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“A coisa mais bela que podemos experimentar é

2

o mistério. Essa é a fonte de toda a arte e

ciéncias verdadeiras.”

(Albert Einstein)

Xiil



SUMARIO

PAG.
RESUMO ...ttt sttt sttt st ens XXIii
ABSTRACT ...ttt et e e et e e et e e s bee s enbaeennseeenseeennes XXvii
INTRODUGAO. ... 31
Angiotensina II - Vias de sinalizag@o.........cccceeevuiiiniiiiiiiiiniienieenieeeeeee 33
Insulina — Vias de SinaliZagao............ceevuieerniiieiiiieeiiieeeiieeeeeeeeeeeee e 35
Protefnas SOCS ...t 39
Cross-talk molecular entre a sinaliza¢do da ANGII e da Insulina.................... 42
Hipertensao arterial X Resisténcia @ insulina.........cocccceevveeinieennieennieennneenne 43
OBJETIVOS. ...ttt sttt sttt eanes 47
CAPITULOS ...t 51
CAPITULO 1- Supressor of cytokine signaling 3 is induced by angiotensin II in
heart and isolated cardiomyocytes and participates in desensitization.................... 53
CAPITULO 2- Supressor of cytokine signaling -3 provides a novel interface in
the cross-talk between angiotensin Il and insulin signaling systems........................ 65
DISCUSSAO GERAL.......coooiiieiiriieeeieseeie s ssse s st ssses s 75
CONCLUSAO GERAL........cossiiiiiitiieeieseisesesss s sssssssssessssesessesessessssees 95
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........oosvrrviirieiinseeiiessesesessesssssssseens 99
APENDICES...........ooiriviimereeiineesseessees s eesss s sss s sesss s 127
) LY P 1S5 & 1 1SR 129
o) IR < 7o Y (o1 SO RPURUPRPPPRURRRPRRE 136
OUTROS TRABALHOS PRODUZIDOS DURANTE O DOUTORADO........ 151

XV



LISTA DE ABREVIATURAS

ANGII - angiotensina II

AMPc

AT, AT2
Ca*

Células CHO
Células C2C12
CIS

CVIN

ECA

EGF

ERK

GH

MCF7

L.p.

iv.

IFN-y

IL1B, IL-3, IL-6

1P

IR —receptor de insulina

IRS-1, IRS-2

JAKL, 2,3 e Tyk2

angiotensina II

monofosfato de adenosina ciclico

receptores da ANGII 1 e 2

célcio i6nico

células de ovério de Hamster

células musculares

proteinas SH2 induzidas pelas citocinas
cardiomidcitos ventriculares isolados de neonatos
enzima conversora de angiotensina

fator de crescimento epidérmico

quinase regulada pelo sinal extracelular
hormonio de crescimento

linhagem de células de cincer de mama humano
intraperitoneal

intravenoso

interferon-y

interleucinas 13,3 e 6

inositol trifosfato

inositol trifosfato

substratos 1 e 2 do receptor de insulina

proteinas da familia Janus quinase

xvii



JH1 -7 dominios de homologia JAK conservados 1 a 7

KDa quilo Dalton
MAPK proteina quinase ativadora de mitogénese
NIDDM diabetes mellitus ndo dependente de insulina (diabetes

mellitus tipo II)

NO 6xido nitrico

Células 3T3-L1 células de adipdcitos

PCR reacdo em cadeia da polimerase

PDGF fator de crescimento derivado de plaquetas
PI 3-K fosfatidil inositol 3 quinase

PIAS proteinas inibidoras ativadas pelas STATs
PLD fosfolipase D

Proteina Gq proteina G estimulatoria

Proteina Gi proteina G inibitdria

GLUT®4) transportador de glicose (4)

IGF1 (fator de crescimento da insulina 1)

PTPo, PTP1b e LAR proteinas tirosina fosfatase

pY960 fosfotirosina 960

RASMC células musculares lisas da aorta de ratos
RNAm RNA mensageiro

RT-PCR reacdo em cadeia da polimerase — transcri¢do reversa
RWA ratos Wistar adultos

SH2 Src homology 2

SH2, SH3, PTB, PH dominios SH2, SH3, PTB, PH

Xix



SHP1, SHP2
SIRPal
SOCS1 a7
SOS

STATI, 3, 5ae 5b

TA
TNF-a

VSMC

proteinas tirosina-fosfatases 1 e 2

proteina reguladora do sinal

proteina supressora da sinalizagdo das citocinas 1 a 7
proteina trocadora de GDP por GTP

proteinas transdutoras de sinal e ativadoras da transcri¢ao

génica 1, 3, Sae 5b
temperatura ambiente
fator de necrose tumoral-o

células musculares lisas vasculares

Xxxi



RESUMO

XXiii



O hormonio angiotensina II (ANGII) através de seu receptor AT1 é capaz de ativar a via de
sinalizacdo JAK/STAT. Estudos demonstram que esta via encontra-se hiper-ativada durante
o desenvolvimento da hipertensdo. Os mecanismos pelos quais esta via é regulada pela
ANGII ainda ndo foram totalmente elucidados. Relatos demonstram que hormonios,
citocinas e fatores de crescimento que transduzem seus sinais através da via JAK/STAT,
acabam por induzir a expressdo de proteinas da familia SOCS e que estas, por sua vez,

promovem a regulacdo do sinal de seus indutores.

Estudos epidemioldgicos demonstram que a hipertensdao € um dos mais importantes fatores
de risco para o desenvolvimento da resisténcia a insulina (RI). Embora seja conhecido que
a ANGII apresenta importante papel no desenvolvimento da hipertensao e da RI, uma vez
que a inibicao de sua acdo, ndo somente reduz a pressdao sanguinea como também melhora a
sensibilidade a insulina em individuos hipertensos e resistentes a insulina, muito pouco €

conhecido sobre os mecanismos moleculares pelos quais este hormdnio pode causar RI.

No presente estudo, examinamos o papel da ANGII sobre os mecanismos de ativacdo e
regulacio da via JAK/STAT em coracdo de ratos Wistar adultos (RWA) e em
cardiomidcitos ventriculares isolados de ratos neonatos (CVIN). Nossos resultados
revelaram que, apds a ligacio da ANGII ao receptor AT1, ocorre ativacdo de JAK2 e
STATI e, subsequentemente, a expressdao de SOCS3 € induzida. Verificamos ainda que a
ativacdo da via JAK/STAT e a expressdao de SOCS3 sao dependentes da ativacdo de ATI
pela ANGII e que a expressdo de c-jun pode ser induzida também pelo receptor AT2. Além
disso, observamos que SOCS3 pode participar do mecanismo de desensibilizacdo ou
refratariedade do sinal da ANGII através da via JAK/STAT como demonstrado pelo seu

bloqueio com oligonucleotideo antisense contra SOCS3 (AS SOCS3).

Também investigamos se a proteina SOCS3, induzida por ANGII, pode participar do
cross-talk molecular entre o sinal da ANGII e da insulina. Observamos que o tratamento
com ANGII causa queda significativa na atividade de proteinas da via PI 3-K/AKT da
insulina e que SOCS3, induzida por ANGII, associa-se a IR, IRS1 e IRS2. O uso de AS
SOCS3 restaura os niveis de fosforilagdo em tirosina de IRS1 e IRS2 induzidos pela

insulina, aumenta a associacdo entre IRS1 e IRS2 com PI 3-K, e a subsequente atividade
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desta enzima e da proteina AKT e leva a um aumento na translocacdo de GLUT4 para a

membrana celular.

O presente estudo demonstra, pela primeira vez, que o horménio ANGII € capaz de induzir
a expressdo de uma proteina supressora da sinalizacdo das citocinas, SOCS3, e que esta
proteina, além de participar do controle das ac¢des fisioldgicas de seu indutor, também
participa do cross-talk negativo entre o sinal de dois hormdnios, ANGII e insulina, podendo
se constituir, desta forma, em mais um mecanismo de interconexdo entre hipertensdao

arterial e RI e/ou diabetes mellitus tipo II.
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Intracellular interactions between different signaling systems may function as mechanisms
for enhancing or counter-regulating hormone action. The hormone angiotensin II (ANGII)
is involved in the development of both, hypertension and insulin resistance. Several studies
demonstrate that in signaling systems that use the JAK/STAT pathway, proteins of the
suppressor of cytokine signaling (SOCS) family participate in signal regulation. In the
present study we demonstrate that ANGII is able to activate the JAK/STAT pathway and,
subsequently, the expression of SOCS3. SOCS3 is constitutively expressed at a low level in
the heart of rats and neonatal rat ventricular myocytes. ANGII, at a physiological
concentration, enhances the expression of SOCS3 mRNA and protein, mainly via AT1
receptors. After induction, SOCS3 associates with JAK2 and impairs further activation of
the JAK2/STAT1 pathway. Pretreatment of rats with a specific phosphorthioate antisense
oligonucleotide against SOCS3, reverses the desensitization to angiotensin signaling, as
detected by a fall in c-jun expression after repetitive infusions of the hormone. We also
demonstrate the interaction of ANGII-induced SOCS3 with the insulin signaling pathway
in cardiac tissue in vivo and in isolated cell system. ANGII-induced SOCS3 interacts with
the IR, JAK2, IRS1 and IRS2. The inhibition of SOCS-3 expression by antisense
oligonucleotide partially restores the ANGII-induced inhibition of insulin-induced IR, IRS-
1 and IRS-2 tyrosine phosphorylation, IRS1 and IRS2 association with p85-

phosphatidylinositol 3-quinase and AKT [Ser'”

] serine phosphorylation. Moreover, the
inhibition of SOCS3 expression partially reverses ANGII- induced inhibition of insulin-
stimulated GLUT-4 translocation to the cell membrane. Thus, ANGII-induced SOCS3 in
rat heart and neonatal rat ventricular myocytes may actively participate in the control of the
ANGII signaling, and also, as a late event, in the negative cross-talk between ANGII and

insulin signaling pathways.

Abstract
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Angiotensina II - Vias de Sinalizacao

O hormonio angiotensina II (ANGII) é um peptideo biologicamente ativo que
apresenta efeitos pleiotropicos sobre os sistemas nervoso, cardiovascular e enddcrino, os
quais sdo iniciados pela ativacdo de receptores especificos acoplados a proteina G,
pertencentes a familia dos receptores de sete segmentos transmembrana, chamados AT1 e
AT2 (BAKER & ACETO, 1990; TIMMERMANS et al., 1991). Embora AT1 e AT2 sejam
igualmente distribuidos em cardiomidcitos (SECHI et al., 1992; MATSUBARA et al.,
1994; REGITZ-ZAGROSEK et al., 1995a), vérios estudos tém revelado que a maioria das
respostas da ANGII é mediada pelo subtipo AT1 (DOSTAL e BAKER, 1992;
REGITZ-ZAGROSEK et al., 1994; HANATANI et al.., 1995; ITO et al., 1995;
REGITZ-ZAGROSEK et al., 1995b; SADOSHIMA e IZUMO, 1996).

Enquanto através de ATI, a ANGII induz vasoconstricdo, crescimento e
migracao celular, produ¢do de componentes da matriz extracelular e inflamacdo, através de
AT?2, promove apoptose, e inibe a proliferacao e hipertrofia celulares (ALLEN et al., 2000;
SIRAGY, 2000). Como a ANGII liga-se a ambos os receptores com similar afinidade, a
resposta celular € dependente do nivel de expressdo e/ou responsividade de ambos os seus

receptores independentemente.

No minimo quatro vias de sinalizagc@o intracelular participam da transducdo do
sinal da ANGII em células alvo. A primeira via envolve a ativacdo da proteina Gq
(proteina G estimulatdria) levando a geracdo de inositol trifosfato (IPs) e a um subsequente
aumento na concentracio do cdlcio (Ca*?) citosélico, o qual modula a contratilidade celular,
o trafego de vesiculas, a transcri¢do de genes e a mitogénese (SADOSHIMA et al., 1995;
WALSH et al., 1995); de outro lado, a segunda via envolve a ativacdo da proteina Gi
(proteina G inibitdria), a qual causa inibi¢do do AMP ciclico (AMPc) (PEACH, 1981). A
terceira via envolve a ativacdo da cascata da Ras/Raf/MAPK (THOMAS et al., 1996),
enquanto a quarta via leva a ativacao da quinase intracelular JAK2 (Janus quinase 2), que
rapidamente direciona o sinal para o nucleo através das proteinas transdutoras de sinal e
ativadoras da transcricdo (STAT). (DARNELL er al, 1994; SCHINDLER e
DARNELL, 1995). E interessante verificar que, embora os receptores da ANGII nio

apresentem atividade tirosina quinase inrinseca, eles sdo capazes de ativar indmeras
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proteinas tirosina quinase receptoras e ndo-receptoras (ISHIDA et al., 1995; SADOSHIMA
e IZUMO, 1996; EGUCHI et al., 1998; HEENEMAN et al., 2000). Muitas das proteinas
ativadas pela ANGII agem como pontos de convergéncia para as cascatas de sinalizacio de
um grande ndmero de hormonios, fatores de crescimento e citocinas, apresentando

importante papel em distintos cross-talk moleculares.

A ativacdo da via JAK/STAT pela ANGII foi observada em células musculares
lisas vasculares (VSMC) (MARRERO et al., 1995b), fibroblastos cardiacos (BHAT et al.,
1994, 1995), células musculares cardiacas (MASCARENO et al., 1998) e tecido cardiaco in
vivo (VELLOSO et al., 1996).

A familia Janus quinase (JAK) é composta por 4 membros, até entdo
conhecidos: JAK1, JAK2, JAK3 e Tyk2 (IHLE, 2001), com pesos moleculares que variam
entre 120 a 130 kDa e, com excecdo de JAK3, todos sdo ubiquamente expressos
(LEONARD e O'SHEA, 1998). Sao proteinas que apresentam 7 dominios de homologia
JAK conservados (JH1-7). A porcao carboxi-terminal destas moléculas inclui um dominio
catalitico funcional (JH1) imediatamente precedido por um dominio pseudo-quinase (JH2).
Os dominios JH amino-terminal constituem o dominio FERM (four-point-one, ezrin,
radixin, moesin) e medeiam a associacdo com os receptores (KISSELEVA et al., 2002).
Ainda, as JAKs ndo possuem dominios transmembrana nem dominios SH2, SH3, PTB ou
PH. Por ndo possuirem o dominio SH2, estas proteinas ndo conseguem ligar-se diretamente

ao receptor AT1 da ANGII.

A associacdo entre JAK2 e ATI1 € dependente do ligante (MARRERO et al.,
1995b; McWHINNEY et al., 1997). A quinase JAK2 precisa estar catalicamente ativa
(fosforilada) para se associar a ATI, uma vez que a inibicio de JAK2 por meios
farmacoldgicos ou por uma proteina JAK2 dominante-negativa significativamente reduz

esta associacdo (ALI et al., 1997a).

Ap6s a ativagdo das quinases JAK, ocorre a fosforilagdo das proteinas STAT
(DARNELL et al., 1994). Estas sdo fatores de transcri¢ao citoplasmaticos ativados por uma
grande variedade de ligantes e estdo envolvidas em vdrias funcdes bioldgicas de

transformagcdo celular, desenvolvimento, diferenciacio, imunidade e apoptose
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(LEONARD e O'SHEA, 1998). Estruturalmente, as STATs possuem um sitio de
fosforilagdo em tirosina altamente conservado, um dominio SH2, um dominio de ligacao ao
DNA (DNA-binding) e um dominio de transativacdo. Através de seu dominio SH2, as
STATs ligam-se as JAKs fosforiladas e sdo, por elas, ativadas. Em seguida, dissociam-se
das JAKs e formam homo ou heterodimeros que se translocam para o nicleo onde
interagem com elementos especificos do DNA nas regides promotoras de genes alvos
regulando a transcri¢do génica (DARNELL, 1997). A duracdo e o tempo de ativagdo das
proteinas STAT promovido pelas quinases JAK, dependem do tempo em que estas quinases
permanecerem ativas. Supde-se que a super-ativacdo destas proteinas ocorra por algum
defeito no mecanismo de internaliza¢io do receptor AT1 apds a ligagao do ligante, como se
observa em células neopldsicas (BROMBERG, 2002). Estudos em cultura de células
cardiovasculares, tecido cardiaco e hipotdlamo in vivo demonstraram que a ANGII é capaz
de induzir a fosforilacdo em tirosina de STATI1 e de STAT3 (CALEGARI et al., 2003;
TORSONI et al., 2004).

Além das STATSs, as quinases JAK, ativadas pela ANGII, também podem
interagir com outras proteinas, como por exemplo, IRS-1 e IRS-2, (JOHNSTON et al.,
1995; SAAD et al., 1996), SHP2 (SENGUPTA et al., 1996; YIN et al., 1997), Grb2, Sos
(CHAUHAN et al., 1995) e Vav MATSUGUCHI et al., 1995).

Insulina - Vias de Sinalizacao

Em mamiferos, a insulina é o principal hormdnio envolvido no controle da
glicemia. Além de seu papel vital na homeostasia da glicose, o hormoénio polipeptidico
insulina, exerce um amplo espectro de efeitos fisiologicos em muitos tipos celulares, tais
como, estimulacdo da captacao de glicose, ions e aminodcidos, modificacdo da atividade de
enzimas envolvidas no metabolismo intermedidrio, redistribuicdo de proteinas de
membrana como os transportadores de glicose, regulacdo da expressdo gé€nica, promog¢ao
de crescimento e diferenciacdo celulares, apoptose e sintese de NO (DRAZNIN et al.,
1989; SHULMAN, 1999; PESSIN e SALTIEL, 2000; SALTIEL e KAHN, 2001). As a¢des

da insulina a nivel celular iniciam-se pela ligacao do hormonio a seu receptor na membrana
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plasmatica (FREYCHET et al,, 1971; CUATRECASAS, 1972). Este receptor estd
virtualmente presente em todos os tecidos de mamiferos, embora as concentracdes variem
de menos de cem receptores por célula em eritrcitos circulantes a mais de duzentos mil em

adipdcitos e hepatdcitos (KAHN, 1985).

O receptor de insulina (IR) € uma glicoproteina heterotetramérica, com
atividade tirosina quinase intrinseca (CHOU et al., 1987; EBINA et al., 1987), composta de
duas subunidades o wunidas a duas subunidades [ através de pontes dissulfeto
(MASSAGUE et al., 1981; KASUGA et al., 1982). As subunidades o estdo localizadas na
por¢do extracelular da membrana e possuem o sitio de ligacdo para a insulina, enquanto as
subunidades P sdo transmembrana e detém a atividade tirosina quinase do receptor. A
ligacdo da insulina as subunidades o induz a fosforilagdo de uma complexa cascata de
residuos de tirosina nas subunidades (. Quando estes residuos de tirosina sdo trocados
através de mutacdo por residuos de fenilalanina isoladamente ou em combinacdo, a
atividade quinase e a autofosforilagio do IR ficam significativamente reduzidas
(CUNNINGHAN et al., 1991; OUWENS et al., 1994), demonstrando dessa forma, que a

atividade tirosina quinase do receptor € crucial para a acdo insulinica.

No estado basal, o IR esta fosforilado em serina e treonina. Apds estimulo com
insulina, além do aumento das fosfotirosinas, ocorre também aumento do contetido de
fosfoserina e fosfotreonina do IR. Além da insulina, AMPc e ésteres de forbol
(TAKAYAMA et al., 1988) podem induzir a fosforilagdo em serina e treonina do IR, fato
relacionado a uma diminui¢do da atividade tirosina quinase e perda da sensibilidade a
insulina. Desse modo, a resposta apos estimulo insulinico do IR € controlada por uma
complexa cascata de autofosforilacio em residuos de tirosina (regulacdo positiva) e,

aparentemente, em residuos de serina e treonina (regulacdo negativa).

