘acompanhantes’ na
circulacdo. Os resultados obtidos a partir de experimentos in silico indicam a ocorréncia
de ancoragem e ligacdo da insulina ao sitio de ligacdo de peptideos das HSP70 (Figura 5).
A propriedade de ligacdo da HSP70 com outras proteinas caracteriza sua funcao
chaperona (intracelular) e transportadora de moléculas como peptideos antigenos
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(extracelular) (HENDERSON, 2010). Outros ensaios moleculares realizados com HSP70
de Escherichia coli (DnaK) e moléculas de proé-insulina também apontam regides de
ligagdo da HSP70 (DnaK) na molécula de pré-insulina, indicando a possibilidade de

ligacdo entre estas duas proteinas (BURKAT, et al., 2010).

Diante dos resultados dos ensaios in silico, que estabelecem a possibilidade real de
que a ligacdo entre a HSP70 e a insulina ocorra in vivo na circulagdo, foram realizados
testes de imunoprecipitacdo com amostras de plasma de animais previamente
submetidos a diferentes condicdes glicEmicas (alimentados, em jejum de 6 e de 15
horas, com e sem tratamento de insulina Regular e Detemir). As amostras de plasma
foram imunoprecipitadas contra a insulina com anticorpo especifico e, apds a reacao
imunolégica, submetidas a eletroforese nativa. Quando reveladas, mostraram
coimunoprecipitacdo de HSP70 (Figura 8). Parte das mesmas amostras foi submetida a
quantificacdo de HSP72 (Figura 9), cujos resultados mostram elevada concentragdo

desta proteina de choque térmico durante a hipoglicemia induzida por insulina.

Outros ensaios de imunoprecipitagdo com HSP70 recombinante e insulina
(biotinilada e fria) em soro fetal bovino, preparados para confirmar a
coimunoprecipitacdo das duas proteinas, revelam e confirmam a coimunoprecipitacdo
de HSP70 (Figura 10). Além disso, foram preparados experimentos substituindo-se a
técnica de revelacdo das proteinas pos-eletroforese pela simples reacdo com
estreptavidina conjugada com peroxidase (estreptavidina-HRP), que se liga fortemente a
proteinas biotiniladas, com os respectivos resultados indicando, novamente, que a
HSP70 coimunoprecipita com a insulina. Os experimentos de competicdo revelam
marcacao decrescente nas bandas onde maiores quantidades de insulina fria foram

coincubadas, com uma constante de dissociacdo de valor na faixa de 1 pM (Figura 12).

Estes resultados, em conjunto, confirmam a abordagem tedrica de interacdo entre
as moléculas de Insulina e eHSP70 na circulagdo. Assim, torna-se pertinente e
importante entendermos o papel fisiolégico desta ligagao in vivo. Cerca de 50% do
conteudo de insulina na circulagdo portal sdo removidos durante sua passagem pelo
figado; mas esse percentual varia amplamente em diferentes condi¢des, ou seja, a
captacdo hepdtica de insulina é influenciada tanto por fatores fisiolégicos como

patolédgicos, e envolve diferentes sistemas e controles; porém, sua remocdo da
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circulagao nao implica sua destruigdo imediata. Uma quantidade significativa de insulina
associada ao receptor é liberada a partir da célula (hepdtica e muscular), e volta para a
circulacdo. Estima-se que a degradacdo de uma uUnica molécula de insulina leve cerca de

70 minutos desde sua liberagao na circulagdo (DUCKWORTH et al., 1998).

Neste contexto, conjeturamos que a eHSP70 na circulacdo, liberada por situacdes
de estresse metabdlico e térmico, ligue-se a insulina circulante impedindo-a de agir
enqguanto persistir a condicdo de estresse e de risco. Esta hipdtese é reforcada pelo fato
de que, durante situacOes de estresse, os sistemas fisioldgicos operam no sentido de
aumentar a disponibilidade de glicose plasmdtica. Outrossim, tendo sido a HSP70
minuciosamente selecionada e mantida extremamente conservada durante a evolugdo
dos vertebrados, ndo se pode descartar a possibilidade de que esta classe de proteinas
tenha participado da evolugao do sistema de controle metabdlico durante situagdes de
fuga ou luta dos animais, e possa representar importante via de defesa e prevencao
contra a hipoglicemia e o consequente dano tecidual, mediado pela sistema nervoso

noradrenérgico (via receptores a;-adrenérgicos).

Concentracdes reduzidas de glicose sanguinea sdo detectadas por receptores
encefdlicos e sensores da veia porta hepatica, cujos sinais provocam ativacdo do sistema
simpatico. O sistema nervoso simpatico desempenha papel preponderante na resposta
contrarregulatdria a insulina, estimulando a secrecdo de glucagon e inibindo a secrecao
de insulina. A ativacdo do sistema simpatoadrenal também induz a liberacao de
adrenalina no sangue. A liberagao deste hormdnio, do cortisol e do glucagon maximiza a
mobiliza¢do de glicose no corpo, garantindo a manutencao da glicemia nos periodos de

jejum e em outras situacdes de estresse (LAGER, 1991).

Neste sentido, é importante considerar possiveis efeitos da ativacao simpatica, da
liberacdo de adrenalina e da ativacdo do eixo CRH-ACTH-glicocorticoide sobre a
liberacdo de HSP70 para a circulagdo. Johnson e colaboradores (2005) estudaram a
mediacdo do eixo hipdéfise-adrenal e do sistema nervoso simpatico, responsaveis pela
defesa e alarme diante de situacBes de estresse, sobre a liberacdo de HSP70 para a
circulacdo, e observaram que a remocao das glandulas adrenais e a auséncia do ACTH na
circulacdo ndo interferem na liberacdao de HSP72 para a circulacdo, indicando que o eixo

ACTH-glicocorticoide ndo esta diretamente envolvido na liberacdo de HSP72 para a
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corrente sanguinea. Por outro lado, foi observado que o tratamento dos animais com
antagonistas adrenérgicos bloqueou a liberacdo de HPS72 induzida por estresse,
indicando que a resposta simpatica ao estresse estd envolvida na inducdo da exportacao
de HSP72 para a circulagdo. Assim, poderiamos supor que a eHSP70 no plasma, como
proteina do estresse, constitui parte da resposta contrarregulatdria a insulina mediada

pelo sistema simpatico.

Contudo, ha que se considerar também a possibilidade de que a ligacdo da insulina
com a HSP70 possa ocorrer na perspectiva de manter o hormonio circulante, porém
indisponivel para agir enquanto a oferta de glicose circulante for reduzida. Neste caso, a
ligagdo da insulina com a HSP70 configuraria uma reserva circulante do horménio para

situacdes de emergéncia.

Testes de tolerancia a glicose (GTT) e a insulina (ITT) foram realizados no intuito de
investigar o papel fisiolégico da ligacdo entre HSP70 e a insulina em condig¢des in vivo.
Estes testes foram realizados durante diferentes periodos (6, 12 e 24 horas) de
recuperacao poés-choque térmico, que denominamos de ‘tempos experimentais’. Os
resultados dos testes de tolerancia a glicose mostraram que o choque térmico causa
efeito hiperglicemiante mais acentuado (30 minutos apds a injecdo de glicose) quando
comparado ao grupo controle, com disponibilidade de glicose circulante cerca de 30%
maior, apesar de ambos os grupos terem sido submetidos a mesma carga de glicose e o
mesmo tempo de jejum (12 horas). Portanto, os animais submetidos ao choque térmico
parecem apresentar menor capacidade de restabelecimento da glicemia apds uma
sobrecarga de glicose e/ou menor utilizacdo/captacdo periférica de glicose, quando
estdo no periodo de recuperacdo do choque térmico. Esta resposta ao teste de
tolerancia a glicose foi verificada somente quando o teste foi realizado 12 horas apds o
choque térmico (Figura 13B). Nos demais tempos experimentais (06 e 24 horas pds-
choque), ndo foram constatadas diferencas entre os grupos ‘choque térmico’ e

respectivo grupo controle (Figura 13A, 13C e 13E).

Considerando que os animais submetidos ao choque térmico apresentam maior
concentracdo circulante de HSP70, como resposta a exposicdao prévia ao estresse
térmico, supde-se que a HSP70 circulante possa ter se ligado a insulina, liberada por

ocasido da administracdo de glicose, minimizando sua ac¢ao hormonal e, assim,
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causando maior hiperglicemia nestes animais. Cabe ressaltar que a glicemia de jejum
era semelhante em ambos os grupos, e encontrava-se dentro dos parametros normais

para ratos Wistar (RHODEN & RHODEN, 2006).

Foi avaliada também a resposta de animais sem restricao alimentar (alimentado)
ao teste de tolerancia a glicose, que foi realizado 12 horas pds-choque térmico. O
resultado deste GTT assemelha-se ao observado no GTT com animais em jejum, ndo
obstante sua distinta condicdo alimentar. Vale destacar que a condicdo glicémica dos
animais sem restricdo alimentar, antes da sobrecarga de glicose (tempo 0 da curva
glicémica), ndo difere dos animais mantidos em jejum, ndo obstante a distinta condi¢do

alimentar (alimentado).

Ap0ds a obtencdo dos dados relativos aos testes de tolerancia a glicose, procedeu-
se ao cdlculo da area incremental sob a curva (IAUC), cujos resultados (Figura 14)
confirmam maior hiperglicemia, no grupo choque térmico (HS) durante o GTT realizado
12 horas apds o choque térmico. Resultado semelhante também é apresentado em
estudo realizado por Chung et al. (2008), no qual, animais submetidos a terapia térmica
apresentam um pico glicémico e respectiva drea sob a curva (AUC), maiores do que a

dos respectivos ‘controles’.