Uma vez ativado, o IR fosforila vérios substratos protéicos em tirosina, entre os
quais, os substratos do IR (IRS), Shc, Gabl, p60d°k, Cbl, JAK2 e APS (SAAD et al., 1996;
WHITE, 1998; PESSIN e SALTIEL, 2000; CARVALHEIRA et al., 2001). A fosforilacao
em tirosina destas proteinas cria sitios de reconhecimento para moléculas contendo

dominios com homologia Src 2 (SH2), as quais sdo capazes de ativar diferentes vias de
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sinalizagdo (SALTIEL e KAHN, 2001), tais como PI 3-K/AKT, Ras/Raf/MAPK e
JAK/STAT.

A via PI 3-K/AKT, além de ser a responsdvel pela regulacdo das acdes
metabolicas da insulina, como captacao de glicose, glicdlise, sintese de glicogénio e sintese
protéica (MARTE et al., 1997), é também responsdvel pela regulacdo da mitogénese e
diferenciagdo celulares (FOLLI et al., 1992; SAAD et al., 1992, 1993; SHEPHERD et al.,
1995). A enzima PI -3k € um dimero composto de uma subunidade catalitica (p110) e uma
subunidade regulatéria (p85). A ligacao dos IRS fosforilados em tirosina aos dominios SH2
da subunidade p85 ativa o dominio catalitico associado (BACKER et al., 1992). A enzima
catalisa a fosforilacdo dos fosfoinositideos na posi¢do 3 do anel de inositol produzindo,
entre outros, fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (LIETZKE et al., 2000), o qual serve como
um sitio adaptador para o dominio PH das proteinas PKB/AKT e quinases dependentes de

fosfolipides (PDK1 e PDK?2) (ALESSI et al., 1997).

A ativacdo da proteina PKB/AKT é dependente da fosforilagdo em residuos de
serina (473) e treonina (306). Esta proteina, induzida pela insulina, age estimulando a
migracdo das vesiculas dos transportadores de glicose (GLUT) para a membrana plasmaética
(CALERA et al., 1998), onde, entdo, promovem a captacao de glicose pelos tecidos-alvo.
Pouco ainda € encontrado na literatura a respeito da translocacdo dos GLUTs. Outros
sinais, além da ativagdo da via PI 3-K/AKT, também sdo necessarios para que a insulina
estimule o transporte de glicose (PESSIN e SALTIEL, 2000), como a ativagdao da via
CAP/Cbl (RIBON e SALTIEL, 1997; RIBON et al., 1998; BAUMANN et al., 2000;
CHIANG et al., 2001).

Virias proteinas tirosina fosfatases estdo envolvidas na transducdo do sinal da
insulina, como SHP1, SHP2, PTPa, PTP1B e LAR (HASHIMOTO et al., 1992; UCHIDA
et al., 1994, KHARITONENKOV et al., 1995, 1997; LAMMERS et al., 1997), sendo
SHP2 a mais estudada. Esta fosfatase contém dois dominios SH2 (VOGEL er al., 1993) e
se associa ao IR sendo, subseqiientemente, fosforilada por ele
(KHARITONENKOV et al., 1995). Sua fosforilagio ndo causa a desfosforilacio do IR
(KHARITONENKOV et al., 1995), mas SHP2 pode se ligar a IRS-1 e entdo causar a
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desfosforilagdao desta proteina (KUHNE ef al., 1994; NOGUCHI et al., 1994). Estudos em
diferentes linhagens celulares demonstraram que SHP2 tem funcio adaptadora entre o IR e
IRS-1 e que a formagdo deste complexo trimérico pode aumentar o transporte de glicose
(KHARITONENKOV et al., 1995). A fosfatase PTPIB € considerada um regulador
negativo altamente especifico da sinaliza¢do da insulina in vivo por promover a ripida
desfosforilacdo do IR e de seus substratos. Camundongos knockout para PTP1B apresentam

aumento da sensibilidade a insulina (ELCHEBLY et al., 1999).

A via Ras/Raf/MAPK inicia-se com a fosforilagdo em tirosina das proteinas
IRS e/ou Shc, que interagem com a proteina Grb2 (PAEZ-ESPINOSA et al., 1999), a qual
estd constitutivamente associada a SOS, uma proteina que troca GDP por GTP da Ras,
ativando-a. A ativacdo da Ras requer a participacdo da fosfatase SHP2. A Ras ativada
estimula a fosforilacdo em serina de proteinas da cascata da MAPK levando a proliferacio
e diferenciacdo celulares (BOULTON et al., 1991). O bloqueio farmacolégico desta via
inibe a acdo da insulina sobre o crescimento celular, mas nao exibe efeito algum sobre as

acoes metabolicas do hormonio (LAZAR et al., 1995).

A via JAK/STAT constitui-se em mais uma via que pode ser ativada pela
insulina e estd envolvida na regulacdo da expressdo génica induzida por este hormodnio
independentemente da via Ras/Raf/MAPK. Apds estimulo com insulina, JAK2 associa-se
ao IR e é fosforilado em tirosina no figado, coracdo, tecido adiposo, e musculo esquelético,
de forma tempo e dose-resposta dependentes (SAAD et al., 1996). A fosforilacao de JAK2
induzida pela insulina leva a formacdo do complexo JAK2-STAT e direciona o sinal

insulinico para o nicleo (VELLOSO et al., 1998).

Experimentos de Chen et al. (CHEN et al., 1997) e Sawka-Verhelle et al.
(SAWKA-VERHELLE et al., 1997), usando duplo-hibrido, demonstraram que STAT5b
pode se constituir num novo substrato direto do IR e que as proteinas STATI, 3, 5a e 5b,
podem ser rapidamente ativadas pela insulina em duas diferentes linhagens celulares que
super-expressam o IR e que a perfusdo de figados de camundongo com insulina ativa
seletivamente as proteinas STATS. Sawka-Verhelle et al. (SAWKA-VERHELLE et al.,

1997), também verificaram que a insulina estimula a fosforilagdo em tirosina de STATSb
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quando co-expressa com o IR humano em células 293. O achado da interagdo e da ativacio

de STATSb pela insulina adiciona a lista dos substratos do IR um efetor nuclear.

A importancia da via JAK/STAT na sinalizacdo da insulina pode ser melhor
compreendida através de achados recentes que sugerem que a proteina STATS, induzida
pela insulina, possa ter papel importante na ativacao e transcri¢ao de genes da glucoquinase

e da proteina SOCS3 (EMANUELLI et al., 2000; SAWKA-VERHELLE et al., 2000).

A ativacdo das vias PI 3-K/AKT, Ras/Raf/MAPK e JAK/STAT pela insulina
podem levar a ativacdo diferencial de genes necessdrios ao crescimento celular versus

aqueles envolvidos na atividade metabdlica e diferenciacdo celular.

Proteinas SOCS

A familia de proteinas SOCS € composta por 8 membros, chamados de
proteinas supressoras da sinalizacdo das citocinas (SOCS) 1-7 e proteinas SH2 induzidas
pela citocina (CIS) ( MASUHARA et al., 1997, MINAMOTO et al., 1997; HILTON et al.,
1998; YASUKAWA et al., 2000). Estas proteinas compartilham duas regides de
homologia. A primeira, chamada SH2, encontra-se na por¢do amino-terminal e ¢é
responsdvel pela interacio das SOCS com proteinas fosforiladas em tirosina
(ENDO et al, 1997). A segunda, chamada SOCS-box, encontra-se na por¢cao
carboxi-terminal e é responsdvel por conferir estabilidade as SOCS e por participar no
direcionamento das proteinas em complexo com SOCS para degradacdo proteosOmica

(RUI et al., 2002).

As proteinas SOCS, embora tenham sido, originalmente, descritas na
sinalizacdo das citocinas, podem ser induzidas através da ativacdo da via JAK/STAT por
varios hormonios, como leptina (BJORBAEK et al, 1998; EMILSSON et al., 1999),
insulina (SADOWSKI et al., 2001), hormdnio de crescimento (GH) (FAVRE et al., 1999;
TOLLET-EGNELL et al., 1999), prolactina (HELMAN et al., 1998; PEZET et al., 1999) e
ANGII (CALEGARI et al., 2003; TORSONI et al., 2004) e, quando expressas, inibem a

sinalizacdo e a atividade bioldgica de seus indutores. Elas podem inibir a sinalizacdo de
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seus indutores através de varios mecanismos, como por exemplo, podem se ligar ao loop de
ativacdo das proteinas JAK e inibir sua atividade catalitica (ENDO et al., 1997;
MASUHARA et al., 1997, NAKA et al., 1997, SUZUKI et al., 1998; PEZET et al., 1999;
YASUKAWA et al., 1999). Também podem se associar aos receptores de seus indutores
fosforilados em tirosina, como o receptor de GH (hormdénio de crescimento)
(HANSEN et al, 1999), e também ao receptor de insulina (IR) fosforilado
(DEY et al., 1998, 2000; EMANUELLI et al., 2000).

Por sua habilidade em serem rapidamente induzidas e por eficientemente
inibirem a via JAK/STAT, as proteinas SOCS sdao potentes moduladores da sinalizacdo
fisioldgica e patoldgica de vérias citocinas, hormonios e fatores de crescimento in vivo. Isto
pode ser demonstrado por fendtipos de camundongos knockout. Camundongos knockout
para SOCS3 apresentam letalidade embrionica associada com marcada eritrocitose
(MARINE et al., 1999a); camundongos knockout para SOCS1 apresentam letalidade
perinatal ligada a excessiva resposta ao interferon-y (IFN-y) (STARR et al., 1998;
ALEXANDER et al., 1999; MARINE et al., 1999b); e camundongos knockout para SOCS2
apresentam um aumento no tamanho corporal (METCALF et al., 2000).

A transcri¢cdo dos genes socs parece ser mediada, pelo menos parcialmente,
pelos fatores de transcricdo STAT (STARR e HILTON, 1999). Esta hipétese € apoiada por
varias evidéncias. Camundongos deficientes em STAT3 tém bloqueada a transcricdo de
SOCS1 (AUERNHAMMER et al., 1999). Trabalhos de Emanuelli et al. (2000),
demonstraram que a indu¢do de SOCS3 pela insulina € mediada, em parte, pela proteina

STATS porque ha nesta proteina sitios de ligacdo presentes no promotor de SOCS3.

Torsoni et al. (2004), recentemente demonstraram que, em hipotdlamo de ratos
infundidos com ANGII, SOCS3 é rapidamente expressa, associa-se a JAK2 e inibe a
ativacdo da via JAK/STAT induzida pela ANGII. Como conseqii€éncia desta inibi¢do, a
ingestdio de 4gua induzida pela ANGII em hipotdlamo de ratos € suprimida
(TORSONI et al., 2004). Pouco ainda € encontrado na literatura a respeito da ativacdo das

proteinas SOCS pelo hormdnio ANGII.
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Mascareno e Siddiqui (2000) demonstraram que varios componentes da via
JAK/STAT sdo encontrados ativos durante a isquemia miocdrdica. Desde que a ativagdo
continua das moléculas de sinalizacdo possa ter efeitos deletérios sobre a funcdo cardiaca, a
atividade destas moléculas deve ser rigorosamente controlada. Se a ANGII for capaz de
induzir a expressdo de SOCS3 em tecido cardiaco, talvez esta proteina possa levar ao

término ou ao controle do sinal gerado por este hormonio neste tecido.

Dependendo do tecido ou da linhagem celular estudada, a insulina € capaz de
induzir a expressaio de SOCS2 (SADOWSKI et al, 2001) e/ou SOCS3
(EMANUELLI et al., 2000; CALEGARI et al., 2005). Peraldi e colaboradores (2001)
demonstraram que a insulina induz a expressio do RNAm de SOCS3 em adipdcitos
3T3-L1 e a translocagdo desta proteina para a membrana plasmdtica onde, através de seu
dominio SH2 interage com a fosfotirosina 960 (pY960) do IR podendo, desta forma,
participar da desensibiliza¢do do sinal da insulina j& que compete com STATSb por este
sitio. De forma interessante, este sitio também faz parte do tnico dominio de ligag¢do para a
maioria dos substratos do IR. SOCS3 reduz a fosforilagdo em tirosina de IRS-1 e sua
subseqiiente associacdo a subunidade p85 da enzima PI 3-K, demonstrando que a ligacdo de
SOCS3 a pY960 do IR inibe o acoplamento entre IRS-1 e IR (EMANUELLI et al., 2001;
PERALDI et al., 2001). Além do mais, SOCS3 € capaz de se ligar diretamente as proteinas
IRS e direcioné-las para a degradacdo proteosomica (RUI et al., 2002). Desta forma,
sugere-se que as proteinas SOCS3 sejam potentes inibidores da sinalizagdao da insulina.
Este fato € de grande interesse, uma vez que a expressao de SOCS3 estd aumentada em
vdrias situacdes associadas com resisténcia a insulina (SUN et al., 1999; MOONEY et al.,

2001; UEKI et al., 2005).

Como a insulina regula finamente sua sinalizagdo através de varios loops de
feedback negativo (RICORT et al., 1995; VIRKAMAKI et al., 1999), vérios circuitos de
controle sdo necessdrios para manter a ordem adequada nas multiplas vias de sinaliza¢ao
ativadas pelo hormonio e, portanto, permitir uma resposta celular final coordenada.
Acredita-se que a inducdo de SOCS3 pela insulina constitua-se em um dos meios utilizados
por este hormdnio para controlar sua propria sinalizacio e de estabelecer um cross-talk com

outros hormonios.
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Alguns trabalhos demonstram que as proteinas SOCS3 participam do cross-talk
negativo entre a sinalizacdo de duas citocinas (MAGRANGEAS et al., 2001), e de um
hormonio e uma citocina (BOISCLAIR et al., 2000).

Cross-talk molecular entre a sinalizacao da ANGII e da Insulina

Em vista da importante associacdo entre resisténcia a insulina, hipertensdo e
doenca cardiovascular, numerosos estudos vém explorando a interagc@o entre os sistemas de
sinalizacdo da insulina e da ANGII. Vérios grupos, inclusive o nosso, t€m demonstrado que
o cross-talk molecular entre estes hormonios ocorre em multiplos niveis e envolve varias

moléculas de sinalizagao.

Estudos de Saad et al. (1995) e Velloso et al. (1996), realizados em tecido
cardiaco de ratos demonstraram que a ANGII é capaz de estimular a fosforilacio em
tirosina de IRS-1 e IRS-2, e a associa¢do destes com a enzima PI 3-K, embora iniba a
atividade enzimatica desta ultima. Folli ef al. (1997), demonstraram que a ANGII estimula
a fosforilacdo em serina do IR, IRS-1 e da enzima PI 3-K. Carvalho et al. (1997),
demonstraram que os antagonistas de AT1 podem bloquear o efeito da ANGII sobre o sinal
da insulina. Carvalheira et al. (2003), demonstraram que a ANGII induz a
co-imunoprecipitacdo de JAK2 com IRS-1 e IRS-2 e reduz a fosforilagdo em serina da
AKT. Por outro lado, aumenta a associagdo entre IRS-1 e IRS-2 com Grb2 e a atividade da

ERK (CARVALHEIRA et al., 2003).

Em 2000, Elbaz e colaboradores (2000), demonstraram que, em células de
ovarios de Hamster (células CHO), o receptor AT2 inibe a atividade quinase do IR
causando, portanto, inativagdo do IR e inibicdo da fosforilacio de IRS-1- e SIRPal
(proteina regulatoria do sinal) e a subseqiiente associacdo destas proteinas com a fosfatase
SHP2 (WELHAM et al., 1994; TAUCHI et al., 1995). Os resultados deste estudo sugerem
que a insulina promova um loop regulatério envolvendo a ativacdo de AT2 a fim de obter
uma melhor modulacdo de seus efeitos sobre o crescimento e/ou metabolismo e também

uma possivel participagdo de AT2 em tecidos sensiveis a insulina e/ou em situagdes
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patoldgicas caracterizadas por liberacdo massiva ou local de insulina, assim como aquelas
encontradas em insulinomas. Desta forma, a transativacdo funcional do IR pelo receptor
acoplado a proteina G, AT2, ilustra um novo modo de comunica¢do negativa entre duas
familias de receptores de membrana e isto pode contribuir para a farmacoterapia de

importantes doengas, assim como a hipertensao e o diabetes mellitus.

Hipertensao arterial x Resisténcia a Insulina

Estudos epidemioldgicos revelam que a hipertensao € um dos mais importantes
fatores de risco para o desenvolvimento de resisténcia a insulina e diabetes mellitus nio
dependente de insulina (NIDDM) (DEFRONZO e FERRANNINI, 1991; REAVEN, 1993),

independentemente da obesidade.

Ainda sdo pouco conhecidos os mecanismos responsdveis pela resisténcia a
insulina em hipertensos. Ha ddvidas se existe uma relacdo de causalidade entre hipertensao
arterial e resisténcia a insulina ou se estas condi¢des sdo apenas simultineas no mesmo
individuo, representando um desarranjo de multiplos sistemas ou mesmo o desarranjo de
um unico sistema de controle dos sistemas cardiovascular e metabdlico, tendo como

manifestacdes hipertensdo arterial e resisténcia a insulina (NATALI et al., 1996).

Sabe-se que a insulina exerce efeitos cardiovasculares que podem, em alguns
casos, contribuir para a génese da hipertensdo arterial. A hiperinsulinemia promove
aumento da reabsor¢do de sédio e dgua pelas células tubulares dos rins, resultando em
retencdo salina e expansdo volémica, aos quais se atribui seu envolvimento na génese da
hipertensdo arterial (DEFRONZO et al., 1975). A insulina ainda abaixa os niveis
plasméaticos de 4cidos graxos livres estimulando diretamente a bomba
sédio-potassio-ATPase (Na'/K*ATPase) (CLAUSEN, 1986), demonstrando que talvez o
link entre resisténcia a insulina e hipertensdo possa ser a nivel do transporte de cétion
celular. Além disso, altos niveis circulantes de insulina podem causar hiperatividade do
sistema nervoso simpatico, o que poderia contribuir para o desenvolvimento da hipertensao

arterial (LANDSBERG, 1999). O aumento do tonus adrenérgico pode causar ambos,

Introdugdo

43



resisténcia a insulina e elevacdo da pressao sanguinea, através das agdes das catecolaminas
sobre o metabolismo dos carboidratos de um lado (SILVERBERG et al., 1978), e
resisténcia vascular de outro (BUHLER et al., 1980). Também a hiperinsulinemia pode

estar associada ao desenvolvimento de hipertrofia cardiaca (CARVALHEIRA et al., 2003).