Avaliamos também o efeito da quercetina, bloqueador da expressdao de HSP70, em
animais submetidos ao teste de tolerdncia a glicose, realizado 12 horas apds o choque
térmico. Em modelos celulares, a quercetina inibe a sintese de novas moléculas de
HSP70 induzida por choque térmico, inibindo a transcricdo e os eventos pods-
transcricionais (ELIA & SANTORO, 1994). In vivo, a inibicdo da expressao de HSP70 pela
quercetina reverte quase que completamente a prote¢ao conferida pelo tratamento
com choque térmico sobre a injuria por isquemia renal aguda (JO et al., 2006). Em nosso
estudo a administracdo de quercetina ndo suprimiu a resposta induzida pelo choque
térmico (Figura 21), indicando que o efeito do choque térmico sobre o estado glicémico
ndo depende da sintese de novas moléculas de HSP70, mas, sim, da liberacao a partir do

conteudo intracelular armazenado.

A analise do efeito do choque térmico sobre a insulinemia no tempo experimental

12 horas poés-choque (Figura 16) indica que, no periodo de 30 minutos apds a
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administracdo de glicose, a concentragdo de insulina circulante é maior nos animais
submetidos ao choque térmico, cuja glicemia também é maior (Figura 13B). Portanto, ha
que se considerar a possibilidade de algum fator (ligacdo HSP70-insulina?) estar
dificultando a agdo da insulina nos animais submetidos ao choque térmico, razao pela
qual apresentam maior pico glicémico. Supbe-se que, neste caso, as células
pancredticas estejam sendo estimuladas pela maior disponibilidade de glicose e
liberando maior quantidade de insulina na circulacdo. Considerando possivel a
associacdo HSP70-insulina, a mesma pode estar causando impedimento a acdo
insulinica, produzindo maior hiperglicemia e mais estimulo sobre a secre¢do pancreatica
de insulina. Neste caso, teriamos uma situagdao desfavoravel a regulagao da glicemia,
provocada por uma condicdo de estresse prévio (choque térmico). Ao final do teste de
tolerancia a glicose, realizado 12 h pds-choque, a insulinemia ndo difere entre os grupos
‘controle’ e ‘choque térmico’. O choque térmico também ndo modificou a insulinemia
basal quando comparamos ambos os grupos (C e HS) no tempo de 12 horas pds-choque,

apesar de ter produzido efeito no tempo experimental 24 horas.

Como ja mencionado, os resultados mostram que os animais submetidos ao
choque térmico apresentam maior disponibilidade de glicose circulante em todos os
testes de tolerdncia realizados 12 horas apds o estresse térmico (choque térmico)
(Figuras 13B, 13D, 17 e 18). Isto faz supor que alguns tecidos estejam captando menos
glicose. Assim sendo, foram realizados experimentos para avaliacdo da captacao de
glicose e 2-desoxi-glicose (2-DG), radiomarcada em tecidos de animais, apds terem sido
submetidos a choque térmico (12 horas) A analise da captacdo de glicose pelos
principais tecidos alvo da insulina, individualmente e expressos por grama de tecido,
indica que o choque térmico causa menor captacdo de glicose radiomarcada em dois
importantes tecidos da acdo insulinica, o musculo esquelético (solear) e o tecido
adiposo, sendo que, no tecido adiposo, esta menor captacado é observada na presenca
de glicose, enquanto que, no musculo, a menor capta¢do se da nos grupos que nao

receberam glicose (Figura 24B).

O tecido adiposo e o musculo esquelético sdo tecidos em que a captacdo de
glicose é dependente de insulina e do transportador de glicose GLUT4. A expressao de

GLUT4 ¢é abundante nos tecidos mencionados, porém estes transportadores sao
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armazenados em vesiculas no citosol. A estimulagdo celular pela insulina promove a
exocitose e a translocagdo das vesiculas contendo GLUT4 para a membrana plasmatica,
e resulta em aumento de até 30 vezes na captacdo de glicose por essas células. Sem o
estimulo da insulina, a concentracdao de GLUT4 na membrana destas células é muito
baixa e, como os tecidos muscular e adiposo correspondem a aproximadamente 60% da
massa corporal total, o respectivo controle exercido pela insulina é fundamental para a
normalizagdo da glicemia no periodo absortivo ou de maior oferta de glicose circulante
(PRADA & SAAD, 2011; EL BACHA, 2002). A maior captacao periférica de glicose, cerca
de 80%, ocorre no musculo esquelético, onde ela é utilizada ou armazenada na forma de
glicogénio de modo insulinodependente. O tecido adiposo é responsdvel por menor
capta¢do periférica, cerca de 2-5%, porém, apresenta importante fun¢do na
manutencdo da homeostasia da glicose total em razdo da liberacdo de acidos graxos

livres (TRIPLITT, 2012).

Neste contexto, a analise do resultado obtido em relacdo a menor captacdo do 2-
DG, radiomarcada nos animais submetidos ao estresse térmico, implica em
considerarmos diversas possibilidades. A menor captacdo de glicose e a maior
disponibilidade deste nutriente na circulacdo, causadas pelo choque térmico, podem
estar sendo mediadas por hormonios do estresse como os glicocorticoides. Como ja
mencionado, a liberacdo da HSP70 parece ndo depender do eixo ACTH-glicorticoides
(Johnson et al., 2005) e portanto, neste caso, poderiamos supor que o efeito observado
esteja sendo causado diretamente pela acdo dos glicocorticdides sobre os tecidos
muscular e adiposo. Os glicocorticoides sdo capazes de reduzir a sensibilidade a insulina
por mecanismos que envolvem a reducdo da ligacdo da insulina ao seu receptor, por
causar alteragdes nas interagdes proteina-proteina na cascata de sinaliza¢ao insulinica e
por promover reducdo da translocacdo do GLUT4 (FRANCO-COLIN, 2006). Contudo,
nossos resultados relativos aos testes de tolerdncia a insulina, da insulinemia e do
HOMA-IR ndo indicam ter havido aumento da resisténcia insulinica nos periodos e
condicGes em que se observou maior hiperglicemia, o que reforca a ideia de que o
efeito do choque térmico esteja relacionado a indisponibilidade da insulina circulante.
Todavia, entendemos ser absolutamente pertinente o desenvolvimento de estudos

investigativos acerca da presenca do transportador GLUT4 em tecidos alvo da insulina,
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bem como a andlise de proteinas chave da cascata de sinalizagao intracelular da
insulina, para que os mecanismos responsaveis pela menor captacao observada sejam

melhor esclarecidos (estes estudos estdo em desenvolvimento em nosso laboratério).

Ainda, hd que se considerar que os glicocorticoides poderiam estar exercendo
influéncia indireta sobre o metabolismo da glicose através de um aumento na lipdlise,
elevando a concentracdo de acidos graxos livres (AGL) na circulacio (FRANCO-COLIN,
2006). A maior disponibilidade destes nutrientes na circulagdo poderia ser a causa da
maior disponibilidade de glicose observada nos animais submetidos ao choque térmico,
tendo em vista a competi¢do entre estes nutrientes como substratos para a sintese de
ATP nos musculos esquelético e cardiaco e nos adipdcitos (HABER et al.,2001). Apesar
de ndo termos observado efeito da interagdao tempo e tratamento sobre a concentragao
de acidos graxos livres, a analise do efeito do tratamento sobre a concentragao de AGL,
em cada tempo experimental individualmente, indica que, imediatamente apds o
choque térmico, a concentracdo de AGL é menor nos animais submetidos ao choque
térmico (Figura 22). Além disso, a alteracdo (reducdo) sobre a concentracdo de AGL
causada pelo estresse térmico ocorreu somente no periodo imediatamente apds o
choque térmico, em que ndo observamos estado glicémico distinto em razdo do choque
térmico. Assim, no momento em que se verifica maior disponibilidade de glicose
circulante e menor captacdo tecidual de glicose (12 horas apds o choque térmico), a
concentracdo de acidos graxos entre o grupo submetido ao choque térmico e seu
respectivo controle ndo diferem, o que minimiza a possibilidade de que a resposta
hiperglicémica tenha sido causada pela utilizacdo preferencial de acidos graxos em
detrimento de glicose ou pela acdo dos glicocorticoides, ndo obstante ndo termos

realizado a mensurac¢ao da concentragdo destes hormonios na circulagao.

Os valores relativos a captacdo de glicose pelos tecidos, considerando a massa que
cada um representa em relacdo ao peso corporal total (Figura 24), mostram que
nenhum tecido captou mais glicose em consequéncia da maior oferta circulante.
Embora a glicose seja requerida por todas as células, o maior tecido consumidor é o
tecido nervoso, tanto na condicdo de jejum como apds oferta de glicose, cuja utilizacao
representa cerca de 50% do total de glicose (TRIPLITT, 2012). Avaliando, portanto, a
importancia da disponibilidade permanente de glicose para o encéfalo, em especial em
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situagOes de estresse, supunha-se que este 6rgdo/ tecido estivesse captando mais

glicose; entretanto, ndo se observou maior captagao de glicose por este 6rgao.

Nossa hipdtese, de que a menor captacao de glicose e maior disponibilidade na
circulagdo, 12 horas apés o choque térmico, possam ter ocorrido em razdao da
indisponibilidade da insulina para realizar sua acdo estimuladora sobre a captacdo de
glicose, por estar ligada a HSP70 plasmatica, é ainda mais reforcada pelos resultados
relativos aos testes realizados com anticorpo anti-HSP70 (Figura 20). O teste de
tolerancia a glicose foi realizado 12 horas apds choque térmico, porém, antes do teste,
um grupo de animais foi tratado com anticorpo anti-HSP72/73. Os resultados mostram
gue o bloqueio da acdo da HSP70 pelo referido anticorpo suprime totalmente o efeito
do choque térmico sobre a tolerdncia a glicose. Os respectivos valores da area
incremental sob a curva indicam que a resposta dos animais submetidos ao choque
térmico tratados com anticorpo assemelha-se a resposta do grupo controle. Estes
resultados reforcam o pressuposto de que a HSP70 tem implicagcdes na regulacdo da
glicemia, modula a oferta de glicose aos tecidos e de que tem efeitos que parecem ser

independentes de estimulo de outros hormonios.

Além disso, no intuito de verificar o efeito direto da HSP70 sobre captacdo
celular/tecidual de glicose, foram realizados experimentos in vivo com injecdo de HSP70
(HSP70-A1) exdgena. Os resultados indicam existir um efeito da HSP72 per se (acdo
essencialmente extracelular) que é diferente do efeito do choque térmico (Figuras 25 e
26). Todavia, resultados dos ensaios de incubacdo de musculo solear isolado
demonstram que a HSP72 causa reducao na captacdo de glicose sendo esta inibicao
insulinodependente (Figuras 27 e 28), além de ser dependente de algum fator presente
no soro (dialisado) do préprio animal em experimentacao, visto que a remog¢do do soro
e do ADP abolem esse efeito. Constata-se que a HSP72 produz efeito inibidor sobre a
captacao de glicose no musculo somente na presenca de insulina e com concentracdes
de glicose de jejum ou de hipoglicemia (5,5 mM e 2,75 mM, respectivamente). Quando
a concentracdo de glicose é 11 mM, a HSP72 ndo tem efeito na presenca de insulina.
Neste sentido, outros ensaios in vitro, com células L6, estdo em desenvolvimento no
nosso laboratério, e devem contribuir para o esclarecimento dos mecanismos

envolvidos nesta resposta.
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Apesar das evidéncias de que a eHSP72 esteja causando os efeitos sobre a glicemia
observados 12 h apds o choque térmico, em razdo da sua ligagdo a insulina, ndo se pode
descartar também a possibilidade de que a HSP70 esteja agindo por meio de receptores
especificos, em células musculares esqueléticas. Neste caso, ainda que a insulina esteja
presente, sinalizando nos seus préprios receptores, os efeitos de ambas podem se
anular e causar aumento na disponibilidade de glicose. A eHSP70 pode ligar-se a
receptores altamente conservados denominados receptores do tipo TLR-2 e TLR-4,
localizados na superficie de células apresentadoras de antigenos, induzindo a producao
de citocinas pro-inflamatdrias e dxido nitrico (ASEA, 2008). A ativacao destes receptores
aciona vias de sinalizagdo inflamatéria que incluem a ativagdo da JNK e IKKp,
blogueando a acdo da insulina (CHUNG et al., 2008). Neste sentido, a confirmacdo ou
ndo de que a ligacdo da insulina com HSP70 seja a causa das alteracdes glicémicas e das
alteragdes na captagdao celular de glicose, mencionadas ao longo deste trabalho,
depende também dos resultados de experimentos em desenvolvimento, utilizando-se
anticorpos para receptores de HSP70 e insulina marcada (para avaliar o binding da

insulina a seus receptores).

Por ora, os resultados obtidos e apresentados neste trabalho demonstram que a
eHSP70 plasmatica é capaz de se ligar a insulina e alterar a resposta glicémica, causando
diminuicdo da captacdo de glicose pelo musculo esquelético. Estes efeitos sao
dependentes do tempo transcorrido desde a exposicdo ao choque térmico, visto terem

sido observados somente 12 h apds o choque térmico.

Tendo em vista estudos prévios do nosso laboratério e os resultados obtidos no
estudo ora apresentado, faz-se necessario algumas consideracdes acerca do papel da
HSP70 no ambiente intracelular e sobre a razdao HSP70 extra:intracelular. Em nosso
estudo, observamos que, no tempo experimental de 24 h pds-choque, os animais
submetidos ao choque térmico parecem apresentar maior sensibilidade a insulina
(Figura 17C). Do mesmo modo, o resultado do HOMA-IR (Figura 19) também indica que
o choque térmico causa diminuicdo da resisténcia insulinica no tempo experimental de
24 horas. Assim, temos a previsdo de que neste tempo (24 h apds o choque), os animais
possam apresentar aumento da HSP70 intracelular, o que aumentaria a sensibilidade a
insulina, corroborando resultados de estudos de outros pesquisadores, relativos ao
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beneficio do choque térmico no controle glicémico a longo prazo, apoiando as
perspectivas de utilizagdo de choque térmico com terapia (HOOPER & HOOPER, 2005;
CHUNG, et al., 2008; GUPTE et al., 2008 ; GUPTE et al., 2009)

0O aumento da concentragao intracelular da HSP70, induzido por terapia de choque
térmico, protege contra hiperglicemia, hiperinsulinemia, intolerancia a glicose e
resisténcia insulinica (HOOPER, 1999; CHUNG et al., 2008), e a redugdo na expressao das
proteinas de choque térmico parece estar envolvida na patogénese da resisténcia
insulinica (GUPTE et al., 2009). Individuos diabéticos apresentam expressdo de HSP70
negativamente correlacionada com os niveis de glicemia de jejum (HOOPER & HOOPER,
2005), com alta concentracdo de eHSP70 plasmatica e baixa concentracdo intracelular
(em diabéticos obesos) (RODRIGUES-KRAUSE et al., 2012). O aumento da concentragao
de eHSP72 extracelular também esta associado com a duragao do diabetes (Nakhjavani

et al.,2010).

Neste sentido, os estudos relatados e os resultados mencionados apontam
também para a possibilidade de que a agdao da eHSP70 circulante sobre a glicemia possa
depender da razao extra:intracelular do conteudo de HSP70, visto que o equilibrio entre
a eHSP70 e a iHSP70 estd correlacionado a razdo entre as citocinas pré e anti-
inflamatdrias, que influenciam no controle glicémico (HECK, manuscrito em preparacao,
2013). Assim, analises relativas as condig¢Oes intracelulares (em desenvolvimento em
nosso laboratério) podem indicar a implicagdo desta razdo (eHSP70/iHSP70) nos

resultados obtidos neste trabalho.

Neste contexto, poderiamos supor que os efeitos (distintos) da HSP70 intra e
extracelular sobre a glicemia apresentam uma ldgica semelhante a das acdes desta
proteina sobre o processo inflamatério, ou seja, suas a¢des podem produzir tanto um
estado anti-inflamatério quanto pré-inflamatério, dependendo do ambiente em que
esta proteina se encontra com predominancia e das demais condi¢cdes do organismo.
Isso nos leva a pensar na relacdo coordenada entre o sistema imunoldgico, o
metabolismo e os mecanismos de defesa para situacbes de ameaca a vida, com a
finalidade de responder as infec¢des e economizar energia. Sendo a HSP70 a proteina de

choque térmico mais conservada filogeneticamente, é plausivel conjeturar que ela faca
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parte de um complexo sistema de defesa responsavel por garantir a disponibilizagao de

glicose aos tecidos e o combate as infecgdes.

Nesta linha, hd que se considerar a pertinéncia de outras investigacoes,
relacionadas a participacao da AMPK nos eventos observados durante nosso estudo,
pois a AMPK é uma enzima sensivel ao status energético intracelular que participa da
regulacdo da captagao de glicose por aumentar a translocagdao do GLUT4 por vias
distintas das ativadas pela insulina e, quando ativada, bloqueia a enzima GSK3J,
responsavel pela inibicdo do fator HSF1 e, consequentemente, pelo bloqueio da
expressdo de HSP70. Além disto, esta via, alternativa a da insulina para produzir
captacdo de glicose, pode ser inibida por processos inflamatdrios/infecciosos severos

(sepse), causando hiperglicemia (Andreasen et al.,2009).

Em suma, os resultados apresentados neste trabalho de investigacdo, mesmo que
nao concluido em todas as suas dimensdes, mostra que a proteina de choque térmico
de 70 kDa (HSP70) liga-se a insulina na circulagdao sanguinea, e pode modular a
disponibilidade de glicose circulante. Além disso, esses achados apontam para novas
estratégias terapéuticas no combate a hipoglicemia de pacientes diabéticos em
tratamento com insulina. Nesta mesma linha de raciocinio, pode-se imaginar que nas
obesidades e no diabetes tipo Il, as enormes quantidades de HSP70 liberadas na
circulagdo, por conta do estresse inflamatdrio generalizado nestas situagdes, possam ser
suficientes para neutralizar boa parte da insulina circulante, obrigando o pancreas a
secretar mais e mais insulina. Consequentemente, estando esta proposicao correta, a
HSP70 extracelular, por conta de sua ligacao a insulina, pode ser um agravante adicional
a resisténcia ao hormonio nestes individuos. Sendo assim, ndo se pode descartar a
possibilidade de que o tratamento com anticorpos anti-HSP70 ou aptameros de DNA
especificos para a mesma finalidade possa servir de adjuvante no acompanhamento de

pacientes portadores de diabesidades.
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CONCLUSAO

Nossos resultados permitem concluir que:

- A eHSP70 liga-se a insulina circulante o que implica potencialmente na

modulag¢do da glicose disponivel na circulagao.