Variagdes na atividade do sistema renina-angiotensina (SRA) podem também
contribuir para a associacdo entre resisténcia a insulina e hipertensao (PEACH, 1977). Ha
indicagdes de que a ANGII pode alterar a acdo da insulina in vivo por pelo menos dois
motivos principais. A ANGII através de seu efeito vasoconstritor pode reduzir o clearance
de insulina nos tecidos periféricos e assim levar a um excesso de insulina tecidual, o que
por sua vez, levaria a hipo-sensibilizacdo do receptor a a¢do da insulina (FLISER et al.,
1997). Estudos em cultura de células e coragdes isolados demonstraram que o excesso de
ANGII pode levar a uma reducdo na sensibilidade de células musculares lisas e do
miocdrdio a acdo da insulina por efeito antagonico direto da ANGII nos mecanismos de
sinalizagdo celular da insulina (SAAD et al., 1995; VELLOSO et al., 1996; ALI et al.,
1997a; FOLLI et al., 1997). Varios estudos tém demonstrado que o uso de agentes que
inibem a acdo da ANGII, como os inibidores da enzima conversora de ANGII (ECA) e os
antagonistas do receptor AT1, ndo somente reduzem a pressdo sanguinea como também
melhoram a sensibilidade a insulina em individuos hipertensos e resistentes a insulina
(FELDMAN, 2000; SCHEEN, 2004). Dessa forma, torna-se claro que o sistema

renina-angiotensina exerce papel regulatério importante sobre a acdo da insulina.

Como a resisténcia a insulina é tecido e via-especifica, é possivel que, em
paralelo a reduzida acdo da insulina em vias metabdlicas, a hiperinsulinemia possa agir
super-estimulando outros alvos da insulina em diferentes células e tecidos. E ainda, o
cross-talk entre insulina e outros hormonios, como ANGII, epinefrina, GH e leptina, entre
outros, pode acabar por modular os efeitos da ac¢do da insulina (MULLER, 2002;
MALBON, 2004).

No nivel celular, a resisténcia a insulina estd associada com a diminui¢do da
atividade tirosina quinase do IR (VIRKAMAKI et al, 1999) e com a diminuicdo da
fosforilagdo de proteinas alvo, como o IRS-1, resultando em menor ativacdo da sinaliza¢do

distal e atenuacdo das respostas bioldgicas deste hormoOnio. Vdrias citocinas, como
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interleucina-13 (IL1B) (LING et al., 1994), interleucina-6 (IL6) (PICKUP et al., 2000) e
fator de necrose tumoral-o. (TNF-o) (HOTAMISLIGIL et al., 1993; UYSAL et al., 1997;
De SOUZA et al., 2005), e hormdnios, como o GH (FAVRE er al., 1999) e a ANGII
(CARVALHEIRA et al., 2003; CALEGARI et al., 2005) causam resisténcia a insulina,
mas o(s) mecanismo(s) pelos quais eles inibem a sinaliza¢do da insulina ainda ndo foram
totalmente elucidados. Um mecanismo pelo qual estes agentes podem causar resisténcia a
insulina € induzindo a expressdo de proteinas celulares que inibem a sinalizacdo do IR. De
maneira interessante, a expressao das proteinas SOCS encontra-se aumentada por agentes
que causam resisténcia a insulina, incluindo IL1B, IL6, TNFa, GH e ANGII
(HOTAMISLIGIL et al., 1993; LING et al., 1994; UYSAL et al., 1997; FAVRE et al.,
1999; PICKUP et al., 2000; CARVALHEIRA et al., 2003; CALEGARI et al., 2005).

Alguns trabalhos apontam a participacdo das proteinas SOCS na resisténcia a
insulina. Usando células transfectadas com IR, SOCS1 e SOCS6, Mooney et al. (2001)
mostraram que SOCS1 e SOCS6 inibem a ativacdo da quinase ativadora da mitogénese
(MAPK) e da PKB induzida pela insulina por causarem inibicdo da atividade tirosina
quinase do IR. Kawazoe et al. (2001) observaram que camundongos deficientes em SOCS1

apresentam aumento da sensibilidade a insulina.

De forma inversa a estes achados, Li e colaboradores (2004) demonstraram que
a insulina induz a expressao de SOCS6 e que esta se associa a0 mondmero p85 da enzima
PI 3-K, o que resulta em melhora na captagdo de glicose e tolerancia a insulina, sugerindo
que SOCS6 possa, positivamente, regular a acdo da insulina. SOCS7 também pode ser
induzida pela insulina (LI et al., 2004) e interagir com p85 (KREBS et al., 2002). Os
autores acima propdem que a modulacdo de SOCS6 e/ou SOCS7 possam ser potenciais
alvos terap€uticos para o tratamento do diabetes tipo II (NIDDM) e de outras doencas

associadas com resisténcia a insulina, como hipertensao arterial.

Acreditamos que uma caracterizacdo mais completa da comunicagdo entre as
vias de sinaliza¢do da insulina e da ANGII forneca substrato para uma melhor compreensao
dos mecanismos que levam a alta associacdo clinica entre hipertensdo arterial e resisténcia
a insulina e/ou diabetes mellitus tipo II, além de permitir avangos no conhecimento de uma

area com potencial terapéutico para ambas as doencas.
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Objetivos do Capitulo 1

Investigar se a proteina SOCS3 pode ser induzida pela ANGII em tecido
cardiaco de ratos in vivo e in vitro e se SOCS3 estd envolvida no controle da transducdo do

sinal deste hormonio.

Objetivos do Capitulo 2

Investigar se SOCS3, induzida por ANGII, interage com elementos da via de
sinalizacdo da insulina e se constitul em mais um mecanismo de interconexao entre 0s

sistemas de sinalizacdo da ANGII e da insulina.
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Angiotensin II in Heart and Isolated Cardiomyocytes,
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Angiotensin II (Ang II) exerts a potent growth stimulus on the
heart and vascular wall. Activation of the Janus kinase/signal
transducer and activator of transcription (JAK/STAT) intra-
cellular signaling pathway by Ang II mediates at least some of
the mitogenic responses to this hormone. In other signaling
systems that use the JAK/STAT pathway, proteins of the sup-
pressor of cytokine signaling (SOCS) family participate in
signal regulation. In the present study it is demonstrated that
SOCS3 is constitutively expressed at a low level in rat heart
and neonatal rat ventricular myocytes. Ang II at a physiolog-
ical concentration enhances the expression of SOCS3 mRNA

and protein, mainly via AT1 receptors. After induction, SOCS3
associates with JAK2 and impairs further activation of the
JAK2/STAT1 pathway. Pretreatment of rats with a specific
phosphorthioate antisense oligonucleotide to SOCS3, re-
verses the desensitization to angiotensin signaling, as de-
tected by a fall in c-Jun expression after repetitive infusions
of the hormone. Thus, SOCS3 is induced by Ang II in rat heart
and neonatal rat ventricular myocytes and participates in the
modulation of the signal generated by this hormone. (Endo-
crinology 144: 4586-4596, 2003)

NGIOTENSIN II (Ang II) participates in the control of
blood pressure, cardiac contractility, regulation of re-
gional blood flow, and cellular growth and repair (1, 2). This
hormone specifically activates at least two well characterized
transmembrane G protein-coupled receptors belonging
to the seven-transmembrane-spanning receptor family,
namely, angiotensin receptor 1 (AT1) and angiotensin re-
ceptor 2 (AT2) (3, 4). At least four intracellular pathways
participate in transduction of the Ang Il signal in target cells.
Activation of G protein Gq leads to inositol 1,4,5-triphosphate
generation and a subsequent rise in cytosolic free calcium,
which modulates cell contractility, vesicular trafficking, gene
transcription, and mitogenesis (5, 6); on the other hand, in-
duction of G protein G; inhibits cAMP (7). The third mech-
anism involves the activation of extracellular signal-regu-
lated kinase (ERK) cascade (8), and the fourth mechanism
leads to activation of Janus kinase 2 (JAK2), an intracellular
kinase commonly engaged by receptors belonging to class I
and class Il cytokine families, which rapidly directs the signal
toward the nucleus through the signal transducer and acti-
vator of transcription (STAT) proteins (9, 10).

Several intracellular signaling systems that use the JAK/
STAT pathway to transduce their message are controlled by
members of the suppressor of cytokine signaling (SOCS)
family (11, 12). SOCS proteins are under the transcriptional
control of STATSs (13, 14), and once induced, target receptor/
JAK complexes through a central Src homology 2 domain

Abbreviations: Ang II, Angiotensin II; AT, angiotensin receptor; ERK,
extracellular signal-regulated kinase; IP, immunoprecipitation; JAK, Ja-
nus kinase; NRVM, neonatal rat ventricular myocytes; pY, phosphoty-
rosine; SHP, Src homology protein tyrosine phosphatase; SOCS, sup-
pressor of cytokine signaling; STAT, signal transducer and activator of
transcription.

and a C-terminal SOCS box domain (15, 16). In IL-6 signaling,
SOCSS3 transcripts are detected as early as 30 min after IL-6
treatment of cultured cells (17). The translated SOCS3 then
migrates and interacts with Tyr”” in the IL-6 receptor sub-
unit gp130, thereby inhibiting further activation of the IL-
6/JAK2/STAT signaling pathway (17). Thus, in addition to
the already known intracellular systems that participate in
the control of hormone, growth factor, and cytokine signal-
ing, including tyrosine phosphatases, serine-threonine ki-
nases, and protein inhibitor of activated STATs, the SOCS
family causes a medium- to long-term inhibition and refrac-
toriness of signaling pathways that engage JAKs and STATs
(18, 19).

As Ang II activates JAK2 and STAT-1, -2, -3, and -5, we
have investigated the possible involvement of SOCS3 in Ang
II-mediated physiological events in rat heart and neonatal rat
ventricular myocytes (NRVM). RT-PCR, immunoprecipita-
tion, Western blotting, and immunohistochemistry studies
reveal that rat heart and NRVM constitutively express low
level of SOCS3, which is rapidly induced by Ang II infusion.
The blockade of SOCS3 expression leads to a loss of desen-
sitization of Ang II signaling. Thus, SOCS3 modulates Ang
II signaling in heart and NRVM.

Materials and Methods
Antibodies and chemicals

Reagents for SDS-PAGE and immunoblotting were obtained from
Bio-Rad Laboratories (Richmond, CA). HEPES, phenylmethylsulfo-
nylfluoride, aprotinin, dithiothreitol, Triton X-100, Tween 20, glycerol,
pancreatin, Ang II, and BSA (fraction V) were obtained from Sigma-
Aldrich Corp. (St. Louis, MO). Neomycin was purchased from Life
Technologies, Inc. (Geneticin G418, Grand Island, NY). Losartan was
purchased from Merck & Co. (Wilmington, DE). Protein A-Sepharose
6MB and Percoll (density, 1.131 g/ml) were obtained from Amersham
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Pharmacia Biotech (Uppsala, Sweden), ["**I]protein A, and nitrocellu-
lose membranes were obtained from Amersham Pharmacia Biotech
(Little Chalfont, UK). Antibodies against AT1 (rabbit polyclonal, sc-579),
JAK2 (rabbit polyclonal, sc-278 and sc-7229), phosphotyrosine (pY;
mouse monoclonal, sc-508), c-Jun (rabbit polyclonal, sc-1694), phospho-
STAT1 (Tyr™!, goat polyclonal, sc-7988), phospho-ERK (pERK, Tyr***
mouse monoclonal, sc-7383, recognizes ERK, 44 and 42 kDa) and SOCS3
(rabbit polyclonal, sc-9023 and goat polyclonal, sc-7009) were purchased
from Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA). The secondary
antibodies and conjugates used in immunohistochemistry were ob-
tained from Vector Laboratories, Inc. (Burlingame, CA). Chemicals, cul-
ture media, Lipofectamine Plus, and sera used in myocyte preparation
and culture were purchased from Life Technologies, Inc. Chemicals
employed in RT-PCR experiments, primers for SOCS3 (sense, 5'-ACC
TCT CTC CTC CAA CG-3’; antisense, 5'-TGC TGG GCT AAC TGG-3'),
B-actin (sense, 5'-TTT GGG AGG GTG AGG GAC TTC-3'; antisense,
5'-TGA GCG CAA GTA CTC TGT GTG G-3'), and phosphorthioate-
modified oligodeoxynucleotides for SOCS3 (sense, 5'-CAT GGT CAC
CCA CAG-3’; antisense, 5'-CTG TGG GTG ACC ATG-3’; scrambled,
5'-GCT AGC GAT GTC TGG-3'), were synthesized by Life Technologies,
Inc. Sodium amobarbital was obtained from Eli Lilly & Co. (Indianap-
olis, IN).

Animals

Male Wistar rats (1-3 d old for cardiomyocyte preparation or 48 d
old/150-200 g for the remaining experiments) from the University’s
Central Animal Breeding Center were used in the experiments. The
adult rats were allowed access to standard rodent chow and water ad
libitum. Food was withdrawn 12 h before the experiments. Rats were
anesthetized by an ip injection of sodium amobarbital (15 mg/kg body
weight), and the experiments were initiated after the loss of corneal and
pedal reflexes. All experiments were conducted in accord with the prin-
ciples and procedures described by NIH Guidelines for the Care and Use
of Experimental Animals and were approved by the State University of
Campinas ethical committee.

Preparation of NRVM

Ventricular cardiac myocytes were prepared by enzymatic disaggre-
gation as described previously (20). Hearts from neonatal (1-3 d old)
Wistar rats were excised, and the ventricles were minced and suspended
in sterile ADS buffer [4.36 g HEPES, free acid (pH 7.35), 6.8 gNaCl,1.0 g
p-glucose, 0.4 g KCl, 0.14 g NaH,PO,H,0, 0.1 g MgSO,-anhydrous, and
0.02 g phenol red]. Tissue was then subjected to multiple enzymatic
digestions at 37 C using a mixture of collagenase and pancreatin. Four
or five successive digestions were performed, each lasting 20 min. The
solution obtained during each digestion was transferred to a sterile tube
containing 1.0 ml newborn calf serum and centrifuged. The pellets
obtained were resuspended in newborn calf serum. To separate myo-
cytes from other cells, the suspension was layered onto a discontinuous
Percoll density gradient consisting of two phases. After washing to
remove traces of Percoll, the myocytes were cultured in DMEM con-
taining 5% fetal calf serum, 10% horse serum, and 100 U penicillin-
streptomycin/ml. The cells were plated at the concentration of 6.0 X
10*/cm? on plates previously coated with 0.1% gelatin. The purity of the
preparation was ascertained by immunofluorescence using TRITC-
phaloidin and evaluation by confocal microscopy.

Ang II treatment and tissue extraction

The abdominal cavity was opened, the vena cava was exposed, and
0.02 ml saline (0.9% NaCl), with or without 107° M Ang II (or concen-
trations ranging from 10~ '°~10~° M in dose-response experiments), was
injected. Some rats received losartan (10 mg/kg, ip) 30 min before the
experiments. In some cases rats received 6.0 nmol (diluted in 200 ul TE
buffer) sense, antisense, or scrambled SOCS3 oligonucleotide 3 h before
the experiments. Based on the Rattus norvegicus SOCS3 mRNA sequence
(accession no. AF075383 at NCBI Entrez Nucleotide), three different
sequences were designed and tested by ip injection of 6.0 nmol antisense
or respective sense oligonucleotide, and they were evaluated for their
ability to block SOCS3 synthesis by measuring SOCS3 in immunopre-
cipitation experiments of heart protein extracts. The sequence 5'-CTG
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TGG GTG ACC ATG-3' was capable of reducing 80% (P < 0.05) Ang
II-stimulated SOCS3 expression and was used in all experiments in
parallel with its respective sense sequence as control. At various time
intervals (as shown in Results), the tips of the ventricles were excised and
immediately homogenized in approximately 5 vol solubilization buffer
at 4 C [1% Triton X-100, 100 mm Tris-HClI (pH 7.4), 100 mM sodium
pyrophosphate, 100 mm sodium fluoride, 10 mm EDTA, 10 mm sodium
vanadate, 2.0 mM phenylmethylsulfonylfluoride, and 0.1 mg aprotinin/
ml] with a Polytron PTA 20S generator (model PT 10/35; Brinkmann
Instruments, Westbury, NY) operated at maximum speed for 30 sec.

Cardiomyocytes plated at a density of 6.0 X 10*/cm” were exposed
to Ang II (doses and time as stated in Results and figures) and losartan
(10~° M, loaded 30 min before the experiment). In some experiments cells
were treated with neomycin (800 pg/ml) during the same period of
treatment with Ang II. For treatment with sense, antisense, or scrambled
SOCS3 oligonucleotides, NRVM were plated (6.0 X 10*/cm?), washed
in serum- and antibiotic-free DMEM, and maintained in this medium for
3 h. Sense, antisense, or scrambled oligonucleotides were added to the
culture medium (1.0 um) in parallel with the transfection reagent Li-
pofectamine Plus (10 ug/ml). After 8 h, the medium was replaced with
20% fetal calf serum/DMEM and incubated overnight. The next day, the
cells were exposed to Ang II and losartan. After stimulation, the cells
were washed twice in ice-cold PBS and scraped into ice-cold solubili-
zation buffer (as for heart extraction).

Protein analyses by immunoblotting

Insoluble material was removed by centrifugation for 25 min at 11,000
rpm in a 70.Ti rotor (Beckman, Fullerton, CA) at 4 C. The protein
concentration of the supernatants was determined with the Bradford
dye-binding method (21). Aliquots of the resulting supernatants con-
taining 5.0 mg total protein were used for immunoprecipitation with
anti-AT1, anti-JAK2, anti-pY, or anti-SOCS3 antibodies at 4 C overnight,
followed by the addition of protein A-Sepharose 6MB for 2 h. The pellets
were washed three times in ice-cold buffer [0.5% Triton X-100, 100 mm
Tris (pH 7.4), 10 mM EDTA, and 2.0 mM sodium vanadate]. After wash-
ing, the pellet was resuspended in Laemmli’s sample buffer (22) con-
taining 100 mm dithiothreitol and heated in a boiling water bath for 5
min. The samples were subjected to SDS-PAGE (10%, 12%, or 15%
bis-acrylamide) in a Bio-Rad miniature slab gel apparatus (Bio-Rad
Laboratories). Electrotransfer of proteins from the gel to the nitrocellu-
lose membrane was performed for 90 min at 120 V (constant) in a
Bio-Rad miniature transfer apparatus (Mini-Protean) as described by
Towbin et al. (23). The nitrocellulose membranes were preincubated in
blocking buffer (5% BSA, 10 mm Tris, 150 mm NaCl, and 0.02% Tween
20) for 2 h. The nitrocellulose blot was then incubated with the appro-
priate antibody diluted in blocking buffer (3% BSA instead of nonfat dry
milk) overnight at 4 C and washed for 15 min with the blocking buffer
without BSA. The blots were subsequently incubated with 2.0 mCi
[**I]protein A in 10 ml blocking buffer for 2 h at room temperature and
washed again as described above for 15 min. [***I]Protein A bound to
the antibodies was detected by autoradiography using preflashed
Kodak XAR film with Cronex Lightning Plus intensifying screens (East-
man Kodak, Rochester, NY) at —70 C for 24-72 h. Band intensities were
quantified by digital densitometry (Scion Image software, Scion Corp.,
Frederick, MD) of the developed autoradiographs. For simple immu-
noblot experiments (not preceded by immunoprecipitation), 0.2 mg total
protein from heart or cardiomyocyte extracts was separated by SDS-
PAGE (10%, 12%, or 15% bis-acrylamide), transferred to nitrocellulose
membranes, and blotted with the appropriate antibodies (anti-pY, anti-
phospho-STAT1, anti-phospho-ERK, anti-SOCS3, anti-JAK2, or anti-c-
Jun) (24, 25).