- O choque térmico agudo e a hipoglicemia causam a liberagdao de HSP70 para a
circulacdo sanguinea, cuja presenca pode ser detectada ao longo de um periodo

experimental de até 24 horas apds o choque térmico.

- O choque térmico modifica a resposta glicmica a sobrecarga de glicose,
implicando em uma maior disponibilidade de glicose na circulagdo, e diminui a captagao
muscular de glicose. Este efeito ndo se correlaciona com a disponibilidade de acidos

graxos circulantes.

- O efeito do choque térmico sobre a resposta glicémica acontece somente se
houver disponibilidade de HSP70 circulante e parece nao depender da sintese de novo

desta proteina.

- O efeito da HSP70 circulante sobre a resisténcia insulinica é diferente nos

distintos tempos de recuperagao pds-choque térmico.

De forma sistematizada, nossos resultados indicam que a eHSP70 plasmatica é
capaz de se ligar a insulina, alterar a tolerancia a glicose e diminuir a captacdo de glicose
no musculo esquelético. Portanto, concluimos que a eHSP70 deva exercer papel
fisioldgico de modular a disponibilidade de glicose circulante, em situacdes de estresse,

particularmente na hipoglicemia.

115



PERSPECTIVAS

v' Averiguar o mecanismo molecular pelo qual essa ligacdo ocorre e é desfeita.

v' Investigar as a¢des da HSP70 sobre receptores especificos localizados em tecidos

alvo da insulina.

v' Ampliar as investigacbes relativas aos transportadores de glicose (com atencdo
especial a participacdo do Glut4) e aos eventos intracelulares ocorridos com os

animais abordados neste estudo.

v’ Avaliar o impacto (e consequéncias para terapias do diabetes tipo 1) da
superproducdo de HSP72 circulante como situacdo de sobrecarga ao pancreas que
necessita secretar mais insulina para contrapor a resisténcia imposta pela ligacao

do hormonio as HSP70.
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ABSTRACT

The mducible expression of the 70 kDa family of heat shock proteins (HSP70) is associated with
homeostatically stressful situations. not only heat  Stressful stuations that mvolve sympathetic nervous
system (SNS) activation, including o;-adrenergic agonists and physical exercise, are capable of
mducing HSP70 expression and release of the major HSP70 inducible form, HSPT2 (encoded by
HSPAIA gene). However, whether hypoglycaemia is capable of influencing HSPT70 status under a
stressful situation such as msulin-induced hypoglycaemia (TIH), which also mvolves SNS activation, is
unsettled Hence, we decided to investigate whether the predominant signal for HSP70 expression and
delivery into the blood comes from either low glucose, high insulin or both duning short-term ITH
(STIH) and long-term ITH (LTIIH). Our data showed that low ghicose level (up to 1.36 +0.14 mM),
but not insulin, is the triggening factor responsible for a dramatic rise in HSP72 plasma concentrations
(from 0.15 £ 0.01 in fed state to 0.77 +0.13 ng/mI. duning hypoglycaemic episodes). This was observed
in parallel with up to 7-fold increases in interlenkin-6 (IL-6) but not IL-10 or tumour necrosis factor-c
(TNFao) at STIOH. Together, the observations suggest that HSP72 is released under hypoglycaemic
conditions as a part of the homeostatic stress response (possibly via catecholamine-induced exosome-
dependent secretion), whereas at long term both hypoglycaemia and insulin may influence HSPT2
expression in the liver, but not in kidneys. Whether secreted eHSP72 is either purely a danger signal to
all the tissues of the body for the enhancement of mmme and metabolic surveillance state or actively
participates In glycaemic control under stressful situations is mow under imvestigation In our
laboratories.
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INTRODUCTION

The inducible expression of the 70 kDa family of heat shock proteins (HSP70) is amazingly
conserved in nature from bacteria to lumans, evolving throughout the history of cellular life in Earth **
Although they were named after the serendipitous discovery (please, see Ritossa's reflections m
reference *) in heat-shocked Drosophila busckii cells,* by Prof Ferruccio Ritossa, HSP70 expression
15 associated with homeostatically stressfil situations, not only heat. In order to cope on chaperone and
cytoprotective ntracellular finctions, at least 13 genes so far idenfified in bumans are responsible for
HSP70 family coding ****

Indeed, many homeostatic-threatening situations are able to induce the production of HSP70
molecules which may act both intracellularly and being exported to the extracellular milien, where
HSP70 proteins apparently works as danger signals to elevate the state of surveillance of all the cells
around the body ! Hence, HSP70 biology resembles, in much, the way sympathetic nervous system
(SNS) deal with stressful situations and. in fact, it has long been demonstrated that oy-adrenergic
agonists are capable of inducing HSP70 expression in parallel with proto-oncogenes® whereas
norepinephrine enhances the expression and release of the major HSP7) imducible form, HSP72
(encoded by HSPAL4 gene), by human neutrophils,'® and activation of HSP70 gene promoter in other
spe:ﬂendau—adrmgicsthmﬂaﬁunml'{utwithm.nding, ay-adrenergic receptors mediate nise in plasma
HSPT2 in rats submitted to tail electric shock, ™ while physical exercise, one of the most powerful SNS
stimulants, besides enhancing HSP72 expression in skeletal muscle (please, see reference * for review)
also elevates serum HSP72 levels,* in a process which is dependent on hepatosplanchnic viscera ™

Interestmgly, the adnumistration of glucose to homans abrogates exercise-induced increase in
circulating HSP72!7 This remits us again to SNS participation in HSP70 metabolism. since
hypoglycaemia is an mmportant physiclogical stmulus for sympathefic activation, which 1s reversed by
ﬂmmrmlﬂaﬁmafglymmmhimu,%wmdmuagmzhammmm,m
severe imsulin-induced hypoglycaemia (IIH) besides of inducing the release of epinephmne,
norepinephrine, glucagon, cortisol and GH, *' triggers a dramatic stress response in rat neurons in the
recovery phase, including the expression of HSPT2 in suriving neurons, while insulin by itself 1s able
to trigger HSP72 gene expression in human hepatocytes *

The above findings led us to investigate whether the predominant signal for HSP70 expression
and delivery into the blood comes from either low glucose, high insulin or both in two different models
of ITH. Also, we studied the effects of such manenvers on the expression of HSP70 in the gluconeogenic
tissues liver and kidney as well as its possible comelation with cytokine production, inasnmch as HSP70,
mterlenkin-6 (IL-6) and tumour necrosis factor-o (TNFo) are intricately comelated with both
hypoglycaemia and insulin secretion and action. ** 24
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MATERIALS AND METHODS
Materials

All the chemicals were purchased from Sigma-Aldnch (5t Lows, USA) unless if stated
otherwise. Long-lasting Detemir insulin (Levemir®) as well as regular insulin (Wovolin® E) were
obtained from Novo Nordisk (Montes Claros, Brazil).

Animals and treatments

Adult male Wistar rats, weighing 180-220 g, were used in this study. The rats were maintained
under constant temperature (23 + 1 °C) with automatically controlled photoperiod (12 h light/12 h dark;
lights on at 7:00 am) and 60% relative humidity. A standard commercial laboratory diet (Nuvilab®,
Curitiba, Brazil) was given ad [ibiftum before the experimental procedures. Before and during the
observational penods of msulm treatments, the animals were mamtained fasted having free access to
water. All the procedures were approved by the Ethics Commuttee on Amimal Expenmentation of the
Federal University of Rio Grande do Sul, according to the puidelines of the Brazilian Council on
Animal Experimentation Control (protocel mmmber: CEUA/19858).

Short-term ITH (STIIH) was attained with 6 h fasted rats which received ip. regular insulin
(1 IUkg), while long-term ITH (LTIH) was induced in 15h fasted rats with ip. Detemir insolin
(1 IUkg). The 1 IW/kg dose, route of administration and duration of ITH (STIH or LTITH) studies were
based in previous works.* Moreover, the kinetic profile of glycaemia during animal manipulations was
assessed by employing the real time contiouous glucose monitoring system (RT-CGMS) techmique by
using Medtronic Guardian® Real-Time CGMS equipment (Medironic® MiniMed (5o Paulo, SP,
Brazil) as previously described ”. Insulinaemia was measured as described in the following section.
Thus, by using these experimental approaches, STIH rats usually show msulin levels that peak at 13
min after hormone injection and return to basal levels between 60-90 min, while glycaemic levels
sharply fall up to 30 min, maintaining a plateau up to 120 min, after what glucose levels return to basal
values at time 240 min (results from pilot experiments). On the other hand. LTIIH rats are exposed to
msulin concentrations that peak at 15 min but remain in a plateau for up to 12k while glucose
concentrations slowly fall up to time 240 nun when basal levels are attained at approx 600 nun, despite
the fact that insulinaemia is still high (pilot experiments). Therefore, it is possible to dissociate low-
glucose from insuln effects by companng STIH results (short hypoglycaemia in the absence of
circulating imsulin after 60-90 min) with those from LTIIH ones (long-lasting hypoglycaemia in the
presence of circulating msulin for the duration of the observational period). The lowest glycaemic
values were achieved by 30-60 min with both treatments while total hypoglycaemic periods were 10 h
for STIIH group (6 h fast + 4 h after regular insulin treatment) and 25 h of LTIH group (15 b fast + 10
h after Detennir insulin}.

Bloed and fissue sampling

excision and blood collection. This method was chosen because 1t 15 extremely rapid and does not
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appreciably mterfere in glucose metabolism The death of the ammals under anesthesia, while desirable,
1s not compatible with the expenmental outcomes because the vast majonty of anesthehies commonly
used with experimental animals lead to an intense hyperglycaemia in rodents ™’ Furthermore, these
anesthetics interfere with the fimction of cells involved in the systemic production of HSP72, such as
monocytes,® whereas HSP72 plasma levels may be completely suppressed by high plucose levels "

Blood was then immediately collected in heparinized (30 IU/mL final volume) tubes (for
glucose, nsulin and eytokine measurements) or in disediom EDTA (2 mg/ml. final volume)-treated
tubes (for HSP72 assays). After separation, plasma samples were treated as descnibed below and frozen
at -86 °C until use.

Plasma samples destined to HSP72 measurements (EKS-713 high-sensitivity HSPA1A-specific
ELISA kit, Enzo Life Sciences) were also treated with the following protease inhibitor cocktail:
leupeptin (2 pg/ml = 4.2 pM), aprotinin (2 pg'ml = 0.31 pM), TLCK (tosyl-L-lysine chloromethyl
ketone hydrochlende, 0.74 pg/mL = 20 pM) and PMSF (phenylmethanesulfonyl flucride, 17.42 pg/ml.
=100 uM). HSP72 limit of detection under the manufacturer’s conditions was S0 pg/mL (1.25 ph).

Heparinized samples utilized mn insulin measorements (Cat. #589501 SPI-Bio rat insulin
competifive EIA. Cayman Chemical) were also treated with 4.52 pg/ml disodmm EDTA and
1.3 pg/ml. o-phenanthroline (final concentrations in the plasma) prior to Immumoenzymatic assays, in
order to prevent any undesirable hemolysis-dependent insulin degradation, even if no visible sign of
hemolysis were detected. as recommended by the kit's manufacturer. Insulin limit of detection was
0.05 ng/m[. (1.2 pIU/mL).

Plasma glucose concentrations were assessed by using a glocose oxidase-based commercial
colonmetric kit (Liquiform  Labtest Diagnostica, Vista Alegre, Brazl) while plasma interleukin-6
(IL-6), IL-10 and tumour necrosis factor-a (TNFo) were evaluated wsing commercially streptavidin-
phycoerythrin-based muliplex bead immumoassay kit Milliplex® in 96 well plates and Luminex 200
System and accompanying xPONENT® software (Millipore, USA).

Soon after blood harvesting, the liver and kidneys were surgically excised, weighed and
immediately freeze-clamped in liquid nitrogen for protein analyses. Tissue samples were stored frozen
at -86 °C for subsequent analysis.

Protein Separafion and Detection

In order to examine protein expression, whole liver (7-% g) and kidney (1.4-2.0 g) slices were
homogenized and processed for sodiom dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) and immnmcblot analyses as adapted from elsewhere™" Briefly, tissues were
homogenized (still frozen) in 5 volumes of 0.1% (w/v) SDS buffer containing protease and phosphatase
mhibitor cocktail (Sigma) consisting of leupeptin (4.2 pM), aprotinin (0.31 pM), TLCE (20 M), PMSF
(100 pM), sodium orthovanadate (Na;VO,; 1 mM), sodium meolybdate (NaMoO,; 1 mM) and B-
glycerophosphate (1 mh). Afterwards, homogenates were centnfiiged at 16000 x g for 1 min at room
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temperature and supematant fractions were saved for protem de’rerminaljon,‘byusingbmrinesmnn
albumin (BSA) as standard Then, equivalent amounts of protein from each sample (~ 40 ug) were
mixed with Laemmli’s gel loading buffer [30 mM Tris, 10% (w/v) SDS, 107% (viv) glycerol, 10% (v/v)
2-mercaptoethanol and 2 mg/ml bromphencl blue] in a ratio of 1:1_ boiled for 5 min and electrophoresed
m a 10% polyacrylamide mimigel for 4h 15 mAfgel Proteins were transferred onto nitrocellulose
membranes (GE HealthCare) according to the electrotransfer (Bio-Fad) mamnfacturer’s mstructions
(2 b, 100 V) and transferred bands were visuahzed with 0.3% (w/v) Red Poncean S (Sigma) in 3% (wiv)
trchloroacetic amid solution to be photodocumented (ImageCuant™ 350, GE HealthCare). For
immmaeblotting procedures, SNAP i.d (Merck Millipore) quick immunoblet vacumm system was used
and membranes were washed with water and then blocked i 0.5% (w/v) non-fat dry milk (Nestl€) in
wash buffer [TEN-Tween 20 solution (0.1% w/v); TEN is 50 mM Tns, 5 mM EDTA, 150 mM NaCl,
pH 7.4]. Membranes were washed three times with wash buffer and incubated for 10 min with mouse
anti-lmman HSP70 monoclonal antibody (Sigma H5147) which recognizes both the 73-kDa constitutive
HSCT0 (HSPAS gene) and the 72-kDa inducible HSP70 (HSPAIA gene) forms, at 1:1,000 dihation.
After three washings with wash buffer, peroxidase-labeled rabbit anti-mouse IgG (Sigma AS044) was
utilized as secondary antibody, at 1:10,000 dilution. As a gel loading control, peroxidase-labeled mouse
anti-human B-actin monoclonal antibody (Sigma A3854) was used at 1:25000 dilution. Blot
visualization was acquired for 600 s by using ECL-Prime Western blotting Reagent (GE Healthcare,
UK) in ImageQuant™ 350 chemiluminescence system (GE) and accompanying online stacking imaging
software ImageQuant TL 7.0 (GE). Data are given as the mean = S EM. of expressions normalized in
terms of B-actin.

Statistical analyses

Results were subjected to mmltivanate analysis of vanance (ANOVA) to track type I emors
through an array of univanate tests. Levene's test was used to detect deviations from homoscedasticity
between the test groups. When ANOVA (one way) detected sigmificance, compansons between time and
treatment test groups were made and, whenever P values were less than 0.03, statistically sigmificant
differences were idenfified by the multiple companson procedure of Tukey-Kramer Multiple
Compansons Test. All statistical calculations were performed wsing GraphPad Instat 3.0 software for
Windows.

RESULTS

As shown in Fig. 1 (glycaemic values are shown; each group’s imsulinaemia figures are given in
the text below), both regular (STIIH group) and Detemir (LTIIH group) insulin injections (1 IU/kg)
evoked similar ITH up to 120 min post-injection (STIH lowest values were = 2.13 £ 0.43 mM glucose
and 3.12+0.71 plU/mL insulin). However, while STIIH group evolved towards higher glycaemic
values from this pomt to the platean reached at 240 mm (4.08 +0.28 mM glucose; = 2.4 plU/mL
msulin}, Detenir insulin-treated animals still showed decreasing glycaemic marks up to 240 min (LTIIH
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lowest values were = 1.56 * (.14 mM glucose and 136.5 = 27.9 uIU/m]. insulin) from which glycaemia
tended to normalize at point 600 min, where insulin levels were 110.8 £ 16.8 pIU/ml. Hence, during
the lapse of the fist 120 min, STIH rats were subject to a short episode of hyperinsulinaemic
hypoglycaemia while, after that, STIIH group provided a model of euinsulinaemic hypoglycaemia
which was stabilized 240 min after the regular insulin injection. On the other hand, to LTIIH animals a
hyperinsulinaemic hypoglycaemia was imposed during all the observational time, with insulin levels
varying from a maximum of 234.5 £ 5.56 pIU/mL (15 min) to a minimum of 110.8 £ 16.8 (600 min)
which tended to be maintained roughly constant up to 720 min (106.3 21.7 pIU/ml).

In order to mvestigate whether hyperinsulmaenma or hypoglycaemia predominantly influences
the production of extracellular HSPT2 and its release mto the plasma, another set of rats was submitted
to the same above protocol, except that the amimals were killed at each indicated points (instead of being
online monitored), as depicted in Fig. 2. It is clear from Fig 2C that the lowest HSP72 values were
those obtained in fed animals and that fast despite being of 6 h (STIH) or 15 h (LTIIH), evoked a
minimal alteration which was equal when STIIH and LTIIH were compared. HSP72 plasma levels
contioied to be statistically identical between both groups at 15 min (the time when insulin
concentration in LTIIH was maximal) although hypoglycaemia was found to be more severe in STIIH
rats at this time point. Maximal HSP72 concentrations were registered 60 min after insulin injections, so
just half an hour after the lowest glycaemic values found for both groups. At this point, insulin levels
continued to be elevated m LTIIH group (226.87 = 14.18 plU/mL), while insulin in STIH animals
started to decline (Fig. 2B). After this point, plasma HSP72 concentrations started to decrease in parallel
m both groups, reaching basal levels at 120 min, a time in which STIIH amimals were back to fast
insulin values while LTITH rats were found to be facing hypennsulinaemic plateau.