Immunohistochemistry

Rat hearts were fixed in buffered 4% paraformaldehyde in 0.2 m PBS
(pH 7.4) for 24 h and embedded in paraffin, and 3.0-umsections were
obtained. The glass-mounted sections were cleared of paraffin with
xylene and rehydrated by sequential washings with graded ethanol
solutions (70-100%). After permeabilization with 0.1% Triton X-100 in
PBS (pH 7.4) for 10 min at room temperature, the sections were incu-
bated in 1% H,O, in PBS for 30 min to quench the endogenous perox-
idase activity. The sections were pretreated in a microwave oven in
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sodium citrate buffer (pH 7.4) for 10 min. After washing in PBS, the
sections were blocked with 3% nonfat dry milk in PBS for 1 h at 37 C,
followed by overnight incubation with the primary antibody (anti-
SOCS3 rabbit polyclonal, 1:20 dilution; anti-AT1 rabbit polyclonal, 1:20)
in 1% BSA in PBS at 4 C in a moist chamber. The sections were subse-
quently washed and incubated with a specific biotinylated antirabbit
secondary antibody (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA; 1:150
dilution) for 2 h at room temperature, followed by incubation with
streptavidin reagent containing avidin-conjugated peroxidase. The color
reaction was developed using a diaminobenzidene substrate kit (Vector
Laboratories) according to the manufacturer’s recommendations. After
the color reaction, the sections were counterstained with Harris hema-
toxylin, dehydrated through an ethanol series into xylene, and mounted
using Entelan mounting media (Microscopy, Karlsruhe, Germany). Sec-
ondary antibody specificity was tested in a series of positive and neg-
ative controls. In the absence of primary antibodies, incubation with
secondary antibodies (negative controls) failed to produce any signifi-
cant staining. The images were obtained using an optical microscope
(Leica, Wetzlar, Germany) and were acquired with a Focus Imagecorder
Plus System (26).

RNA isolation

Rat heart ventricles were excised and rapidly frozen in liquid nitro-
gen. Total RNA was extracted from whole ventricles using TRIzol re-
agent (Life Technologies, Inc.), according to the manufacturer’s recom-
mendations. Total RNA was quantified by spectrophotometry at A260
nm, and its integrity was determined from the A260/A280 nm ratio.
After 24 h, isolated total RNA was rendered genomic DNA-free by
digestion with ribonuclease-free deoxyribonuclease (RQ1; Promega
Corp., Madison, WI).

Semiquantitative RT-PCR

RT-PCR was used to determine the mRNA expression of SOCS3,
measuring B-actin as an internal standard. Seven micrograms of total
RNA from each heart were reverse transcribed with SuperScript reverse
transcriptase (200 U/ ul) using oligo(deoxythymidine) (50 mm) in a 30-ul
reaction volume (5X RT buffer, 10 mm deoxy-NTP, and 40 U/ ul ribo-
nuclease-free inhibitor). The RTs involved a 50-min incubation at 42 C
and a 15-min incubation at 70 C. After RT, 0.75 ul of the RT product was
used in each PCR to a final volume of 50 ul (10X PCR buffer, 1.0 mm
deoxy-NTP, 50 mm MgCl,, Tag polymerase, and sense and antisense
primers for SOCS3 and B-actin). The expression of mRNA was deter-
mined by PCR using the primers described in Antibodies and chemicals,
and amplified a 251-bp DNA fragment of SOCS3 and a 489-bp DNA
fragment of B-actin. Triplicate reactions were performed using an initial
incubation at 94 C for 5 min, denaturation at 94 C for 1 min, followed
by annealing at 52 C for 50 sec, extension at 72 C for 1 min, and a final
extension at 72 C for 7 min. A cycle titration between 20—40 cycles of
RT-PCR products revealed that 23 cycles for B-actin and 30 cycles for
SOCS3 were within the logarithmic phase of amplification. Therefore,
those PCR conditions were used in subsequent experiments. All PCR
experiments included a control tube with no RT step. PCR-amplified
products were run on 2% Tris/acetic acid/EDTA agarose gels, and the
DNA was visualized by ethidium bromide staining. The molecular size
of the products was determined using a 1-kb Plus DNA ladder (Life
Technologies, Inc.) as standard size marker. Images of the bands were
obtained using a TFX 35M UV transluminator (Life Technologies, Inc.),
and band intensity was quantified by digital densitometry (Scion Image
software).

Data presentation and statistical analysis

The results are expressed as the mean * sp of the indicated number
of experiments, as appropriate. The blots are presented as direct com-
parisons of bands in autoradiographs and quantified by densitometry
using Scion Image software. The t test for unpaired samples was used
for statistical analysis. The level of significance was set at P < 0.05.

Calegari et al. ® SOCS Induction by Ang II in Heart

Results

Ang II induces SOCS3 protein expression in rat heart and
isolated cardiomyocytes

To investigate Ang II-induced SOCS3 expression, rats re-
ceived an intracava injection of 0.02 ml of a solution con-
taining 10° M Ang Il and after 0-360 min, the hearts were
surgically removed and homogenized for protein expression
analyses. As shown in Fig. 1A, SOCS3 (30 kDa), which was
already present in heart at protein levels that approximated
the detection limit of the method, was induced 10 min after
treatment with Ang II and reached maximum expression at
120 min. Thereafter, the level of SOCS3 decreased and had
returned to basal expression levels at 360 min. Evaluation of
SOCS3 expression in nitrocellulose transfers of total protein
extracts resolved by SDS-PAGE yielded no detectable bands.
In the latter experiments, up to 0.25 mg total protein was
loaded into each cell of the electrophoretic apparatus. Thus,
even after stimulation with Ang II, the amount of SOCS3 in
heart is below the detection limit of the method, and only
after partial purification by immunoprecipitation can the
protein be detected.

To investigate the dose-dependency of the SOCS3 re-
sponse to Ang II, experiments were performed after the
infusion of 0.02 ml saline or the same volume of saline con-
taining 102, 107'%, 10®, and 10~® m Ang II. Tissue speci-
mens were obtained at 120 min, and heart homogenates were
submitted to immunoprecipitation, separation by SDS-
PAGE, transfer to nitrocellulose membranes, and evaluation
of protein amounts by Western blot with specific antibodies.
Enhanced SOCS3 expression was detected after treatment
with 107® M Ang II, which provides a serum concentration
of Ang II within the physiological range (Fig. 1B).

To examine whether Ang II exerted an effect on SOCS3
expression at the transcriptional level, total RNA extracted
from hearts was reverse transcribed and amplified using
specific primers for SOCS3 and B-actin. Before stimulation
with Ang II, SOCS3 transcripts were already present at low
levels in the heart. After stimulation with 107° M Ang II, no
early increase was detected (at 1.5 min), but at 60 min a
1.5-fold rise in SOCS3 mRNA was evident and differed sig-
nificantly from basal levels (Fig. 1C). At 360 min, SOCS3
transcripts had fallen to below basal levels. Thus, it seems
that Ang Il initially regulates SOCS3 expression at the trans-
lation level and only later affects the rate of transcription.

To exclude the possibility of an indirect in vivo effect of
blood pressure fluctuations or participation of other hor-
monal systems on SOCS3 induction, isolated neonatal car-
diomyocytes were treated with Ang I1 (10~ **,107%, 1077, and
10~° m) for 120 min. Protein extracts from these samples were
evaluated by immunoprecipitation, SDS-PAGE, and immu-
noblotting with anti-SOCS3 antibodies. As depicted in Fig.
1D, Ang II was capable of inducing SOCS3 expression in
NRVM beginning at 10~7 m Ang II. The difference in sen-
sitivity to Ang II between hearts of living rats and NRVM
may occur because of age differences (living animals were
adults, and NRVM were obtained from neonatal rats), as Ang
II receptors are regulated during ontogeny (27), or due to
culture conditions that may affect AT1 expression and turn-
over (28).
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Fic. 1. Time course (A and C) and dose response (B) of Ang II-stimulated SOCS3 expression in rat hearts and dose response of Ang II-stimulated
SOCS3 expression in NVRM. A, Rats were anesthetized, the abdominal wall was incised, and 0.02 ml 10~® M Ang II was administered into
the vena cava as a bolus injection. After the elapsed time indicated in the figure, the tips of left ventricles were excised and homogenized in
solubilization buffer at 4 C, immunoprecipitated with rabbit anti-SOCS3 antibody (« SOCS3), and immunoblotted (IB) with goat anti-SOCS3
antibody. The inset depicts a whole blot of a typical run containing a sample from a control (0 min) and a sample from a 10~ M Ang II-treated
rat (120 min; n = 3; *, P < 0.05). B, Rats were anesthetized, the abdominal wall was incised, and 0.02 ml saline or Ang II at the concentrations
indicated in the figure was injected. After 120 min, the tips of the left ventricles were excised and homogenized in solubilization buffer at 4
C, immunoprecipitated with rabbit anti-SOCS3 antibody, and immunoblotted with goat anti-SOCS3 antibody (n = 3; *, P < 0.05). C, Rats were
anesthetized, the abdominal wall was incised, and 0.02 ml 10~ ¢ M Ang II was administered into the vena cava as a bolus injection. After the
elapsed time indicated in the figure, the tips of the left ventricles were excised and homogenized in TRIzol; RNA was reverse transcribed and
PCR-amplified using SOCS3-specific primers. Products were separated in 2% agarose gel and stained with ethidium bromide. Upper part, The
489-bp B-actin as internal standard and the 251-bp SOCS3 PCR product. Lower part, Histogram of the quantification of SOCS3 mRNA (n =
3;* P < 0.05). D, NRVM were prepared following a technique described in the text and were plated in DMEM at a concentration of 6.0 X 10%/cm?
on plates previously coated with 0.1% gelatin. Ang II was applied to culture medium at concentrations depicted in the figure. After 120 min,
cells were harvested, homogenized, and used for immunoprecipitation with rabbit anti-SOCS3 antibody. Immunoprecipitates were separated
by SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose membranes, and blotted with goat anti-SOCS3 antibody. The inset depicts a whole blot of a typical
run containing a sample from control (no Ang II) and a sample from cells treated with 107° M Ang II (n = 3; *, P < 0.05). AIl, Ang II; MW,
molecular mass standards in kilodaltons.

Tissue distribution of Ang II-induced SOCS3 expression in Ang II induces the association of JAK2 and SOCS3 in rat
rat heart heart and cardiomyocytes

To determine the histological distribution of SOCS3 in To investigate the association of SOCS3 with JAK2 after
cardiac tissue of rats, sections were obtained from several =~ Ang II treatment, heart protein homogenates from rats
subareas of Ang Il-treated (107° M, 120 min) and control treated or not with 10~° M Ang II for different periods of time
hearts. Figure 2, A-D, shows the pattern of basal (non-Ang  were immunoprecipitated with a polyclonal anti-SOCS3 an-
II-stimulated) SOCS3 protein expression predominantly in  tibody. The immunoprecipitates were then immunoblotted
the endocardium and in the endothelium and smooth muscle ~ with a polyclonal antibody against JAK2. As shown in Fig.
of the coronary arteries of left ventricle and atrium. After =~ 3A, the anti-SOCS3 antibody coimmunoprecipitated small
treatment with Ang II, a marked increase in the intensity of amounts of JAK2 (130 kDa) at time zero. However, 10 min
SOCS3 staining was detected in the same areas as those  after Ang II treatment, the amount of coprecipitating JAK2
mentioned above (Fig. 2, E-H). Therefore, it seems that Ang  increased significantly. The formation of complexes in-
II stimulates an increase in SOCS3 expression in the same  creased significantly and was maximal 120 min after Ang II
areas where it is present before hormone stimulation and  treatment, remaining steady for at least 180 min and return-
does not promote its expression (at least at detectable  ingtonearbasallevelsat360 min. In additional experiments,
amounts by this method) in muscle or other cells types  anti-JAK2 immunoprecipitates were immunoblotted with
present in the heart. Interestingly, the expression of SOCS3  anti-SOCS3 antibody, and a 30-kDa band (SOCS3) was de-
coincides with regions that possess higher concentrations of ~ tected (Fig. 3B). In dose-response experiments, NRVM were
AT1 receptors (Fig. 2, I-]). exposed to Ang II for 120 min, and the SOCS3/JAK2 asso-
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Fic. 2. Histological localization of SOCS3 and AT1 in rat heart. Rats
were treated (E-H) or not (A-D and I-J) with 0.02 ml 10~ M Ang II;
after 2 h, the hearts were excised, fixed in 4% paraformaldehyde, and
submitted to histological characterization of protein distribution by
traditional immunoperoxidase staining using anti-SOCS3- (A-H) or
anti-AT1 (I-J)-specific antibodies. Depicted are representative exam-
ples of three different experiments with specimens obtained from left
ventricle (A, B, E, F, and I) and atrium (C, D, G, H, and J) as stated
in the figure. AIl, Ang II.
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ciation was then assessed by immunoprecipitation (anti-
SOCS3) and immunoblotting (anti-JAK2). As in heart tissue,
NRVM responded to Ang Il by exhibiting a dose-dependent
association between SOCS3 and JAK2 (Fig. 3C).

SOCSS3 is induced by Ang II through ATI1-dependent
signaling in heart and cardiomyocytes

Heart and cardiomyocytes express both forms of Ang II
receptors, AT1 and AT2. As AT1 is expressed at a higher
concentration than AT2 in both tissues, and its preferential
histological distribution in heart coincides with the sites of
greater Ang Il-induced SOCS3 expression, we performed a
series of experiments using the specific AT1 blocker losartan
to assess the Ang II receptor type involved in the induction
of SOCS3 expression in both tissues. For that purpose, living
rats or NVRM were treated with saline, losartan (10 mg/kg
for rats or 10”° M in culture medium for cells), Ang II (0.02
ml of 10~° m for rats or 10”7 M in culture medium for cells),
or losartan (doses and concentrations as described above,
given 30 min before Ang II), followed by Ang II (same doses
and concentrations as described above). At the established
times, protein extracts were obtained to assess AT1, JAK2,
and STATI1 tyrosine phosphorylation (Fig. 3, D and E),
SOCS3 expression (Fig. 3, D and E), and JAK2/SOCS3 as-
sociation (Fig. 3, Fand G). As depicted in the figures, losartan
abolished Ang Il-induced tyrosine phosphorylation of AT1,
JAK?2, and STATI1. Moreover, losartan inhibited the expres-
sion of SOCS3 (Fig. 3, D and E) and its association with JAK2
(Fig. 3, F and G) in heart and NVRM. Thus, the action of Ang
II on the expression and engagement of SOCS3 occurs via a
losartan-sensitive mechanism and shows the same pattern of
activation of the JAK/STAT pathway induced by Ang II

Fractional involvement of JAK?2 in Ang Il-induced JAK2
tyrosine phosphorylation and Ang Il-induced
SOCS3/JAK2 association

Members of the SOCS family participate in the physio-
logical control of cytokine signal transduction by binding to
JAKs and temporarily inhibiting further stimulation of the
JAK/STAT pathway. Significant blockade presumably oc-
curs when most of the JAK2 involved in an initial stimulating
event is engaged by SOCS3 and therefore unavailable for
further action. To investigate the relative participation of
JAK2 in Ang II signaling and its engagement by SOCS3,
immunodepletion experiments were performed using a sur-
plus of antibody (5.0 ug) against pY or SOCS3 and running
SDS-PAGEs of the starting protein extracts in parallel with
immunoprecipitates and the supernatant remains of the im-
munoprecipitates. Measurement of the total JAK2 present in
the starting samples and tyrosine-phosphorylated JAK2 or
SOCS3-associated JAK2 were obtained from the densitomet-
ric analyses of samples. There was no variation in JAK2
expression after Ang II treatment; however, tyrosine-phos-
phorylated JAK2 peaked at 10 min and corresponded to 10%
of the total JAK2. SOCS3-associated JAK2 was higher at
60 min and corresponded to 15% of the total JAK2 (Fig. 4, A
and B).
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Fic. 3. Evaluation of SOCS3/JAK2 association and Ang II receptor type involved in Ang II-induced SOCS3 expression in heart and NRVM.
A, The animals were anesthetized, the abdominal cavity was incised, and 0.02 ml 10~ ¢ M Ang II (AII) was infused through the vena cava. After
the elapsed time indicated in the figure, the tips of the left ventricles were excised and homogenized in solubilization buffer, 5 mg protein were
submitted to immunoprecipitation (IP) with anti-SOCS3 (« SOCS3) antibody, the immunoprecipitates were separated in 12% SDS-PAGE gels
and transferred to nitrocellulose membranes, and the membranes were immunoblotted (IB) with anti-JAK2 (a« JAK2) antibody. The inset depicts
a whole blot of a typical run containing a sample from a control (0 min) and a sample from a 10~ M Ang II-treated rat (n = 3; *, P < 0.05).
B, Rats were anesthetized, the abdominal cavity was incised, and 0.02 ml 10~ ® M Ang II was infused through the vena cava. After 120 min,
the tips of the left ventricles were excised and homogenized in solubilization buffer, 5.0 mg of protein was submitted to immunoprecipitation
with anti-JAK2 antibody, the immunoprecipitates were separated in 12% SDS-PAGE gels and transferred to nitrocellulose membranes, and
the membranes were immunoblotted with anti-SOCS3 antibody (n = 3). C, NRVM were prepared following a technique described in the text
and were plated in DMEM at a concentration of 6.0 X 10%cm?. Ang II was added to culture medium at the concentrations depicted in the figure,
and after 120 min, cells were harvested, homogenized, and used for immunoprecipitation with anti-SOCS3 antibody. Immunoprecipitates were
separated by SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose membranes, and blotted with anti-JAK2 antibody (n = 3; *, P < 0.05). DG, Living rats
(D and F) or NRVM (E and G) were treated with losartan (L), Ang II (AII), or losartan followed by Ang II (L-AIl); after 10 min (for IP: AT1,
JAKZ2; IB with phospho-STAT1) or after 120 min (for IP, SOCS3), the tips of the left ventricles were excised and homogenized in solubilization
buffer as described in the text (D and F), or cells were harvested and homogenized (E and G). Immunoprecipitates were separated by SDS-PAGE,
transferred to nitrocellulose membranes, and blotted with antiphosphotyrosine antibodies (a pY) or anti-SOCS3 antibodies (o SOCS3). Total
extracts were separated by SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose membranes, and blotted with antiphospho-STAT1 antibody (« p-STAT1).
Depicted are representative examples of three different experiments. CTL, Control; MW, molecular mass standards in kilodaltons.