As stated mn the introduction, 1t has been often found a close correlation between extracellular
HSP72 and the plasma levels of inflammation-related cytokines. Becaunse of this, we checked HSPT2
levels out comparing them with those of TNFo (an inflammatory cytokine), IL-10 (anti-inflammatory)
and IL-6 (an anti-inflammatory cytokine released upon inflammatory stimulus) in both test groups. As
shown in Table 1, only STIIH induced by both 6 h fast (+=0) and insulin (=15 and 60 min) was able to
enhance HSPT2 levels significantly as compared to fed confrols. Moreover, this pattem was
accompanied by a conspicuous mise in IL-6, but not in IL-10 or TNFe. On the other hand, LTIIH, in
spite of being induced by 13 h fast or 15 h fast plus 4 h after insulin injection, was found not to interfere
m HSP72 plasma levels, while enhancing IL-6 values. Hence, we evaluated the effects of the same
maneuvers and times on the expressions of HSP72 and HSP73 in the gluconeogenic tissues liver and
kidney. Similarly to that found for plasma HSP72 and cytokine levels, STIIH was more effective in
nsing HSP72 expression in the liver (Fig. 3A). During the hyperinsulinaemic hypoglycaemic STIIH
rats, hepatic HSP72 expression rose by 81% (p=0.03) at 60 min after insulin injection as compared to
control (Fast 6 h +0) values, which was mn parallel to that observed for plasma HSP72 levels (Fig. 2C).
This pattern of elevation persisted up to 180 min, dunng the emmsulnaemic hypoglycaemic penod for
STOH rats, in which plasma levels of glucose and msulin were 3.41 £0.53 mM and = 2.4 pIU/mL
respectively (Fig. 3JA). Similar results were observed for LTIIH groups in that livers from 15 h fast
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msulin-treated animals showed a small (approx 153%) but significant enhancement m HSP72 expression
as compared to its time-zero controls. Also, when compared the two time-zero control groups (Fast 15 h
vs Fast 6 h), a sigmficant difference was found m that prolonged fast groups presented a ca. 209 ugher
HSP72 expression than its 6 h fast counterpart. None of the maneuvers interfered in the expression of
the constitutive HSP73 in the liver and no alteration was observed in the kidney for HSP72 and HSP73
either. We also assayed thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), a measure of lipoperoxidation
that could be originated from some insulin-induced mjury to the tissues. but we found no difference in
either liver or kidney TBAES under all test protocols (data not shown).

The above results may suggest that it is the fall of glycaemia below some certain point, but not
ITH., the triggenng factor for HSP72 elevation in the plasma, particularly becanse in LTIIH group insulin
levels still remained elevated at the time point t=4 b, while HSP72 levels were not sustained in parallel.
If insulin itself were the agent for HSP72 rise in the plasma, the 15 h fast animals at t=4 h should present
some response to the high insulin concentrations.

DISCUSSION

Despite the fact that maximal plasma msulin immmoreactivity attained after the myjection of
Detemir or regular insuln had been quite different (254.57 5.56 vs 82.76 £ 6.28 pIU/ml at 15 min
post-mjection, respectively), the minimal comespondent glycaemic values were not as discrepant as
(1.56 £0.14 w5 2.13 + (.43 mM; Fig. 1), as HSP72 plasma levels were also not so. In fact, 30 min after
the administration of insulin (so, 15 min after msulin peaks), glycaemic curves already presented a nadir
which was followed by the maximal HSP72 levels at time 60 min (Fig. 2). In this case, insulin levels as
higher as 3 times in LTIIH as compared to STIIH groups were not sufficient to induce a parallel rise in
HSP72 of the same magnitude. Also, in both test groups, the progression from the fed
(82.23 £ 40.20 pIU/mL insulin) towards fast state (< 2.4 pIU/mL) evoked similar HSP72 enhancements.
Therefore, HSP72 is negatively comelated with insulin levels but positively with hypoglycaemic
episodes. Furthermore, the decreased glycaemia induced by fasting seems not relevant, because a 6 h or
a 15h period of food deprivation evoked the same rise in HSP72 levels as compared to fed controls
{Table 1). Altogether, the present findings suggest that extracellular HSP72 (eHSP72) is encountered in
the plasma in response to a fall in glycaemia.

eHSP72 delivered into the extracellular space was first shown in heat-shocked rat embryo cells
by Hightower & Guidon in 1982 and was unequivocally demonstrated to be exported via non-
canonical vesicular mechanisms, namely through exosome-dependent trafficking ™' Exosomes are small
microvesicles (30-100 nm) that are released from late endosomal compartments, after the fusion with
the plasma membrane of multivesicular bodies (MVBs) containing internal vesicles ™ Since exosome
delivery is calcium-dependent * it is much likely that catecholamine release during hypoglycaemia-
dependent sympathetic activation is the triggering factor behind quick eHSP72 liberation into the
plasma; not insulin, whose action is much more time consuming. So it is plausible that, during a
hypoglycaemic episode, ou-adrenergic stimmlation elicits HSP72 secretion, at the same time
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catecholamines ephance hepatic glycogenolysis-dependent release of glucose mnto the blood also via
oy -adrenergic receptors, in order to protect the whole body from a threateming low glucose level. This is
in line with the observation that physical exercise rapidly elevates serum HSF72 levels, ®"* while the
administration of ghicose to humans abrogates exercise-induced increase in circulating HSP72 Y7 Even
teleologically, it 1s mmch more pertinent a quuck stress-related response (hormonal and/or neural) being
related to a homeostatic challenge (e.g. hypoglycaemia, exercise, the fight-or-fly of the prey) than an
anabolic hormonal signal (insulin) which would demand a more elaborated and longstanding response.
Of course, the parhicipation of other counterregulatory mechanisms cannot be dismissed, but the rapid
and stress-induced adrenergic response appears to be the prevalent mechanism.

If, om the one hand, msulin seems not to be responsible for eHSP72 release under hypoglycaeme
situations, one cannot discard the possibility that the hormone was the tnggering factor for the elevation
of HSP72 expression observed in the liver some hours after ITH (Fig. 3). In fact. insulin has been found
to induce HSP72 gene expression in human hepatoma cells. in a dose-dependent manner which
comelates with the dissociation constant of the insulin receptor, thus suggesting that the insulin effact is
mediated by the insulin receptor ** Indeed, HSP72 and HSP73, at the intracellular compartment, play an
mmportant role for insulin receptor posttranslational processing that may lead to its accummlation or
degradation inside the cell™ Furthermore and besides insulin direct effects, hypoglycaemia per se
seems to induce a delayed but sustained HSP72 expression, as observed in mouse neurcblastoma cells
whereas Bergstedt and co-workers® have shown, in vivo, that severe ITH induces a stress response in rat
neurcns in the recovery phase that elicits prolonged expression of HSP72 in surviving neurons. In this
study, the authors suggest that HSP72 expression may be a protective response to injurious stress, which
was comroberated by the finding that heat shock-induced HSP72 expression ameliorates hypoglycaemic
damage to cerebral endothelial cells."® Further studies are needed to address why HSPT2 expression due
to fast and ITH takes place only in the liver but not in the kidney.

Previous results from our group have shown that IL-6, at physiological concentrations, directly
promotes insulin secretion by rodent islets and B-cells,*® while IL-6 was also found to increase insulin-
stimulated ghucose disposal in humans.® Moreover, in a hyperinsulinaemic euglycaemic/hypoglycaemic
clamp study, it has been shown that hypoglycaemia downregulates endotoxin-induced production of
TNFa. but does not affect IL-1p, IL-6 or IL-10."" Hence, we tested whether inflammation-related
cytokimes could be associated with erther hypoglycaemma msulinaemia or both. In fact, the present
results indicated that short-term food deprivation itself mduces a conspicuous 5-fold nse m IT-6 plasma
levels, as compared to fed control group, and that msulin can enhance this differemce even more
(Table 1). Interestingly, however, in animals submitted to a longer penod of fast (15 h), IL-6 response
was practically suppressed m comparison with fed controls, although mnsulin had mereased it 7-fold.
While our results are in line with those by others,” in which hypoglycaemia has also been found to
elevate IL-6 levels in healthy men and women, the reason why this effect was only observed upon short
fast periods remains to be elucidated.

IL-6 is frequently observed in the circulation in response to most stimuli that alse induce
eHSP72 secretion into the blood stream  Accordingly, IL-6 is delivered into the plasma soon after the
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initiation of physical exercise while IL-§ activates HSPT2 gene expression in human skeletal muscle. ™
As observed for eHSP72," glucose ingestion also attenuates T1-6 release from the coniracting muscle.'®
Finally, IL-6 has been found to be sorted to CaH-dependmt regulated secretory pathway mn neural
cells ¥ whereas muscle-derived IL-6 is dependent on signaling cascades initiated by both Ca®-
dependent and -independent stimuli in a way that seems to aid in maintaining metabolic homeostasis
during periods of altered metabolic demand, such as muscular exercise or insulin stinmlation ' This
strongly sheds light on a possible connection between sympathetic nervous system activation and the
secretion of both IL-6 and eHSP70 acting as frank glucose imbalance-stress related cytokines. Also, it is
likely that catecholamines induce the secretion of both via the exosome pathway.

Taken together the above cbservations suggest that, at short term, HSP72 is released under
hypoglycaemic conditions as a part of the homeostatic stress response (possibly via catecholamine-
mduced exosome-dependent secretion), whereas at long term, both hypoglycaemia and insulin may
influence HSP72 expression in the liver. but not in kidneys. Whether secteted eHSP72 is either purely a
danger signal to all the tissues of the body for the enhancement of immune and metabolic surveillance
state ! or actively participates in glycaemic control under stressful situations is now under investigation
in our laboratories.

SIGNIFICANCE OF THE PRESENT FINDINGS

The inducible expression of the 70 kDa family of heat shock proteins (HSP70) is associated with
homeostatically stressful sitnations, not only heat. Indeed, many homeostatic-threatening situations are
able to induce the production of HSP70 meolecules which may act both intracellularly and being
exported to the extracellular milien, where HSP70 proteins apparently works as danger signals to elevate
the state of surveillance of all the cells around the body. Since a vanety of situations that mvolve
sympathetic nervous system activation, mcludmg o-adrenergic agomsts and physical exercise, are
capable of inducing HSP70 expression and release of the major HSP70 inducible form, HSPT2 (encoded
by HSPALA pene), we decided to investigate whether the predominant sigmal for HSP70 expression and
delivery mto the blood comes from either low ghicose, high insulin or both in two different models of
msulin-induced hypoglycasmia (ITH). Our data and observations from other studies suggest that, at short
term, HSP72 is released under hypoglycaemic conditions as a part of the homeostatic stress response
(possibly via catecholamine-induced exosome-dependent secretion). This was observed in parallel with
up to 7-fold increases m mterleukin-6 (IL-6) but not IL.-10 or tumour necrosis factor-c (TINFo) at short-
term hypoglycaemia, whereas at long term, both hypoglycaerma and msuln may influence HSPT2
expression in the liver, but not mn kidneys. Whether secreted eHSFP72 is either purely a danger signal to
all the tissues of the body for the enhancement of immime and metabolic surveillance state or actively
participates in glycaemic control under stressfil situations is now wunder investigation in our
laboratories.

hitp:fimc.manuscriptcentral comichf

XXVi



[=T--RE = B I U

Cell Biochemistry & Function Page 12 of 20

11

ACENOWLEDGEMENTS

This work was partially supported by grants received from the Brazihan National Council for Scienbfic
and Technological Development (CNPg, grants from MCT/CNPg. MS/DECIT. CT-CIOTEC and
CTSmide, process #351097/2007-8, 563870:2010-9. 402626/2012-5 and 402364/2012-0, to PIHBJ and
RBB) and Fundacdo Araucaria (to EBB). TGH was supported by a fellowship from CAPES-Brasilia
while SPS and PRN were supported by fellowships from CNPg. All the authers have agreed to the
submission and had final approval of the submitted and published versions.

CONFLICT OF INTEREST

The authors declare no conflict of interest and no competing interests such as consultancies, financial
mvolvement, patent ownership, etc. m relation to the work descnibed.

REFERENCES

1. Bamena HC, Gazola VA, Fudan MM, Garcia BF, de Souza HM, Bazotte EB. Ketogenesis
evalmtunmpm‘fnsedhw:ufdmbetcmssummdto short-term msulin-induced hypoglycaemia.
Cell Biochem Funct 2009; 27: 383-387.

2. Bergstedt K. Hu BR, Wielech T. Imtiation of protein synthesis and heat-shock protein-72
expression m the rat bramn following severe msulin-induced hypoglycaemia Acta Newropathol
1993; 86: 145-153.

3. Boorstein WE. Ziegelhoffer T, Craig EA. Molecular evolution of the HSP70 multigene family. J
Mol Evel 1994 38:1-17.

4. Bradford MM. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantiies of protein
utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem 1976; 72: 248-234.

5. Brown ET, Umino Y, Loi T, Solessio E, Barlow B_ Anesthesia cam canse sustained hyperglycaemia
m C57/BL6J mice. Fis Neurosci 2005; 22: 615-618.

6. Carey AL. Steinberg GF, Macaulay SL. Thomas WG, Holmes AG. Famm G, Prelovsek O,
Hohnen-Behrens C, Watt MJ, James DE, Kemp BE, Pedersen BE, Febbraio MA. Interleukin-6
mmmsmﬂhﬂ@ﬂatedg}nmﬁeispmﬂmh)mﬂsmﬂglume@mhmdﬁﬁymdm&tm
m vitre via AMP-activated protein kinase. Diabetes 2006; 55: 2688-2607.

7. Carrara MA, Batista MR, Sarvhashi TR, Felisherto AM, Jr. Guilhermetti M. Bazotte RB.
Coexistence of insulin resistance and increased glucose tolerance i pregnant rats: a
mechanizsm for glucose mamtenance. Life Sei 2012; 90: 831-837. doi: 10.1016/.15.2012.03.037.

8. Chang Y, Chen TL, Sheu JE, Chen RM. Suppressive effects of ketamme on macrophage fimctions.
Toxicol Appl Pharmacol 2003; 204: 27-35.

9. Chin JH, Okazaki M, Hu ZW, Miller JW, Hoffman BB. Activation of heat shock protein (hsp)70
and proto-oncogene expression by alphal adrenergic agonist in rat aorta with age. J Clin Irvest
1996; 97: 2316-2323.

hitp:fimc.manuscriptcentral comichf

XXVii



Page 13 of 20

[=T--RE = B I U

10.

11

12.

13

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21

22

23

24

23

Cell Biochemistry & Function

12

De Galan BE. Netea MG, Smifs P, van der Meer JW. Hypoglycaemia downregulates endofoxin-
induced ufummummsfactoralpha but does not affect IL-1beta, IL-6, or IL-10.
Cytokine 2003; 22: 71-76.

De Maio A, Vazquez D. Extracellular heat shock proteins: a new location, a new fimction. Shock
2013; 40: 239-246. doi:10.1097/SHE.0b013e3182al 85ab.

Dotson 5, Freeman E, Failing HI, Adler GK. Hypoglycaemia increases serum interleukin-6 levels
in healthy men and women. Diabefes Care 2008; 31: 1222-1223. doi: 10.2337/de(7-2243.

Febbraio MA, Ott P, Nielsen HB, Steensberg A, Keller C. Krustrup P, Secher NH, Pedersen BE.
Exercise induces hepatosplanchnic release of heat shock protein 72 in humans. J Physiol 2002; 544:
957-962.

Febbraio MA, Pedersen BE. Muscle-derived interleukin-6: mechanisms for activation and possible
biclogical roles. FASER J2002; 16: 1333-1347.

Febbraio MA, Steensberg A, Fischer CP, Eeller C, Hiscock N, Pedersen BE. IL-6 activates HSPT2
gene expression in human skeletal mnscle. Biochem Biophys Res Commun 2002; 296: 1264-1266.

Febbraio MA, Steensberg A, Keller C, Starkie RL, Nielsen HB, Kmustrup P, Ott P, Secher NH,
Pedersen BK_ Glucose ingestion attenmates imterlenkin-6 release from contracting skeletal muscle in
wmans. J Physiol 2003; 549: 607-612.

Febbraio MA, Mesa JL, Chung I, Steensberg A, Keller C, Mielsen HB, Krustrup P, Ott P, Secher
NH, Pedersen BE. Glucose ingestion attenmates the exercise-induced increase in circulating heat
shock protein 72 and heat shock protein 60 in humans. Cell Stress Chapsronss 2004; 9: 390-396.
Giraldo E. Multhoff G, Ortega E. Noradrenaline mcreases the expression and release of Hsp72 by
hman neutrophils. Brain Behav Immun 2010; 24: 672-677.

Gobbel GT, Chan TY, Chan PH. Amelioration of hypoxic and hypoglycaemic damage to cerebral
endothelial cells. Effects of heat shock pretreatment. Mol Chem Newropathol 1995; 24: 107-120.

Hageman J, van Waarde MA, Zylicz A, Walerych D, Kampinga HH. The diverse members of the
mammalian HSP70 machine show distinct chaperone-like activities. Biochem J2011; 435: 127-142.
Heck TG, Scholer CM, Homem de Bittencowrt P HSP70 expression: does it a novel fatigue

signallmg factor from mmme system to the bram? Cell Biochem Funct 2011; 29: 215-226. doi:
10.1002/cbf 1739,

Hightower LE, Guidon PT, Jr. Selective release from cultured manmmalian cells of heat-shock
(siress) protemns that resemble gha-axon transfer protems. J Cell Physiol 1989; 138: 257-266.
Johnson JD, Campisi J. Sharkey CM, Eennedy SL., Nickerson M, Fleshner M. Adrenergic receptors
mediate stress-induced elevations in extracellular Hsp72. .J dppl Physiol (1983) 2005; 99: 1739-
1795.

Kampinga HH, Hageman J, Vios MJ, Eubota H, Tanguay RM, Bruford EA | Cheetham ME, Chen B,
Hightower LE. Guidelines for the nomenclature of the human heat shock proteins. Cell Stress
Chaperones 2009; 14: 103-111. doi: 10.1007/512192-008-0068-7.

Keller 5, Sanderson MP, Stoeck A, Altevogt P. Exosomes: from biogenesis and secretion to
biclogical function. Immunol Lett 2006; 107: 102-108.

hitp:fimc.manuscriptcentral comichf

XXViii



[=T--RE = B I U

26.

27.

28

29

30.

3L

32

33

34

35

36.

37

38

39

Cell Biochemistry & Function Page 14 of 20

13

Kolberg A, Rosa TG, Puhl MT, Scola G, da Rocha Janner D, Maslinkiewicz A, Lagranha DJ, Heck
TG, Curi B, Homem de Bittencourt PL Jr. Low expression of MEPL/GS-X pump ATPase in
lymphocytes of Walker 256 tumour-beanng rats 1s associated with cyclopentenone prostaglandin
accummlation and cancer immmodeficiency. Cell Biochem Funct 2006; 24: 23-39.