Abrogation of Ang II desensitization by the blockade of Ang II (30, 31). To test the hypothesis that the induction of
SOCS3 expression with antisense oligonucleotide SOCS3 by Ang II might be involved in mechanisms of re-

Ang ITinduces the expression of early inducible genes such ~ fractoriness to Ang Il signaling, we blocked the expression of
as c-fos, c-jun, c-myc, and egr-1 in cultured cells and animals ~ SOCS3 with a sequence-specific phosphorthioate antisense
(2, 29). Repeated exposure to Ang II leads to a reduced oligonucleotide and evaluated the ability of repetitive doses
induction of the expression of these genes and to refracto- ~ of Ang II to induce the expression of c-Jun in heart and
riness in several physiological phenomena modulated by  isolated cardiomyocytes. Initially, the ability of the antisense
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FiG. 4. Relative participation of JAK2 in events induced by Ang II.
A and B, The rats were anesthetized, the abdominal cavity was in-
cised, and 0.02 ml 10~ ¢ m Ang II was infused through the vena cava.
After the elapsed time indicated in the figure, the tips of the left
ventricles were excised and homogenized in solubilization buffer, 0.25
mg protein was submitted to immunoprecipitation (IP) with 5.0 ug
antiphosphotyrosine antibody (« pY; A) or 5.0 pug anti-SOCS3 anti-
body (« SOCS3; B). SDS-PAGESs were used to separate total products
obtained from immunoprecipitations and the supernatants of the
immunoprecipitation reactions; 0.25 mg total protein extracts from
the same samples that were used for immunoprecipitations were
separated by SDS-PAGE as well. All membranes were blotted in
parallel using anti-JAK2 antibody (« JAK2) and incubated with 2.0
mCi [°I]protein A, and bands were detected by autoradiography
using preflashed Kodak XAR film with Cronex Lightning Plus inten-
sifying screens at —70 C for 72 h. Band intensities were quantified by
digital densitometry of the developed autoradiographs, and individ-
ual arbitrary densitometric units obtained for each band were used for
calculating the relative amount of JAK2 in each sample. Depicted are
representative examples of three different experiments. For this, rats
were treated with saline or Ang II (10~ ¢ M) for 3, 10, 30, or 60 min.
Hearts were excised and homogenized, and protein extracts were
obtained. From each condition, two samples of 0.25 mg were obtained.
One sample was used to run the total extract and was blotted with
anti-JAK2 antibody; the second sample was used in IP experiments
with the above antibodies. Both the protein obtained in the pellet of
the immunoprecipitation and the protein remaining in the superna-
tant were integrally loaded onto SDS-PAGES, separated, transferred
to nitrocellulose membranes, and blotted with anti-JAK2 antibodies.

oligonucleotide to block Ang Il-induced SOCS3 protein syn-
thesis was evaluated by immunoblots of total protein extracts
(Fig. 5, A and B). Rats or cells were treated with sense,
antisense, or scrambled SOCS3 oligonucleotides and, after
the incubation time stated in the figure, were chased with
AngI1(0.02ml10~° M for rats or 10~” M for cells). The optimal
time for pretreatment with oligonucleotide was established

Calegari et al. ® SOCS Induction by Ang II in Heart

as 3 h for rats and 8 h for cells. These preincubation times
were employed in all experiments thereafter. One group of
cardiomyocytes was exposed to Ang II plus neomycin to
block protein synthesis. As depicted in Fig. 5, C and D (lanes
All), treatment with Ang II without prior infusion of anti-
sense oligonucleotides promoted a 4- to 5-fold increase in
SOCS3 expression in heart and cardiomyocytes, respectively
(after 120 min of Ang II treatment). Prior infusion of SOCS3
antisense oligonucleotide completely abolished Ang II-
induced SOCS3 expression. This expression was detected
when only one dose of Ang II was injected (Fig. 5, C and D,
lanes AIl) or when two subsequent doses, separated by 120
min, were used (Fig. 5, C and D, lanes AS-AII-AIl). Pretreat-
ing rats with SOCS3 sense and scrambled oligonucleotides
did not block Ang II-induced SOCS3 expression (Fig. 5A,
lanes S 3 h/AII 120 min, SC 3 h/AIl 120 min; Fig. 5B, lanes
S 8 h/AIl 120 min, SC 8 h/AIl 120 min; Fig. 5, C and D, lanes
S-AlI-All), whereas treatment of cardiomyocytes with neo-
mycin inhibited SOCS3 induction by Ang II (Fig. 5B, lane
Neo+AIl 120 min).

A single dose of Ang II (0.02 ml 10" ° m in rats or 107" M
in NRVM) caused 4.5- and 3.5-fold increases in c-Jun protein
expression in heart and NRVM, respectively, as detected by
immunoblots of total protein extracts (Fig. 5, E and F, lanes
AII 120 min). If a second dose of Ang Il was injected 120 min
after the first dose, the rise in c-Jun expression was only 2.5-
and 1.5-fold in heart and NRVM, respectively (Fig. 5, E and
F, lanes AII-All), which differed significantly from the
amount of c-Jun before any Ang II stimulus or after a single
dose of Ang II. The levels of c-Jun 240 min after a single dose
of Ang Il were almost undetectable (Fig. 5, E and F, lanes AIl
240 min). Thus, there was refractoriness to consecutive doses
of Ang II, as shown by the ability of Ang II to stimulate an
early inducible gene that participates in control of the ex-
pression of other genes induced by Ang II. Pretreating the
rats with SOCS3 sense or antisense oligonucleotides did not
induce c-Jun expression. However, the blockade of SOCS3
partially overcame the phenomenon of Ang Il-induced re-
fractoriness to the expression of c-Jun (Fig. 5, E and F, lanes
AS-AII-All). The level of c-Jun when animals were exposed
to SOCS3 sense oligonucleotide and then to two consecutive
doses of Ang II (interval of 120 min between doses) was
similar to that observed when the two doses of Ang II were
not preceded by oligonucleotide treatment (Fig. 5E, lane S-
AII-AII). The blockade of AT1 with losartan reduced, but did
not completely abolish, the property of Ang II to induce the
expression of the protooncogene c-fos (Fig. 5E, lane L-All),
which is in agreement with previous findings (32, 33).

JAK/STAT pathway-specific events are controlled
by SOCS3

Different intracellular signaling pathways are activated in
response to Ang II. To investigate the specificity of the signal
transduction-blocking effect exerted by SOCS3 on signaling
events induced by Ang 1II, rats were treated with one or two
subsequent doses of Ang II, and the tyrosine phosphoryla-
tion of JAK2, STAT1, and ERK (which is activated by Ang II
through a different pathway) was assessed. A single dose of
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Fic. 5. Effects of losartan and SOCS3 antisense oligonucleotide treatment on the expression of SOCS3 (C and D) and c-Jun (E and F) in heart
(A, C, and E) and NRVM (B, D, and F). A, Rats were treated, or not, with 6.0 nmol SOCS3 antisense phosphorthioate oligonucleotide (AS), and
after the times depicted in the figure (AS 1 h and AS 3 h), they received an intracava injection of Ang IT (0.02 ml 10~¢ m AII). Hearts were excised
120 min after Ang II infusion and submitted to procedures for immunoprecipitation and immunoblotting for detection of SOCS3 expression as
described in Materials and Methods and below. Control groups were treated with sense (S) and scrambled (SC) oligonucleotides. B, NRVM plated
in DMEM at a concentration of 6.0 X 10%cm? were treated, or not, with SOCS3 antisense phosphorthioate oligonucleotide (AS; 1.0 uM) and,
after the times depicted in the figure (AS 1h and AS 8 h), were chased with Ang IT (AII; 10~ 7 m). After 120 min, cells were harvested, homogenized,
and submitted to procedures for detection of SOCS3 expression as described in Materials and Methods and below. Control groups were treated
with sense (S) and scrambled (SC) oligonucleotides and with neomycin (Neo). Rats (C and E) were treated, or not, with 6.0 nmol (ip)
phosphorthioate sense (S-AII-AII) or antisense (AS-AII-AII) oligonucleotide to SOCS3 3 h before beginning the experiments or received 1.0 ml
losartan (ip, 10 mg/kg weight body; L and L-AII) 30 min before the beginning of experiments. Then they were anesthetized, the abdominal cavity
was opened, and one (AIIl and L-AII) or two (AII-AII, S-AII-AII, and AS-AII-AII) consecutive doses of Ang II (0.02 ml 10~ M) were infused into
the vena cava as a bolus injection. After 120 or 240 min (as depicted in figure), the tip of the left ventricle was excised and homogenized in
solubilization buffer at 4 C, and protein extracts were prepared and used as described below. NRVM (D and F) plated in DMEM at a concentration
of 6.0 X 10%*/cm? were treated with losartan (L; 10° M), Ang II (10~ 7 M), and sense (S) or antisense (AS) SOCS3 oligonucleotides (1.0 uM) as
stated in the text. Cells were exposed to one of the following treatments: a single dose of Ang II (AII), two consecutive doses of Ang IT (AII-AII),
a single dose of losartan (L), losartan followed by Ang II (L.-AIl), SOCS3 sense oligonucleotide followed by two consecutive doses of Ang II
(S-AII-AIl), or SOCS3 antisense oligonucleotide followed by two doses of Ang IT (AS-AII-AII). For c-Jun detection (E and F), 200 pg protein were
subjected to SDS-PAGE gels, transferred to nitrocellulose membranes, and blotted (IB) with anti c-Jun (« c-Jun) antibody. For SOCS3 detection
(A-D), 5.0 mg protein were subjected to IP with rabbit anti-SOCS3 (a« SOCS3) antibody, and immunoprecipitates were separated by SDS-PAGE,
transferred to nitrocellulose membranes, and blotted (IB) with goat anti-SOCS3 antibody [n = 3; *, P < 0.05 vs. control (CTL); #, P < 0.05 vs.
CTL and AII §, P < 0.05 vs. CTL and S-AII-AII]. E and F, Insets depict a whole blot of a typical run for heart (E) and NRVM (F) c-Jun detection.
MW, Molecular mass standards in kilodaltons.

Ang Il induced significant tyrosine phosphorylation of JAK2, Discussion
STAT1, and ERK (Fig. 6, lane AlI). Two subsequent doses of
Ang II led to a loss of effect, such that the tyrosine phos-
phorylation levels of JAK2, STAT1, and ERK did not differ
significantly from basal (Fig. 6, lane AII-AII). AT1 partici-
pation in these events was assessed by using losartan (10
mg/kg; Fig. 6, lanes L and L-All). The blockade of SOCS3

expression by the antisense oligonucleotide reversed the de-

Desensitization of Ang II signaling may be defined as
attenuation of the response after repetitive injections of the
hormone (30) and may provide a mechanism of protection
against possible harmful effects imposed by overstimulation.
Some of the pathways involved in Ang II signal regulation,
mostly via AT1, have been characterized. Receptor internal-
ization after ligand binding involves specific clustering of the

sensitizing action of Ang II on the tyrosine phosphorylation
of JAK2 and STAT1, but not on the tyrosine phosphorylation
of ERK (Fig. 6, AS-AII-AlL).

receptors in clathrin-coated pits and depends on a signal
sequence present in the proximal part of the cytoplasmic
C-terminal tail of the receptor (34). Serine/threonine phos-
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Fic. 6. Effects of losartan and SOCS3 antisense oligonucleotide
treatment on activation of the JAK2/STAT1 and ERK signaling path-
ways. Rats were treated, or not, with 6.0 nmol (ip) phosphorthioate
sense (S-AII-AIl) or antisense (AS-AII-AII) oligonucleotide to SOCS3
3 h before beginning the experiments or received 1.0 ml losartan (ip,
10 mg/kg weight body; L. and L-AII) 30 min before beginning the
experiments. Then they were anesthetized, the abdominal cavity was
opened, and one (AIl and L-AIl) or two (AII-AII, S-AII-AII, and AS-
ATI-AII) consecutive doses (interval of 120 min between doses) of Ang
11(0.02 m1 10~ M) were infused into the vena cava as a bolus injection.
After 5 min, the tip of the left ventricle was excised and homogenized
in solubilization buffer at 4 C, and protein extracts were prepared; 5.0
mg protein were submitted to immunoprecipitation (IP) with anti-
JAK2 (a JAK2) antibody, the immunoprecipitates were separated by
SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose membranes, the mem-
branes were immunoblotted (IB) with antiphosphotyrosine (« pY)
antibody, or 0.2 mg protein was separated by SDS-PAGE, transferred
to nitrocellulose membranes, and IB with antiphospho-STAT1 (« p-
STAT1) or antiphospho-ERK (« p-ERK) antibodies. Depicted are rep-
resentative examples of three different experiments.

phorylation also participates in the control of signal trans-
duction and leads to signal shutdown by promoting
receptor-G protein uncoupling (35). Another mechanism
demonstrated in isolated cardiac fibroblasts involves a rapid
(30-sec) and transient (30-min) desensitization through pro-
tein kinase C activation and leads to up to 50% reduction of
Ca*" accumulation after subsequent exposure to Ang II (36).
Finally, the participation of the JAK/STAT signaling path-
way in the transduction of Ang II signals appears to be
controlled by the phosphatase Src homology protein tyrosine
phosphatase 1 (SHP1), which binds to a complex formed by
JAK2,SHP2, and AT1 and participates in receptor and kinase
tyrosine dephosphorylation (37).

Recently, members of the cytokine I and cytokine II re-
ceptor families were shown to induce, on a ligand receptor
activation basis, the expression and functional activation of
SOCS proteins. This new class of proteins, which currently
includes eight members (11, 12), is characterized by the pos-
session of a highly conserved C-terminal domain, the SOCS
box, a core Src homology 2 domain, and a variable N-
terminal head (38). SOCS proteins are induced through ac-
tivation of the JAK/STAT pathway by several cytokines,
leptin (39, 40), insulin (41), GH (42, 43), and PRL (44, 45).
When expressed, SOCSs inhibit the signaling and biological
activities of the inducers (39, 45). These findings suggest that
SOCS proteins can function as inducible intracellular nega-
tive regulators of signal transduction.

As JAK2 and several STAT proteins are activated and
participate in Ang II signal transduction, we examined
whether SOCSs proteins are induced by Ang II in heart, and
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whether they participate in the control of Ang Il signal trans-
duction or ligand-induced desensitization. The choice to
evaluate SOCS3 was based on the fact that other hormones,
such as leptin, insulin, and GH, are already known to induce
SOCS3 expression. As shown in Figs. 1 and 2, SOCS3 is
already expressed at low levels in heart and isolated cardi-
omyocytes, even before Ang II treatment. Based on the his-
tological evaluation, most immunoreactive SOCS3 occurs in
the endocardium and in vascular muscle wall and endothe-
lial cells of the coronary arteries, whereas very faint staining
is observed in cardiac muscle. SOCS3 mRNA is also present
in nonstimulated heart. After the injection of a supraphysi-
ological dose (107° m) of Ang I, there is a rapid in vivo rise
in the protein levels of SOCS3 (as early as 10 min), whereas
a significant increase in mRNA levels occurs after 60 min.
These facts suggest that both translational and transcrip-
tional regulation of SOCS3 may be under Ang II control.
Modulation of the rate of SOCS3 degradation may also favor
protein accumulation. Treatment with Ang II increases
SOCS3 expression, as shown by a higher intensity of staining
(all figures were obtained using exactly the same protocol,
and experiments were run in parallel), but causes no shift in
the pattern of staining, i.e. higher expression is maintained in
the endocardium and endothelium. As a high level of SOCS3
expression is observed in NRVM after treatment with Ang1I,
we suspect that due to differences in age (1- to 3-d-old rats
for NRVM preparation and 48-d-old rats for the heart ex-
periments), higher levels of AT1 in isolated cardiomyocytes
might be responsible for the enhanced effect observed.
The intracava injection of at least 0.02 ml 107® M Ang II
significantly elevates the level of SOCS3 protein in heart
homogenates. This quantity of Ang II provides a circulating
concentration that approximates the stimulus-induced range
of approximately 100 ng/liter (46) and suggests that stimu-
lation of SOCS3 expression is a physiological phenomenon
that may modulate Ang II function. This conclusion is further
supported by the ability to induce SOCS3 with 10~7 M Ang
II in isolated cardiomyocytes. To test the hypothesis of a
physiological role for Ang II-induced SOCS3 expression, we
used SOCS3-specific phosphorthioate-modified antisense
oligonucleotide to block SOCS3 expression and evaluated the
ability of repeated doses of Ang II to induce the expression
of the early inducible gene c-jun. After a single dose of Ang
II, the expression of c-Jun rapidly increases by up to 5-fold
above basal levels after 120 min. After a second dose of Ang
II, injected 120 min after the first dose, the increase is only 2.5-
and 1.5-fold above basal in heart and NRVM, respectively.
These results indicate that desensitization to stimulation by
Ang II occurs in both systems tested. In rats pretreated with
SOCS3 antisense oligonucleotide, a second dose of Ang II
produces an increase of about 3.8-fold above basal, which is
significantly different from the responses to single and dou-
ble doses of Ang II in nonpretreated rats. These results
indicate that SOCS3 participates in the control of Ang II-
induced c-Jun expression, although this is not the only mech-
anism involved in the control of signal transduction by this
path. The experiments with losartan indicate that Ang II
induces SOCS3 only through AT1 receptors, whereas c-Jun
may be induced by the activation of both AT1 and AT2
receptors. This fact may explain why in the absence of
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SOCSS3, the expression of c-Jun after the second dose of Ang
II did not reach the same levels as those observed with a
single dose of Ang II, as other mechanisms controlling AT2-
induced c-Jun expression would still be operating in the
presence of SOCS3 blockade.

In a parallel series of experiments not described here, Ang
II-induced expression of SOCS3 was examined in the hypo-
thalamus, another important site of Ang II action. In this
tissue, SOCS3 was induced in the anterodorsal preoptic nu-
cleus and median preoptic lateral nucleus by the intracere-
broventricular injection of Ang II and was found to partic-
ipate in the control of water balance (Torsoni, M. A.,and L. A.
Velloso, unpublished data).

As a final objective of the present study, we evaluated the
specificity of the blocking effect of SOCS3 toward the JAK/
STAT signaling pathway. Immunodepletion experiments
showed that 10-15% of the JAK2 pool expressed in the target
tissue is involved in Ang II signaling, as evaluated by the
tyrosine phosphorylation of JAK2 and the association of
JAK2 with SOCS3. In other signaling systems that use JAK2
as an intermediary signaling molecule, the extent of this
involvement is also about 10-20% of all JAK2 available (47,
48). In rats treated with antisense oligonucleotide, two doses
of Ang II caused desensitization of the signaling response
involving ERK, but not JAK2 and STAT1. As SOCS3 is be-
lieved to hamper specific signaling occurring through JAK
family members (49), and as Ang II activates ERK through a
JAK2-independent mechanism (8), the maintenance of mo-
lecular desensitization of Ang II-induced ERK activation af-
ter partial abrogation of SOCS3 expression would be
predictable.

In conclusion, this is the first evidence for the participation
of a protein belonging to the SOCS family in the control of
physiological actions of Ang II. This is also the first demon-
stration of the induction of a SOCS protein through a G
protein-coupled receptor. These findings provide a new field
of investigation into the mechanisms controlling Ang II sig-
nal transduction and reinforce the concept that in several
ways Ang II acts as a cytokine.
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Angiotensin II inhibits insulin-induced activation of phos-
phatidylinositol 3-kinase through a mechanism, at least in
part, dependent on serine phosphorylation of the insulin
receptor and insulin receptor substrates (IRS)-1/2. Recent
evidence shows that suppressor of cytokine signaling-3
(SOCS-3) is induced by insulin and angiotensin II and par-
ticipates in the negative control of further stimulation of
each of these signaling systems independently. In the
present study, we evaluated the interaction of angiotensin
II-induced SOCS-3 with the insulin signaling pathway in the
heart of living rats. A single iv dose of angiotensin II pro-
motes a significant increase of SOCS-3 in heart, an effect
that lasts up to 180 min. Once induced, SOCS-3 interacts
with the insulin receptor, JAK-2, IRS-1, and IRS-2. The

inhibition of SOCS-3 expression by a phosphorthioate-
modified antisense oligonucleotide partially restores an-
giotensin II-induced inhibition of insulin-induced insulin
receptor, IRS-1 and IRS-2 tyrosine phosphorylation, and
IRS-1 and IRS-2 association with p85-phosphatidylinositol
3-kinase and [Ser?’®] phosphorylation of Akt. Moreover, the
inhibition of SOCS-3 expression partially reverses angio-
tensin II-induced inhibition of insulin-stimulated glucose
transporter-4 translocation to the cell membrane. These re-
sults are reproduced in isolated cardiomyocytes. Thus,
SOCS-3 participates, as a late event, in the negative cross-
talk between angiotensin II and insulin, producing an
inhibitory effect on insulin-induced glucose transporter-4
translocation. (Endocrinology 146: 579-588, 2005)

HE RECIPROCAL SIGNAL transduction modulation
that occurs between the insulin and angiotensin II
(Ang II) signaling pathways is thought to play an impor-
tant role in the common clinical association between
diabetes mellitus and hypertension (1-6). The cross-talk
between these two systems occurs at distinct levels, be-
ginning at the prereceptor level, as modulation of
angiotensin-converting enzyme (ACE) activity leads to
simultaneous control of Ang II production and insulin
action (7). It then acts at an early postreceptor level because
janus kinase (JAK)-2 activity may be modulated by insulin
and Ang II (2, 8, 9), and finally it reaches an intermediary
postreceptor level because serine kinases activated by Ang
II inhibit insulin signal transduction (3). This redundancy
may have developed during evolution as a need for tight
control of two vital and closely related systems, i.e. the
circulatory and metabolic systems.
In recent years, a series of studies have shown that insulin
is capable of inducing the expression of suppressor of cyto-
kine signaling (SOCS)-3 (10-12), a 32-kDa protein that be-
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longs to a family of proteins (SOCS family) originally iden-
tified as inducible inhibitors of signal transduction by gp130
cytokines (13, 14). When cotransfected with insulin receptor
(IR) and insulin receptor substrate (IRS)-1, SOCS-3 inhibits
insulin signal transduction by promoting a reduction of
insulin-induced IRS-1 tyrosine phosphorylation (12). More-
over, SOCS-3 may reduce insulin signal transduction by tar-
geting IRS-1 and IRS-2 to proteasomic degradation (15). Re-
cently we demonstrated that Ang II is also capable of
inducing SOCS-3 in heart, isolated cardiomyocytes, and the
hypothalamus of rats (16, 17). Ang IlI-induced SOCS-3 in-
hibits Ang Il-stimulated c-jun expression (16) and partici-
pates in the mechanisms that lead to refractoriness to Ang II
in hypothalamus (17).

In cytokine signaling, proteins of the SOCS family may
provide a negative cross-talk between two distinct sys-
tems, such as IL-3 and IL-11 (18) and interferon-y and IL-4
(19) signaling systems. In addition, SOCS proteins may
participate in the cross-talk between a cytokine and hor-
mone signaling pathways, such as IL-18 and GH (20). In
the present study, we evaluated whether SOCS-3, induced
by Ang Ilin the heart, interacts with elements of the insulin
signaling pathway and exerts any regulatory effect on this
system.

Materials and Methods
Antibodies and chemicals

Reagents for SDS-PAGE and immunoblotting were obtained from
Bio-Rad Laboratories (Richmond, CA). HEPES, phenylmethylsulfo-
nylfluoride, aprotinin, dithiotreitol, Triton X-100, Tween 20, glycerol,
Ang II, and BSA (fraction V) were obtained from Sigma-Aldrich Corp.
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(St. Louis, MO). Protein A-Sepharose 6 MB was obtained from Amer-
sham Pharmacia Biotech (Uppsala, Sweden), [***I]-protein A and nitro-
cellulose membranes were obtained from Amersham Pharmacia Biotech
(Little Chalfont, UK). Phosphatidylinositol was from Avanti Polar Lip-
ids (Alabaster, AL). Chemicals, culture media, Lipofectamine Plus, and
sera for isolation and culture of cells were purchased from Life Tech-
nologies Inc. (Grand Island, NY). Antibodies against SOCS-3 (sc-9023,
rabbit polyclonal and sc-7009, goat polyclonal), SOCS-1 (sc-9021, rabbit
polyclonal), JAK-2 (sc-278, rabbit polyclonal), IRB (sc-711, rabbit poly-
clonal), IRS-1 (sc-559, rabbit polyclonal), IRS-2 (sc-8299, rabbit poly-
clonal), signal transducer and activator of transcription (STAT)-5b (sc-
1656, mouse monoclonal), p85-phosphatidylinositol 3-kinase (PI
3-kinase) (sc-423, rabbit polyclonal), glucose transporter (GLUT)-4 (sc-
7938, rabbit polyclonal), and phosphotyrosine (sc-508, mouse monoclo-
nal) were purchased from Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz,
CA). Anti-[Ser*”?| Akt (9271, rabbit polyclonal) was purchased from Cell
Signaling Technology (Beverly, MA). Antiphosphoserine antibody
(AB1603, rabbit polyclonal) was purchased from Chemicon Inc. (Te-
mecula, CA). Fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated secondary
antibodies and rhodamine-conjugated phalloidin were purchased from
Sigma-Aldrich Corp. Phosphorthioate-modified oligodeoxynucleotides
for SOCS-3 (sense, 5'-CAT GGT CAC CCA CAG-3’; antisense, 5'-CTG
TGG GTG ACC ATG-3') were synthesized by Life Technologies, Inc. and
were previously tested and optimized for in vivo use (16). Sodium amor-
bital and insulin were obtained from Eli Lilly & Co. (Indianapolis, IN).

Experimental animals

Eight-week-old male Wistar rats from the university’s Central Animal
Breeding Center were used in the experiments. The adult rats were
allowed access to standard rodent chow and water ad libitum. Food was
withdrawn 12 h before the experiments. All experiments were con-
ducted in accord with the principles and procedures described by Na-
tional Institutes of Health Guidelines for the Care and Use of Experi-
mental Animals and were approved by the State University of Campinas
ethical committee. For neonatal rat ventricular myocyte (NRVM) prep-
aration, 1- to 3-d-old Wistar rats were employed.

Preparation of NRVM

Ventricular cardiac myocytes were prepared by enzymatic disaggre-
gation following a method previously described (21). After separation
the cells were cultured in DMEM at a concentration of 6.0 X 10*/cm? on
plates coated with gelatin. The purity of the cell preparations was as-
certained by immunofluorescence using tetramethylrhodamine isothio-
cyanate-phalloidin and evaluation by confocal microscopy.

Hormone stimulation protocols and tissue preparation

Rats were anesthetized by an ip injection of sodium amorbital (15
mg/kg body weight), and the experiments were initiated after the loss
of corneal and pedal reflexes. The abdominal cavity was opened, the
cava vein was exposed, and in vivo stimulation of the heart was obtained
by injection of 0.02 ml saline (0.9% NacCl), 10~ ® m Ang II, and/or 10~ °
M insulin into the cava vein. In some of the time-course experiments the
hearts of rats treated with respective hormones were compared with the
hearts of rats treated with only saline for similar periods of time. In some
cases rats received 6.0 nmol [diluted in 200 ul Tris/EDTA buffer] sense
or antisense SOCS-3 oligonucleotide ip 3 h before the experiments. At
various time intervals (as shown in Results), the tips of the ventricles
were excised and immediately homogenized in approximately five vol-
umes of solubilization buffer at 4 C [1% Triton X-100, 100 mm Tris-HCI
(pH 7.4), 100 mm sodium pyrophosphate, 100 mm sodium fluoride, 10
mwm EDTA, 10 mm sodium vanadate, 2.0 mM phenylmethylsulfonylfluo-
ride, and 0.1 mg aprotinin/ml] with a Polytron PTA 20S generator
(model PT 10/35; Brinkmann Instruments, Westbury, NY) operated at
maximum speed for 30 sec.

NRVMs were exposed to oligonucleotides, saline, insulin, and Ang
II according to doses and times as stated in Results and following a
protocol previously described (16).

Calegari et al. ® SOCS-3 and Cross-Talk between Angll and Insulin Signaling

Protein analyses by immunoprecipitation and
immunoblotting

Insoluble material was removed by centrifugation for 25 min at
11,000 rpm in a 70.Ti rotor (Beckman, Fullerton, CA) at 4 C. The
protein concentrations in supernatants were determined by the Brad-
ford dye-binding method (22). Aliquots of the resulting supernatants
containing 5.0 mg total protein were used for immunoprecipitation
with anti-JAK-2, IRB, IRS-1, IRS-2, STAT-5b, SOCS-1, and SOCS-3
antibodies following a method previously described (23). Unspecific
binding of proteins to beads were always tested and observed to be
insignificant (not shown). Band intensities were quantified by digital
densitometry (Scion Image software, Scion Corp., Frederick, MD) of
the developed autoradiographs. For simple immunoblot experiments
(not preceded by immunoprecipitation), 0.2 mg total protein from
heart was separated by SDS-PAGE (10 or 12% bis-acrylamide), trans-
ferred to nitrocellulose membranes, and blotted with the appropriate
antibodies (anti-IR, anti-IRS-1, anti-IRS-2, anti—phospho—[Ser47 1Akt,
and anti-GLUT-4).

PI 3-kinase activity assay

For IRS-1- and IRS-2-associated PI 3-kinase activity assays, 5.0 mg
of total protein extracts obtained from the hearts of rats exposed to
specific experimental conditions were handled using a method pre-
viously described (2, 24). Phosphorylated phosphatidylinositol was
separated by thin-layer chromatography, and specific dots were vi-
sualized by exposing the thin-layer chromatography plates to RX-
films. Dot intensities were quantified by digital densitometry of the
developed autoradiographs.

Subcellular fractionation

To characterize the expression and subcellular localization of
GLUT-4, a subcellular fractionation protocol was employed as described
previously (25). The fractions obtained were treated with Laemmli
buffer with 100 mm dithiothreitol, heated in a boiling water bath for 5
min, and aliquots (0.2 mg of protein) subjected to SDS-PAGE and West-
ern blotting with anti-GLUT-4 antibodies as described (23).

Laser confocal microscopy

GLUT-4 localization was determined in frozen sections of Wistar rat
hearts and fixed NRVM, following a method described elsewhere (6, 26).
Sections (5.0 wm) of heart or microscopy glass-fixed NRVMs were in-
cubated with primary antibody against GLUT-4 (1:20), followed (or not)
by incubation with FITC-conjugated secondary antibodies and then
rhodamine-conjugated phalloidin (1:500). Images were obtained with a
laser confocal microscope (LSM510, Zeiss, New York, NY). Secondary
antibody specificity was tested in a series of positive and negative
control measurements. All image acquisitions were performed with the
same settings of the microscope.

Data presentation and statistical analysis

The results are expressed as the mean * sp of the indicated number
of experiments. The blots are presented as direct comparisons of bands
in autoradiographs quantified by densitometry using Scion Image soft-
ware. The t test for unpaired samples was used for statistical analysis.
The level of significance was set at P < 0.05.

Results

Ang II and insulin induce SOCS-3 expression in heart
following different time courses

Ang II induced the expression of SOCS-3 beginning at
10 min (1.8-fold, P < 0.05), reaching the maximum ex-
pression level at 120 min (4.2-fold, P < 0.05) and returning
to basal level at 360 min (Fig. 1A, first blot), confirming a
previous report (16). Ang II treatment induced the ex-
pected association of SOCS-3 with not only JAK-2 (begin-
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Fic. 1. Time course of Ang II- (A) and insulin-induced (B) expression of SOCS-3, Ang II-induced (A) association of SOCS-3 with JAK-2 and
other proteins of the insulin signaling pathway and Ang II-induced serine phosphorylation of proteins of the insulin signaling pathway (C). Rats
were anesthetized and acutely treated with a single iv dose of Ang II (0.02 ml, 108 M) (A and C) or insulin (0.02 ml, 10~¢ M) (B). The tips of
the hearts were excised at times depicted in the figure and used in immunoprecipitation (IP) assays with anti-SOCS-3 (A, first blot, and B),
anti-JAK-2 (A, second blot), anti-IR (A, third blot; C, first blot), anti-IRS-1 (A, fourth blot; C, second blot), and anti-IRS-2 (A, fifth blot; C, third
blot) antibodies. Immunocomplexes were resolved by SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose membranes. Anti-SOCS-3 (A and B) or
antiphosphoserine (C) antibodies were used for blotting (IB). Specific bands were labeled with [*?°I] protein A and visualized by autoradiography.
Band intensities were quantified by digital densitometry. In all experiments, n = 5 (*, P < 0.05 vs. time 0). See Materials and Methods for details.

ning at time 10 min, 1.8-fold, P < 0.05, and peaking at time
60 min, 2.3-fold, P < 0.05) (Fig. 1A, second blot) but also IR
(highest at 120 min, 2.8-fold, P < 0.05), IRS-1 (highest at
60 min, 2.1-fold, P < 0.05), and IRS-2 (highest at 60 min,

2.0-fold, P < 0.05) (Fig. 1A, blots 3-5). As shown in Fig. 1B,
insulin induced the expression of SOCS-3 beginning at 120
min (1.7-fold, P < 0.05) and reaching 4.8-fold increase at
360 min (P < 0.05).
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Ang II-induced serine phosphorylation of proteins of the
insulin signaling pathway overlaps Ang II-induced SOCS-3
expression and association with proteins of the insulin
signaling pathway

Ang II-induced serine phosphorylation of proteins of the
insulin signaling pathway is a known mechanism that par-
ticipates in the negative cross-talk between Ang II and in-
sulin signaling systems (3). To evaluate the temporal rela-
tionship between this mechanism and Ang Il-induced
SOCS-3 association with proteins that belong to the insulin
signal transduction pathway, total protein extracts obtained
from hearts of rats treated with Ang II (20 ul, 10~® m) for the
times depicted in Fig. 1C were employed in immunopre-
cipitation and immunoblot experiments. Ang Il-induced
serine phosphorylation of IR (Fig. 1C, first blot) started at 60
min and lasted for 180 min; Ang Il-induced serine phos-
phorylation of IRS-1 (Fig. 1C, second blot) started at 20 min
and lasted for 180 min; and Ang Il-induced serine phos-
phorylation of IRS-2 (Fig. 1C, third blot) started at 20 min and
lasted for 180 min. Thus, the time frames of Ang Il-induced
SOCS-3 association with proteins of the insulin signaling
pathway and Ang Il-induced serine phosphorylation of pro-
teins of the insulin signaling pathway ran, to a certain degree,
in parallel.

Pretreatment with Ang II interferes with insulin
signal transduction

Pretreatment with Ang II did not produce significant
changes in IR (Fig. 2A, upper blot), IRS-1 (Fig. 2B, upper blot),
and IRS-2 (Fig. 2C, upper blot) protein expression and in
insulin-induced IR tyrosine phosphorylation (Fig. 2A, second
blot). However, Ang II pretreatment led to significant reduc-
tion of insulin-induced IRS-1 tyrosine phosphorylation (0.5-
fold, P < 0.05), IRS-1/p85 PI 3-kinase association (0.6-fold,
P < 0.05), and IRS-1-associated PI 3-kinase activity (Fig. 2B,
panels 2—4). Ang II pretreatment also produced a significant
fall of insulin-induced IRS-2 tyrosine phosphorylation (0.6-
fold, P < 0.05), IRS-2/p85 PI 3-kinase association (0.5-fold,
P < 0.05), and IRS-2-associated PI 3-kinase activity (Fig. 2C,
panels 2—4). Finally, Ang II pretreatment led to a significant
fall of insulin-induced [Ser**]Akt phosphorylation (0.4-fold,
P < 0.05) (Fig. 2D).

Inhibition of SOCS-3 expression abolishes Ang II-induced
association of SOCS-3 with proteins of the insulin
signaling pathway

In a recent study (16), we employed a SOCS-3 antisense
oligonucleotide that completely abolished Ang II-induced
SOCS-3 expression. In the present study, we observed that
SOCS-3 expression was increased by 4.2-fold 120 min after
Ang II treatment, preceded by saline or SOCS-3 sense oli-
gonucleotide. However, if Ang II treatment was preceded by
SOCS-3 antisense oligonucleotide treatment, a complete
abolishment of Ang II-induced SOCS-3 expression was ob-
served (Fig. 3A, upper blot). The effect of SOCS-3 antisense
oligonucleotide was specific because no inhibition of SOCS-1
expression was observed (Fig. 3A, lower blot). As shown in
Fig. 1, the treatment of living rats with Ang II induced not

Calegari et al. ® SOCS-3 and Cross-Talk between Angll and Insulin Signaling

only SOCS-3 expression but also its association with IR,
IRS-1, and IRS-2. When rats pretreated with Ang II (1078 M,
120 min) received an acute dose of insulin (10~° M, 10 min)
a significant increase of IR (2.1-fold, P < 0.05), IRS-1 (3.8-fold,
P < 0.05), and IRS-2 (3.2-fold, P < 0.05) association with
SOCS-3 was observed if compared with rats treated with
only Ang II (Fig. 3B, left-hand side blots, WO), meaning that
an acute insulin treatment enhances Ang II-induced associ-
ation of SOCS-3 with proteins of the insulin signaling path-
way. The inhibition of SOCS-3 expression with the antisense
oligonucleotide completely abolished Ang II-induced and
insulin-enhanced association of SOCS-3 with IR, IRS-1,
and IRS-2 (Fig. 3B, right-hand side blots, AS). The same effect
was observed on Ang II-induced SOCS-3/JAK-2 association
(Fig. 3B).

Inhibition of SOCS-3 expression overcomes Ang II
inhibition of insulin signal transduction through JAK-2
and STAT-5b

JAK-2 plays a central role in the early intracellular cross-
talk between insulin and Ang II signaling systems (2). Both
Ang II (9, 27) and insulin (8) rapidly induce tyrosine phos-
phorylation of JAK-2 in heart muscle. Pretreatment of living
rats with Ang II inhibits insulin-induced tyrosine phosphor-
ylation of JAK-2 and STAT-5b (2). To evaluate the partici-
pation of SOCS-3 in this phenomenon, rats were pretreated
with SOCS-3 antisense oligonucleotide and then treated with
a single dose of Ang II. As depicted in Fig. 4, Ang II signif-
icantly reduced insulin-induced JAK-2 (0.6-fold, P < 0.05)
(upper blot) and STAT-5b (0.2-fold, P < 0.05) (lower blot) ty-
rosine phosphorylation. Pretreatment with SOCS-3 antisense
oligonucleotide almost completely reverted the Ang Il-in-
hibiting effect.

Inhibition of SOCS-3 expression overcomes Ang I1
inhibition of insulin signal transduction through IRS-1, -2,
and Akt

Pretreatment of rats with Ang II inhibits insulin-induced
tyrosine phosphorylation of IRS-1 and IRS-2 and serine phos-
phorylation of Akt. To evaluate the participation of SOCS-3
in this phenomenon, rats were pretreated with SOCS-3 an-
tisense oligonucleotide and then treated with Ang II. As
depicted in Fig. 5, the inhibition of SOCS-3 expression com-
pletely reverted Ang Il-induced inhibition of insulin-induced
tyrosine phosphorylation of IRS-1 (Fig. 5B) and IRS-2 (Fig.
5C) and serine phosphorylation of Akt (Fig. 5D).