Krause MS, McClenaghan NH, Flatt PR, Homem de Bittencourt PL Murphy C, Newsholme P. -
arginine 1s essential for pancreatic beta-cell funchonal integrity, metabolism and defense from
mflammatory challenge. J Endocrinel 2011; 211: 87-97. dor: 10.1530/JOE-11-0236.

Erause MS, Bittencourt A, Homem de Bittencourt PL Jr., McClenaghan NH, Flatt PR, Murphy C,
Newsholme P. Physiclogical concentrations of mterleukin-6 directly promote insulin secretion,
signal transduction, nitric oxide release, and redox status in a clonal pancreatic beta-cell line and
mouse islets. J Endocrinol 2012; 214: 301-311.

Erenek S, Schlegel M, Berendonk TU. Convergent evolution of heat-inducbility
subfunctionalization of the Hsp70 gene famuly. BMC Evol Biel 2013; 13: 49. doi: 10.1186/1471-
2148-13-49.

Lacoste A, Malham SE, Cueff A Poulet SA Noradrenaline modulates oyster hemocyte
phagocytosis via a beta-adrenergic receptor-cAMP signaling pathway. Gen Comp Endocrinol 2001;
122: 252-259.

Lancaster GI, Febbraio MA. Exosome-dependent trafficking of HSP70: a novel secretory pathway
for cellular stress proteins. J Biol Chem 2005; 280: 23349-23355.

Liu Y, Gampert L, Nething K, Stemnacker JM. Fesponse and function of skeletal muscle heat shock
protein 70. Front Biosci 2006; 11: 2802-2827.

Moller JC, Eruttgen A, Burmester B, Weis J, Oertel WH, Shooter EM. Release of infterlenkin-6 via
the regulated secretory pathway m PC12 cells. Neurosei Lett 2006; 400: 75-79.

Fitossa F. A pew puffing pattern induced by temperature shock and DNP in Drosophila.
Experientia 1962; 18: 571-5373.

Ritossa F. Discovery of the heat shock response. Cell Stress Chaperones 1996; 1: 97-98.

Rodnigues B, Feitosa KP, Felisberto-Tmior AM, Barrena HC, Cuni E, Bazotte RB. Comparative
effects of short-term and long-term insulin-induced hypoglycaemia on glucose production in the
perfused livers of weaned rats. Pharmacol Rep 2011; 63: 1252-1257.

Saha JE, Xia J, Grondin JM, Engle SK, Jakubowski JA. Acute hyperglycaemia induced by
ketamine/xylazine anesthesia in rats: mechanisms and implications for preclinical models. Exp Biol
Med (Maywood) 2003; 230: 777-784.

Savina A Furlan M. Vidal M, Colombo ML Exosome release 1s regulated by a calerom-dependent
mechanism in K562 cells. J Biol Chem 2003; 278: 20083-20090.

Sawa T, Imamura T, Haruta T, Sasacka T, Ishaki M, Takata Y, Takada ¥, Moncka H, Ishihara H,
Usm I, Kobayashi M. Hsp70 family molecular chaperones and mutant insulin receptor: differential
bmding specificihies of BiP and Hsp7(VHsc70 determunes accumulation or degradation of msulin
receptor. Biochem Biophys Res Commun 1996; 218: 449433,

. Shyu WC, Chen CP, Saeki K, Kubosaki A, Matusmoto Y, Onodera T, Ding DC, Chiang MF, Lee

Y], Lm SZ, 11 H. Hypoglycaemia enhances the expression of prion protein and heat-shock protein
T0 in a mouse neurcblastoma cell line. J Neurosci Res 2003; 80: §887-804.

hitp:fimc.manuscriptcentral comichf

XXiX



Page 15 of 20 Cell Biochemistry & Function

14

41. Souza HM, Hell N5, Lopes G, Bazotte EB. Synergistic effect of counterregulatory hormones during
insulin-induced hypoglycaemia in rats: the participation of lipolysis and gluconeogenesis to
hyperglycaemia. Acta Pharmacol Sin (Zhonggue Yao Li Xue Bao) 1996; 15: 435-4509.

42. Ting LP. Tu CL, Chou CK. Insulin-induced expression of iman heat-shock protein gene hsp70. J
Biol Chem 1989; 264: 3404-3408.

10 43. Walsh RC, Koukoulas I Garnham A, Moseley PL, Hargreaves M, Febbraio MA. Exercise increases
mn serum Hsp7? in humans. Cell Stress Chaperenes 2001; 6: 386-393.

[=T--RE = B I U

hitp:fimc.manuscriptcentral comichf

XXX



[=T--RE = B I U

Cell Biochemistry & Function Page 16 of 20

15

Table 1. Blood concentrations of heat shock protein-72 (HSP72), mterleukin-6 (IL-6), interleukin-10
(IL-10) and fumour necrosis factor-o. (TNF o).

HSP72 L6 IL-10 TNFa
(ngml)  (pmolml} (pmol'ml) (pg/ml)
Control Fed t=10 00200 44103 28%05 14204
Short-term hypoglveaemia:
Fast 6 h Control t=10 13x01* 235£01% 5440 3114
Fast 6 h + Reglns t =15 min 1.9x01* 179+0.7% 7250 18202
Fast 6 h + Reglns t =60 min 3102 449035 1116 34=11
Long-term hypoglyeaemia:
Fast 15 h Control t =0 08=x01 2603 58 1x2
Fast 15H+Detlnst=4h 004£001 1842017 3320 1416

Bleod samples were obtained at different times from control (fed) or hypoglycaemic rats. For short-term
hypoglycaemma (STIIH), blood samples were obtamed from 6 h fasted rats which received 1.p. Regular
msulin (Reglns) having blood collected 15 or 60 min after insulin injection (1 IU/kg), while long-term
msulin induced hypoglycaemia (LTIIH) were obtained in 15 h fasted rats which received ip. Detemir
msulin (Detlns) with blood collection until 4 h after insulin mjection (1 IUkg), as described in the
Methods section. Values are presented as the mean = S EM. of 3-5 expenments performed in duplicates.
*p=0.001 for the comparison with contrel (fed) group by one-way ANOVA and Tukey-Kramer multiple
comparisons test. No other differences were found between any of the tested groups. HSP72 valued
0.0 £ 0.0 means that all the measurements had given figures below the lmmit of detection.
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FIGURE CAPTIONS

Figure 1. Time-course of hypoglvcaemia after insulin administration. For Short-Term Insulin-
Induced Hypoglycaemia (STIH. closed circles). the animals were 6h fasted and ip. injected with
1 IUikg regular insulin while for Long-Term Insulin-Induced Hypoglycaemia (LTIIH, open circles), the
animals were 15 h fasted and ip. injected with 1 IU/kg Detemir insulin so that total fasting time were
10 h for STIH and 25 h for LTIH. Data are the mean + S EM. of 7-13 different experiments performed
by using real time continnous glucose monitoring system (RT-CGMS) and confirmed by conventional
glucose oxidase-based assay as described in Materials and Methods. *p=0.05 and **p=0.01, for the
comparison between Regular and Detemir insulin treatments in each time point; Tp=0.05 and 71 p=0.01,
for multiple comparisons between two consecutive time points within Fegular msulin injection;
§ p=0.05 and §§ p=0.01, for multiple comparisons between two consecutive time points within Detemir
insulin administration. Statistics is described in the Methods section.

Figure 2. Comparative profile of plasma glucose, insulin and HSP72 evolvement after insulin
administration. For both Short Term Insulin-Induced Hypoglycaemia (STIH, closed circles) and
Long-Term Insulin-Induced Hypoglycaemia (LTIIH, open circles). The procedures are described m the
legend of Fig. 1, except that the rats were killed at the indicated time pomnts for glucose, nsulin and
HSFP72 plasma measurements. Data are the mean + 5 EM. of 3 different experimental preparations, each
in triplicates. *p=0.05 and **p=0.01. for the comparison between Fegular and Detemir insulin effects in
each time point; Tp=20.03 and 7% p=0.01, for multiple compansons between two consecutive time points
within Regular insulin injection; § p=<0.05 and §§ p=0.01, for multiple compansons between two
consecutive time points within Detemir msulin group. Statistics 1= descnibed in the Methods section.
Figure 3. HSP70 protein expression in liver (A) and kidney (B) of rats submitted to short-term
insulin-induced hypoglycaemia (STIIH) and long-term insulin-induced hypoglycaemia (LTIIH).
The procedures were as described i the legend of Fig. 1, except that the rats were killed at the indicated
time points for liver and kidney surgical excision and protein analysis by SDS-PAGE and immmoblot
for the main constitutive (HSP73, HSPAS gene) and inducible (HSPT2, HSPAIA gene) forms of HSPT0.
Open rectangles in (a) and (b) represent Hypernsulinaemic Hypoglycaemic periods while in (c)
represents the Euinsulinaemic Hypoglyeaemic period. Data, expressed i terms of HSP70 expressions
relative to B-actin expression in the same gels, are the meant SEM. of 4 different preparations
performed in doubles. A gel representative of the observed means relative to Liver and kidney results is
given for each case. *p=0.01, for the comparison between LTITH at time zero (Fast 6 h-Control +=0) and
STIIH at time zero (Fast 15 h-Control t=0); Tp=20.03, for multiple companisons between two consecutive
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