Inhibition of SOCS-3 expression partially reverts Ang 1I-
induced inhibition of insulin-induced GLUT-4 translocation

To evaluate whether Ang Il-induced SOCS-3 interferes
with a functional event controlled by insulin, rats were pre-
treated with Ang Il and after 120 min received a single iv dose
of insulin to stimulate GLUT-4 migration to cell membrane.
In cytosolic fractions, insulin promoted a significant fall in
GLUT-4 content, a phenomenon that was partially (not sig-
nificantly) inhibited by pretreatment with Ang II (Fig. 6A,
gray bars). In the membrane fraction, the effect of insulin
stimulating the increase of GLUT-4 was remarkable and was
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Fia. 2. Effect of Ang II pretreatment on insulin-induced activation of the IR/IRS-1/IRS-2/PI 3-kinase/Akt pathway. Rats were anesthetized and
acutely treated with a single dose of saline (—) or Ang II (0.02 ml, 10~8 M) (+). After 120 min a single dose of saline (—) or insulin (0.02 ml,
10~ % M) (+) was injected and, following 2 (IR, IRS-1 and IRS-2) or 5 (PI 3-kinase activity and Akt) min, the tips of the hearts were excised and
used in immunoprecipitation (IP) assays with anti-IR (A, second blot), anti-IRS-1 (B, second and third blots and PI 3-kinase activity assay),
and anti-IRS-2 (C, second and third blots and PI 3-kinase activity assay) antibodies or in direct immunoblot (IB) assays for determination of
IR (A, first blot), IRS-1 (B, first blot), IRS-2 (C, first blot), and p[Ser*”®] Akt (D). Specific bands were labeled with [*2°I] protein A and visualized
by autoradiography. For PI 3-kinase activity assay, IRS-1 (B, last panel) and IRS-2 (C, last panel), immunoprecipitates were employed according
to the method described in Material and Methods. Band and dot intensities were quantified by digital densitometry. In all experiments n =
5 (*, P < 0.05 vs. saline treated; §, P < 0.05 vs. insulin treated). PIP, 3'Phosphorylated phosphatidylinositol.

significantly inhibited by pretreatment with Ang II (Fig. 6B,
gray bars). If rats were pretreated with SOCS-3 antisense
oligonucleotide, the effect of Ang II inhibiting insulin-
induced GLUT-4 translocation to membrane fraction was
partially (significantly) reverted (Fig. 6B, white bars).

To further explore the role of SOCS-3 in Ang II inhibition
of insulin-induced GLUT-4 translocation, we employed
double-staining confocal microscopy. As depicted in Fig. 6C,
in control rats GLUT-4 is sparsely stained in the cells of the

heart ventricle, with only a discrete presence in the cell mem-
brane zone (Fig. 6C, c). Acute treatment with insulin remark-
ably enhances the staining of GLUT-4 in the periphery of
heart cells (Fig. 6C, i), whereas pretreatment with Ang II
inhibits the effect of insulin to promote GLUT-4 migration to
the peripheral zone of the heart cells (Fig. 6C, ai). Pretreat-
ment with SOCS-3 antisense oligonucleotide partially reverts
the negative effect of Ang II on insulin-induced GLUT-4
translocation (Fig. 6C, aiAS).
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Fic. 3. Effect of SOCS-3 expression inhibition on Ang II-induced
association of SOCS-3 with proteins of the insulin signaling pathway.
Three hours before the beginning of the experiments, the rats received
a single ip dose of vehicle buffer (WO), sense (SE), or antisense (AS)
SOCS-3 oligonucleotide (200 ul, 6.0 nmol). Rats were then anesthe-
tized and acutely treated with a single dose of saline (—) or Ang IT (0.02
ml, 1078 M) (+). After 120 min, the tips of the hearts were excised (A)
or a single dose of saline (—) or insulin (0.02 ml, 107% M) (+) was
injected (B), and after 2 (IR, IRS-1 and IRS-2) or 10 (JAK-2) min, the
tips of the hearts were excised and used in immunoprecipitation (IP)
assays with anti-SOCS-3 or anti-SOCS-1 antibodies. Anti-SOCS-3 (A,
upper blot), anti-SOCS-1 (A, lower blot), anti-JAK-2 (B, first blots),
anti-IR (B, second blots), anti-IRS-1 (B, third blots), and anti-IRS-2 (B,
fourth blots) antibodies were used for blotting. Specific bands were
labeled with ['?°T] protein A and visualized by autoradiography. Band
intensities were quantified by digital densitometry. Depicted blots are
representative of n = 5. See Materials and Methods for details.
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Ang II-induced SOCS-3 expression interferes with insulin
signal transduction in isolated rat cardiomyocytes

Acute injection of Ang II is known to produce systemic
effects such as the modulation of heart rate and contractility,
increase of blood pressure, and regulation of thirst and renal
water balance. To investigate whether the effects of Ang
[I-induced SOCS-3 expression on insulin signal transduction
are independent of the systemic effects of Ang II, we eval-
uated SOCS-3 expression, activation of insulin signal trans-
duction, and GLUT-4 translocation in NRVMs. The treat-
ment of NRVMs with Ang II led to a significant increase of
SOCS-3 expression (4.1-fold, P < 0.05) (Fig. 7A). This effect
was completely abolished by SOCS-3 antisense but not
SOCS-3 sense oligonucleotide pretreatment (Fig. 7A). Pre-
treatment of NRVMs with Ang II significantly inhibited
insulin-induced tyrosine phosphorylation of IRS-1 (Fig. 7B,
WO) and IRS-2 (Fig. 7C, WO) and insulin-induced serine 473
phosphorylation of Akt (Fig. 7D, WO). Inhibition of Ang
[I-induced SOCS-3 expression by the pretreatment of
NRVMs with SOCS-3 antisense oligonucleotide partially re-
verted the inhibitory effect of Ang II on insulin-induced
activation of IRS-1 (Fig. 7B, AS), IRS-2 (Fig. 7C, AS), and Akt
(Fig. 7D, AS). Finally, the inhibition of Ang Il-induced
SOCS-3 expression reverted the inhibitory effect of Ang Il on
insulin-induced GLUT-4 translocation to the cell membrane
of NRVM (Fig. 7E).

Discussion

Hypertension is one of the most important risk factors for
the development of insulin resistance and diabetes mellitus
(28, 29). Clinical and experimental data provide evidence for
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Fic. 4. Effect of SOCS-3 expression inhibition on Ang II-induced
inhibition of insulin-induced tyrosine phosphorylation of JAK-2 and
STAT-5b. Three hours before the beginning of the experiments, the
rats received a single ip dose of vehicle buffer (WO), or antisense (AS)
SOCS-3 oligonucleotide (200 ul, 6.0 nmol). Rats were then anesthe-
tized and acutely treated with a single dose of saline (0.02 ml) (—) or
AngII(0.02ml, 108 M) (+). After 120 min, a single dose of saline (0.02
ml) (—) or insulin (0.02 ml, 10~ M) (+) was injected, and after 10 min
the tips of the hearts were excised and used in immunoprecipitation
(IP) assays with anti-SOCS-3 (first blot), anti-JAK-2 (second blot), or
anti-STAT-5b (third blot) antibodies. Anti-SOCS-3 (first blot) or an-
tiphosphotyrosine (pY) (second and third blots) antibodies were used
for blotting (IB). Specific bands were labeled with [*?°I]-protein A and
visualized by autoradiography. Band intensities were quantified by
digital densitometry. In all experiments, n = 5. *, P < 0.05 vs. saline
treated; T, P < 0.05 vs. insulin treated; §, P < 0.05 vs. Ang II+insulin
treated in rats pretreated with no oligonucleotide (WO). See Materials
and Methods for details.

an impairment of the glucose transport stimulated by insu-
lin-dependent mechanisms in muscle of patients and animals
with high blood pressure (30, 31). On clinical grounds the
association between diabetes and hypertension has long
been recognized and is known to play a central role in some
of the common macro- and microvasculopathies that de-
velop in subjects with diabetes (28, 29).

Since the early studies on the clinical effects of inhibitors
of ACE for the treatment of hypertension, the substantial
benefits for patients with diabetes and the occasional occur-
rence of hypoglycemia have been evident (32-34). The ob-
servation of these effects raised the possibility that Ang II,
bradykinin, or both peptides could exert a regulatory role on
insulin-dependent and/or -independent mechanisms of glu-
cose mobilization. Exploring the interactions between the
Ang II and insulin signaling pathways, we and others have
shown that an intracellular molecular cross-talk occurs at an
early postreceptor level, which is pivoted by the engagement
of JAK-2 and leads to an impairment of the insulin-depen-
dent activation of PI 3-kinase and Akt (2, 9). This phenom-
enon participates in the inhibition of insulin signal trans-
duction in the heart of animal models of obesity, diabetes,
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Fic. 5. Effect of SOCS-3 expression inhibition on Ang II-induced inhibition of insulin signal transduction through IR/IRSs/Akt pathway. Three
hours before the beginning of the experiments, the rats received a single ip dose of vehicle buffer (WO) or antisense (AS) SOCS-3 oligonucleotide
(200 ul, 6.0 nmol). Rats were then anesthetized and acutely treated with a single dose of saline (—) or Ang II (0.02 ml, 10~8 M) (+). After 120
min, a single dose of saline (—) or insulin (0.02 ml, 10~° M) (+) was injected, and after 2 (IR, IRS-1 and IRS-2) or 5 (Akt) min, the tips of the
hearts were excised and used in immunoprecipitation (IP) assays with anti-IR (A), anti-IRS-1 (B), or anti-IRS-2 (C) antibodies. Antiphospho-
tyrosine (pY) antibodies were used for blotting (IB) (A-C). For direct immunoblot (IB) assays, samples containing 0.2 mg total protein were

resolved by SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose membranes and blotted with anti-phospho[Ser

473]

Akt antibodies. Specific bands were

labeled with [*2°I]-protein A and visualized by autoradiography. Band intensities were quantified by digital densitometry. In all experiments,
n=5.% P<0.05vs. saline treated; {, P < 0.05 vs. insulin treated; §, P < 0.05 vs. Ang II+insulin treated in rats pretreated with no oligonucleotide

(WO). See Materials and Methods for details.

and hypertension that hyperexpress Ang II in the cardiac
tissue (6). Besides the intracellular cross-talk that depends
mostly on the activation of AT1 (2), a prereceptor mechanism
of interaction between Ang II and insulin signaling is evi-
denced when experimental animals are treated with inhib-
itors of ACE, which leads to an improved insulin action and
signal transduction (7). A bulk of evidence suggest that not
only the reduction of Ang II but also the increase of brady-
kinin participates in this extracellular cross-talk (35). Brady-
kinin induces the tyrosine phosphorylation of IRS-1 and in-
creases PI 3-kinase activity, but, most importantly, it
sensitizes this molecular pathway to insulin action (7). Bra-
dykinin also promotes an increase of intracellular nitric ox-
ide, which can up-regulate GLUT-4 translocation and in-
crease glucose uptake by skeletal muscle (36, 37).

Thus, it becomes clear that the renin-angiotensin system
exerts a regulatory role on insulin action. This regulation
occurs at distinct levels and engages several extra- and in-
tracellular elements. The gross result of this interaction is
mostly inhibitory on insulin action. With the recent evidence
of the intrinsic negative regulation of insulin (12, 15) and Ang
II (16, 17) signaling by SOCS-3, we decided to investigate
whether Ang II-induced SOCS-3 could somehow modulate
insulin signal transduction and action.

Initially, a time frame was established during which Ang
IT and insulin induce the expression of SOCS-3 in heart.
According to the present data and a previous report (16), the
level of SOCS-3 protein in heart is constitutively low. The
treatment with Ang II promotes an increase of SOCS-3 ex-

pression that is detectable at 10 min and lasts for approxi-
mately 180 min. Conversely, insulin promotes a late stimu-
lation of SOCS-3 expression, beginning at 120 min and lasting
for more than 360 min. This finding is similar to that observed
by Emanuelli ef al. (12) when working with skeletal muscle
of mice. The decrease of SOCS-3 protein expression that
occurs 360 min after Ang II stimulation seems to be a con-
sequence of a fall of Ang II levels because the stimulation
with repetitive doses of the hormone is sufficient to prolong
SOCS-3 expression as previously demonstrated (16).

Next, it was shown in heart and NRVMs that Ang II-
induced SOCS-3 associates with proteins of the insulin signal
transduction pathway and that this phenomenon is paral-
leled by an impairment of the insulin signal transduction
machinery. The property of a priming dose of Ang II to
hamper insulin signal transduction through IRS-1, IRS-2, PI
3-kinase, and Akt was previously reported (2) and was
shown to be, at least in part, dependent on serine phosphor-
ylation of some of those proteins (3). This was herein con-
firmed and shown to occur in parallel with the expression/
association of SOCS-3. However, when Ang Il-induced
SOCS-3 expression was inhibited by a previous treatment
with an antisense oligonucleotide, a partial reversal of the
inhibitory effect of Ang II on insulin stimulated IRS-1, IRS-2,
and Akt molecular activation was observed, suggesting that
each mechanism acts independently to provide a certain
degree of regulation on this pathway.

Atleast two previous reports have shown the participation
of SOCS proteins as candidate intermediaries in the cross-
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Fic. 6. Effect of SOCS-3 expression inhibition on Ang II-induced inhibition of insulin-induced GLUT-4 translocation. Three hours before the
beginning of the experiments, the rats received a single ip dose of vehicle buffer or antisense (AS) SOCS-3 oligonucleotide (200 ul, 6.0 nmol).
Rats were then anesthetized and acutely treated with a single dose of saline (c or i) or Ang II (0.02 ml, 10~ 8 M) (ai). After 120 min, a single
dose of saline (c) or insulin (0.02 ml, 10~ ° M) (i or ai) was injected. After 10 min the tips of the hearts were obtained, and total protein extracts
were submitted to subcellular fractionation providing cytosol (A) and membrane (B) fractions that were separated by SDS-PAGE, transferred
to nitrocellulose membranes, and blotted with anti-GLUT-4 antibodies. Specific bands were labeled with [*2°I]-protein A and visualized by
autoradiography. Band intensities were quantified by digital densitometry, and results are presented as bar graphs. In all experiments n =
5. % P < 0.05 vs. saline (c) treated; T, P < 0.05 vs. insulin (i) treated; §, P < 0.05 vs. Ang II+insulin (ai) treated in rats pretreated with no
oligonucleotide. For confocal laser microscopy (C), the rats were submitted to the same protocols as above. Frozen sections of hearts (5.0 um)
were obtained and incubated with primary antibody against GLUT-4, followed by incubation with FITC-conjugated secondary antibodies and
then with rhodamine-conjugated phalloidin. Images were obtained with a laser confocal microscope (LSM510, Zeiss), always using the same
settings for image acquisition. The images are representative of three independent experiments.
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talk between a hormone and a cytokine. Boisclair ef al. (20)  functional importance of this protein in cardiac tissue. In the
showed that SOCS-3 mediates an inhibitory cross-talk be-  present study, we observed that a pretreatment with Ang II
tween IL-18 and GH in hepatoma cells. According to their  significantly reduced insulin-induced GLUT-4 translocation
studies, the pretreatment of the cells with IL-18 induces an in the heart and cultured NRVMs. The physiological signif-
increase of up to 8-fold SOCS-3, which interacts with JAK-  icance of this phenomenon attests the fact that living rats
2/STAT-5 and hampers GH-induced transcription of the  were treated with 0.02 ml Ang II at the concentration of 10~®
acid-labile subunit gene. In another study, Lagathu et al. (38) M, a dose that provides blood Ang II concentration at the
showed that chronic exposure of 3T3-F442A and 3T3-L1 adi-  physiological range of 100 ng/liter (43). The inhibition of
pocytes to IL-6 inhibits insulin signal transduction, whichis =~ SOCS-3 expression partially prevented this effect, indicating

paralleled by an increased expression of SOCS-3. Thus, con-  that SOCS-3 modulates an important function controlled by
vincing evidence exists to suggest that proteins of the SOCS  insulin. In a previous study (15), mice transiently overex-
family not only modulate signal transduction on an in-  pressing SOCS-1 became hyperglycemic and hyperinsuline-
trapathway basis but also provide a negative feedback for =~ mic, whereas the levels of the suppressor protein were high.
related signaling pathways. According to this study, both SOCS-1 and SOCS-3 interfere

In the last part of the study, we evaluated whether the = with insulin signal transduction by controlling the ubiquiti-
molecular phenomena controlled by Ang Il-induced SOCS-3 ~ nation and degradation of IRS-1 and IRS-2 (15). Two other
would play any regulatory role on a functional event  recentreportsshow thatinsulin-induced SOCS (-1,-3, and -6)
activated by insulin. The activation of GLUT-4 is the rate-  expression can modulate further insulin signaling by directly
limiting step in muscle glucose uptake (39). In the heart, as  binding to the insulin receptor and early substrates (10, 12,
in skeletal muscle and adipose tissue, insulin stimulates 44). In this context, Krebs and Hilton (45) commented that,
GLUT-4 translocation from an intracellular pool to the cell ~ besides their classical inhibitory role on cytokine signaling,
surface in which it mediates glucose transport (40). Knocking ~ members of the SOCS family may act as important regulators
out GLUT-4 expression leads to cardiac dysfunction (41) and  of signal transduction through members of the family of
progressive heart hypertrophy (42), which illustrates the  receptors with intrinsic tyrosine kinase activity.
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Fia. 7. Effect of SOCS-3 expression inhibition on insulin signal transduction and GLUT-4 translocation in NRVMs. Cells were prepared and
plated (6.0 X 10%cm?) as described in Materials and Methods. Sense (SE) or antisense (AS) SOCS-3 oligonucleotides were added to the culture
medium (1.0 uM) in parallel with the transfection reagent Lipofectamine Plus (10 mg/ml). Some cells were treated with no oligonucleotide (WO)
but received the transfection reagent. After 8 h the cells were treated with saline or Ang IT (1071° M), and after another 120 min, the cells were
treated with saline or insulin (10~® M). For evaluation of signal transduction, 5.0 mg of total protein extracts from NRVMs were used in
immunoprecipitation (IP) assays with anti-SOCS-3 (A), anti-IRS-1 (B), or anti-IRS-2 (C) antibodies. Anti-SOCS-3 (A) or anti-phosphotyrosine
(pY) (B and C) antibodies were used for blotting (IB). For direct immunoblot (IB) assays, samples containing 0.2 mg total protein were resolved
by SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose membranes and blotted with anti-phospho[Ser*”®] Akt (D) antibodies. Specific bands were
labeled with [2°I]-protein A and visualized by autoradiography. Band intensities were quantified by digital densitometry. In all experiments

=5.% P <0.05vs. saline treated; T, P < 0.05 vs. insulin treated; §, P < 0.05 vs. Ang IT+insulin treated in rats pretreated with no oligonucleotide
(WO). For confocal laser microscopy (E), fixed NRVMs were incubated with primary antibody against GLUT-4, followed by incubation with
FITC-conjugated secondary antibodies as described in Materials and Methods. Images were obtained with a laser confocal microscope (LSM510,
Zeiss), always using the same settings for image acquisition. The images are representative of three independent experiments. In A-D: ¢, only
saline treatment; i, only insulin treatment; ai, Ang II followed by insulin treatment.

In conclusion, our data demonstrate that SOCS-3 can
mediate a late cross-talk between Ang II and insulin and
that this cross-talk reflects on the control of one of the most
important physiological events controlled by insulin, i.e.
GLUT-4 translocation. It will be interesting to determine
whether other hormones and cytokines, known to nega-
tively modulate insulin action, may exert their effect
through members of the SOCS family to regulate GLUT-4
function.
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Na ultima década, varios trabalhos demonstraram que a ANGII ¢é capaz de
ativar a via JAK/STAT através de seu receptor AT1, em células musculares lisas vasculares
(MARRERQO et al., 1995b), fibroblastos cardiacos (BHAT et al., 1994), células musculares
cardiacas (MASCARENO et al., 1998) e tecido cardiaco in vivo (VELLOSO et al., 1996).
Esta via ¢ responsavel por ativar genes iniciais de resposta ao crescimento e pode
constituir-se em um dos mecanismos pelos quais a ANGII induz o crescimento, o
remodelamento e o reparo cardiaco e vascular (BERK e CORSON, 1997;
HEFTI et al., 1997).

Embora numerosos estudos tenham demonstrado o papel essencial das vias de
sinalizagdo intracelular na regulag¢ao da hipertrofia (CHIEN, 1999; McKINSEY e OLSON,
1999; SUGDEN, 1999), hd poucos estudos sobre a ativagdo de um feedback negativo
dessas vias. Como sabemos, a regulacdo negativa ou a desensibilizagdo de vias de
sinaliza¢do pode servir como um mecanismo de protecdo contra possiveis efeitos deletérios

impostos pela super-estimulagao.

Assim como ¢ observado em células neoplasicas (BROMBERG, 2002),
também em células cardiovasculares, durante o desenvolvimento da hipertensdo, ocorre
super-ativagdo da via JAK/STAT (DOSTAL et al.,1997). Alguns trabalhos demonstram
que a via JAK/STAT ¢ encontrada ativa quando ha sobrecarga aguda de pressao
(PAN et al., 1997) e que estd associada ao remodelamento cardiaco e vascular induzido
pela ANGII na hipertensdo, assim como nos processos inflamatdrios que antecedem a
aterosclerose (DOSTAL et al., 1997). A duragdo e o tempo de ativacio das proteinas STAT
promovido pelas quinases JAK, dependem do tempo em que estas quinases permanecerem
ativas. A super-ativacdo das proteinas JAK e c-Src talvez seja 0 mecanismo mais comum
para a fosforilagdo e ativacdo constitutiva das proteinas STAT. Supde-se que a
super-ativagdo dessas proteinas ocorra por algum defeito no mecanismo de internalizacio
do receptor apds a ligacdo do ligante, como se observa em células neoplésicas
(BROMBERG, 2002). Com isso, as proteinas JAK e c-Src passam a se acumular em niveis
anormais no interior da célula promovendo a hiper-ativacdo das STATs. Assim, torna-se
claro que a ativagdo da via JAK/STAT pela ANGII ¢ tdo importante quanto sua regulacao

por mecanismos de feedback negativo.
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Varios mecanismos estdo envolvidos na regulacdo dos sinais intracelulares
transduzidos através da via JAK/STAT, entre eles, a internalizagdo do receptor
(STROUS et al., 1996), a degradagdo pelo sistema ubiquitina/proteosoma (STROUS et al.,
1996), a ativagdo de proteinas PIAS (proteinas inibidoras ativadas pelas STATS)
(CHUNG et al., 1997; LIU et al., 1998) e também a expressao de moléculas reguladoras da
sinalizagdo, como as tirosinas fosfatases (JIAO et al, 1996; HAQUE er al, 1998;
YOU et al., 1999) e as proteinas da familia CIS/SOCS (KREBS e HILTON, 2000).

As proteinas SOCS sdo induzidas através da ativagcdo da via JAK/STAT pela
leptina (BJORBAEK et al,, 2000), insulina (SADOWSKI et al., 2001), hormoénio de
crescimento (FAVRE et al., 1999) e prolactina (AUERNHAMMER et al., 1999), além de
varias citocinas, € quando expressas, inibem a sinalizacdo e a atividade biologica de seus
indutores (AUERNHAMMER et al., 1999; FAVRE et al., 1999; BJORBAEK et al., 2000;
SADOWSKI et al., 2001). Como JAK?2 e varias proteinas STAT (VELLOSO et al., 1996;
TORSONI et al., 2004) sao ativadas pela ANGII e participam da transdugdo de seu sinal,
examinamos se as proteinas SOCS podem ser induzidas pela ANGII em tecido cardiaco de
RWA (Ratos Wistar adultos) e em CVIN (cardiomidcitos ventriculares isolados de ratos
neonatos) e se participam do controle da transdug¢do do sinal desse hormoénio ou da
desensibilizacdo em resposta a esse ligante. A escolha de SOCS3 foi baseada no fato de que
varios hormonios, como os descritos acima, induzem sua expressdo e também, devido aos
resultados de experimentos preliminares que demonstraram que SOCS3 foi a proteina da

familia SOCS que mais respondeu ao estimulo com ANGII.

Ao avaliarmos o time-course de ativagao da expressao de SOCS3 induzida pela
ANGII, encontramos que esta proteina, mesmo no estado basal, j& se encontra expressa em
niveis baixissimos. Isto nos leva a supor que a expressdo basal de SOCS3 seja devido a
niveis endogenos circulantes de citocinas e hormoénios, inclusive ANGII. Em camundongos
adultos, SOCS3 ¢ expressa em niveis relativamente altos nos pulmdes, bago e timo, e em
niveis relativamente baixos em figado e coragdo (STARR et al., 1997). Apos a injecdo de
uma dose supra-fisiologica de ANGII (10 M), verificamos um rapido aumento no nivel
protéico de SOCS3, iniciando-se por volta de 10 minutos e alcancando, aos 120 minutos,

um pico maximo de expressao.
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A expressao de cada um dos genes socs € induzida in vivo e in vitro em resposta
as citocinas. Em figado de roedores, a transcricdo dos genes socsl e socs3 ¢ rapida e
transitoria em resposta a IL-6, iniciando-se dentro de 20 minutos de exposicao a IL-6 e
declinando dentro de 2 a 4 horas (NAKA et al., 1997). Ao avaliarmos os niveis do RNAm
de SOCS3, observamos que estes se encontram elevados apds estimulo com ANGII,
apresentando um aumento significativo aos 60 minutos ap6s o estimulo com este hormonio.
Também em adipocitos 3T3-L1, o RNAm de SOCS3, induzido pela ANGII, alcanga pico
maximo de expressdao 60 minutos apds o tratamento com este hormonio (SHI et al., 2004).
Nossos resultados sugerem que a regulacdo da transdu¢ao e da transcri¢do de SOCS3 possa
estar sob o controle da ANGII. Além do mais, a modulagdo da taxa de degradacao de

SOCS3 pode também favorecer o acimulo desta proteina.

Experimentos de dose-resposta demonstraram que a expressdo de SOCS3
induzida pela ANGII ¢ um fendmeno fisiologico que pode modular a fungdo deste
horménio. A diferenca na sensibilidade a ANGII observada entre coracdes de RWA
(6-8 semanas de idade) e CVIN (1-3 dias de vida) pode ocorrer devido a diferenca de idade
entre estes dois grupos de animais (adultos e neonatos) uma vez que os receptores de
ANGII s3o regulados durante a ontogenia (SHANMUGAM e SANDBERG, 1996), ¢
também devido as condi¢des de cultura as quais podem acabar por afetar a expressao € o

turnover de AT1 (ULLIAN e LINAS, 1989).

Dados da literatura demonstram que as proteinas SOCS sdo capazes de se ligar
a membros da familia Janus quinase e/ou receptores e bloquear a sinalizagdo intracelular
(YASUKAWA et al., 1999). As proteinas SOCS1 e SOCS3 possuem dentro de sua regido
amino-terminal uma seqiiéncia de 12 aminoécidos que se assemelham ao loop de ativacao
de JAK2. Virios autores supdem que estas proteinas inibam a atividade de JAK2 por
agirem como pseudo-substratos que evitam o acesso de substratos quinases legitimos, como
as STATs, a esta quinase (STARR e HILTON, 1999; YASUKAWA et al., 1999). Uma vez
associadas as proteinas fosforiladas em tirosina, as SOCS provavelmente recrutam
ubiquitinas ligases, causando a ubiquitinagdo destas proteinas fosforiladas e sua destruicao

pelo proteosoma (ZHANG et al., 1999).
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Na sinalizagdo da leptina, a associacao entre SOCS3 e JAK2 s6 pode ser
observada quando a expressdo de SOCS3 encontra-se em niveis altos. Além disso, a
super-expressao de SOCS3 pode induzir resisténcia a leptina (BJORBAEK et al., 1999), ja
que promove a desfosforilagdo de JAK2 e do receptor de leptina. Na sinalizagdo da
ANGII, verificamos que a associagao entre SOCS3 e JAK2 em tecido cardiaco ocorre em
paralelo ao aumento da expressdao de SOCS3 induzida pela ANGII. As imagens referentes a
associacio entre SOCS3 e JAK?2, confirmam estes nossos achados. E interessante ressaltar
que a localizagdo de SOCS3 em coracdo de RWA coincide com regides que possuem altas
concentragdes do receptor ATl (TAMBASCIA et al., 2001). Embora SOCS3 apresente a
mesma distribui¢do em tecido cardiaco que ATI, ndo observamos qualquer associagao
entre SOCS3 e AT1 ou AT2 (dados ndo mostrados). Logo, em oposi¢do ao que se observa
com citocinas (NICHOLSON et al., 2000; SASAKI et al., 2000), SOCS3, induzida por
ANGII, associa-se somente a JAK2.

Varios relatos demonstram que a via JAK/STAT ¢ ativada pela ANGII através
do receptor ATl (MARRERO et al.,, 1995b, 1998 ALI et al., 1997b). Inibidores
farmacoldgicos da atividade deste receptor, como Losartan, podem bloquear a atividade in
vivo da ANGII (ARDAILLOU, 1999), sugerindo que a sinalizagdo dependente de AT1 seja
necessaria para a maioria das respostas intracelulares deste hormonio. Em nosso estudo,
verificamos que o bloqueio de AT1 causa inibi¢ao de sua fosforilagdo em tirosina e também
das proteinas JAK2 e STAT1. Nesta mesma condi¢do experimental, SOCS3 nao ¢ expressa
e nem se associa a JAK2. Starr e Hilton (1999) demonstraram que a transcri¢do dos genes
socs € mediada, pelo menos em parte, pelos fatores de transcricdo STAT. Recentes estudos
tém revelado que o promotor de SOCS3 contém um elemento de ligacdo para as STATs
funcionalmente ativas (AUERNHAMMER et al., 1999). Logo, nossos achados corroboram
os dados da literatura. Estando as proteinas STAT inibidas, a expressdo de SOCS3 também
estara, ja que sua transcri¢ao ¢ dependente destas proteinas. Portanto, com o resultado
obtido podemos dizer que ¢ o receptor AT1 da ANGII o responsavel por induzir a ativagao
da via JAK/STAT e, conseqiientemente, a expressdo de SOCS3 induzida por ANGII.
Talvez a eficacia do bloqueio de AT1 ou da inibi¢do da ECA, como demonstrado por varios

trabalhos (TIMMERMANS et al, 1991; CARVALHO et al., 1997), em estados
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hipertensivos e hipertroficos, seja devida ao bloqueio de mais uma via de efeito mitogénico

(JAK/STAT) ativada pela ANGII.

A ANGII ativa a transcrigdo de proto-oncogenes ou early inducible genes como
c-fos, c-jun, c-myc e egr-1, os quais codificam proteinas controladoras da expressdao de
elementos da matriz extracelular (como colageno e fibronectina), e fatores de crescimento
(como o fator de crescimento derivado de plaquetas - PDGF e o fator de transformacao de
crescimento-f - TGFB) em cultura de midcitos cardiacos e em coragdo de ratos adultos
(DARNELL et al., 1994; KANG et al, 1996). O bloqueio de ATl por meios
farmacoldgicos inibe a expressdo desses genes (KIM er al., 1995a) e acaba tendo grande
utilidade clinica no controle da hipertensao arterial (MARRERO et al., 1997). Em células
musculares lisas da aorta de ratos (RASMC), o RNAm de c-jun ¢ detectado ja aos 15
minutos apds o estimulo com ANGII, atinge um pico maximo aos 60 minutos e permanece
estavel por até 180 minutos (NAFTILAN et al., 1990). Em tecido cardiaco, observamos
que o bloqueio de AT1 com Losartan reduziu, mas nao aboliu completamente a propriedade
da ANGII em induzir a expressdo do proto-oncogene c-jun. Este nosso achado estd em
concordancia com achados prévios que demonstram que, tanto AT1 quanto AT2 podem
induzir a expressao de c-jun (NAFTILAN et al., 1990; KIM et al., 1995a). O bloqueio de
AT1 ¢ acompanhado por um aumento nos niveis circulantes de ANGII e de seus
metabolitos, possivelmente resultando na estimulacdo de AT2, o qual modula os efeitos
proliferativos e de crescimento de AT1. Logo, os experimentos com Losartan indicam que
a ANGII induz a expressdo de SOCS3 somente através de AT1, enquanto a expressdo de

c-jun pode ser induzida pela ativagao de ambos os receptores, AT1 e AT2.

Em células musculares lisas vasculares (VSMC), o processo de internalizagao
de ATI inicia-se por volta de 1,5 minutos (GRIENDLING et al., 1987) apds a adicdo do
ligante. Lassegue et al. (1993), demonstraram que a sinalizagdo da PLD (fosfolipase D)
mediada por AT1 nestas células ¢ ativada 1,5 minutos apds a adicado de ANGII e continua
por mais uma hora, sugerindo que, mesmo estando ATI internalizado, as vias de
sinalizacdo intracelular ja induzidas pela ANGII ainda continuam ativas.
Anderson et al. (1993) e Zhang et al. (1996), sugerem que a ANGII promova a translocagio

de ATI para dentro de um dominio especializado na membrana de onde sinais prolongados
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sao gerados. O processo de internalizacdo de AT1 € proposto como um mecanismo de

desensibilizagao.

Muitos investigadores tém observado uma diminui¢do na responsividade do
sinal da ANGII (também chamado taquifilaxia, desensibilizagdo ou downregulation) apos
repetidas aplicagdes deste hormonio (PEACH, 1977; MOELLENHOFF et al., 2001). Nao
ha duvidas de que a exposi¢do prolongada a ANGII altere as vias de sinalizagdo envolvidas
na geracdo do sinal subseqiiente. Em VSMC, a ANGII além de promover uma redugdo da
expressdo global de seu proprio receptor AT1 (LASSEGUE et al, 1995), diminui a
quantidade destes receptores na superficie celular, diminui o seu acoplamento a proteina G
(KAI et al., 1996) e aumenta os niveis protéicos de fosfatases. O efeito final ¢ uma
atenuagdo da responsividade a ANGII. Logo, hd poucos receptores AT1 na superficie
celular para serem estimulados e aqueles que estdo presentes sdo incapazes de se acoplar a
proteina G e de promover a ativagdo da PLC ou de tirosinas quinase citosolicas, como

JAK2.

Nossos achados referentes a refratariedade do sinal da ANGII estdo em
concordancia com achados prévios da literatura (REAGAN et al., 1993; MOELLENHOFF
et al., 2001). Verificamos que a repetida exposicao a ANGII causa reducdo na expressao do
proto-oncogene c-jun e também na fosforilagdo de JAK2 e STATI. J4 a expressao de

SOCS3, ap6s duas doses de ANGII, assemelha-se a somente uma dose.

Pouco ¢ conhecido sobre a meia-vida das proteinas SOCS. Na sinaliza¢do da
IL-6, a curta meia-vida de SOCS3 sugere que sua atividade seja regulada no nivel
transcripcional e que interrompa o sinal transduzido por JAK2 apenas transitoriamente.
Com o tempo, a expressao dos genes socs pode, através de mecanismos intrinsecos, regular
negativamente sua propria expressdo, permitindo entdo as células responderem a uma
futura estimulacdo pela citocina (SIEWERT et al., 1999). Baseado nestes achados e em
nossos, podemos supor que, 120 minutos ap6s a primeira dose de ANGII, SOCS3 seja
expressa € que esta proteina, entdo presente nas células, acabe por impedir a transdu¢do do
sinal da ANGII promovida por uma segunda dose deste hormonio. Ou seja, a presenca
desta proteina induzida pela primeira dose de ANGII, impede que proteinas participantes da

via JAK/STAT, como JAK2 e STATI sejam ativadas por uma segunda dose e,
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conseqiientemente que, c-jun e SOCS3 sejam novamente expressas. Desta maneira, SOCS3
acaba por regular negativamente a via JAK/STAT e, consequentemente, sua propria
expressdo induzida pela ANGIIL. Percebe-se portanto, que a ANGII, além de afetar
agudamente a geragdo de sinais intracelulares, também regula a expressdo ¢ a atividade de

componentes chaves das vias de sinalizagdo que modulam a responsividade a longo prazo.

Torsoni e colabores (2004), demonstraram que SOCS3 participa de mecanismos
que levam a refratariedade do sinal da ANGII no hipotalamo. A participagdo de SOCS3 no
mecanismo de refratariedade do sinal da ANGII em tecido cardiaco pode ser comprovada
em nosso estudo através do uso de oligonucleotideo antisense contra SOCS3 (AS SOCS3).
Observamos que o tratamento de RWA e CVIN com AS SOCS3 aboliu completamente a
capacidade da ANGII em induzir a expressao desta proteina. O mesmo foi observado apos
bloqueio de SOCS3 seguido por duas doses consecutivas de ANGII. Verificamos que o
bloqueio de SOCS3, mesmo seguido por duas doses consecutivas de ANGII, causa
restauracdo do sinal da ANGII com conseqiiente retorno da fosforilagdo em tirosina de

JAK2 e STATI e da expressdo de c-jun.

Devido ao fato de a expressdo de c-jun, apos prévio tratamento com AS SOCS3
e duas doses consecutivas de ANGII ndo retornar a valores bem préximos a quando se
administra somente uma dose de ANGII, nos leva a supor que outros mecanismos que
controlem a expressdo de c-jun e que sao ativados por AT2 ainda estejam operando mesmo
na auséncia de SOCS3, uma vez que, como ja vimos nos experimentos com Losartan, c-jun

pode ser induzido pela ativagdo de ambos os receptores.

Portanto, podemos notar que o processo de desensibilizagdo ou refratariedade
do sinal da ANGII ¢ resultado de diferentes mecanismos que atuam em conjunto a fim de
modular a resposta deste hormonio. Desde que a ANGII exerca efeitos hipertroficos e
estimule a sintese protéica em cardiomiocitos (SWYNGHEDAUW, 1999;
KAGIYAMA et al., 2002), supomos que a perda do efeito protetor de SOCS3, em
condi¢gdes de estimulo prolongado com ANGII, possa predispor ao crescimento celular

descontrolado e a subseqiiente hipertrofia cardiaca.
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Nesta primeira parte de nosso estudo, pudemos demonstrar, pela primeira vez,
que um receptor acoplado a proteina G ¢ capaz de induzir a ativagdo de uma proteina da
familia SOCS e que esta pode participar do controle das agdes fisiologicas do hormonio
ANGII. Desde que uma resposta anormal a ANGII possa ter importante papel na
patogénese de doengas cardiovasculares e metabolicas, a identificacdo de novos
mecanismos que participem do controle da transdu¢do de seu sinal pode oferecer novos
alvos para medidas farmaco-terapéuticas no controle da hipertensdo, hipertrofia vascular e

cardiaca entre outros.

Na segunda parte do estudo, avaliamos o envolvimento da proteina SOCS3 no

cross-talk molecular entre ANGII e insulina.

A resisténcia a insulina caracteriza-se pela reduzida habilidade deste hormdnio
em regular a homeostasia da glicose em tecidos-alvo e estd comumente associada a
obesidade, aterosclerose e hipertensdo, e freqiientemente precede o diagnostico clinico de
diabetes mellitus tipo II (KRUSZYNSKA e OLEFSKY, 1996; VIRKAMAKI et al., 1999).
A resisténcia a insulina desperta grande interesse clinico e experimental devido a sua
comum associacdio com a doenga cardiovascular (REAVEN et al, 2004;

WANG et al., 2004).

Sabe-se que cerca de 50% dos pacientes portadores de diabetes mellitus tipo II
apresentam hipertensdo arterial e que, quase a totalidade dos pacientes primariamente
hipertensos, sdo resistentes a agdo da insulina (FERRANNINI ez al., 1987). A resisténcia a
insulina em pacientes hipertensos e diabéticos tipo II é caracteristicamente acompanhada
por hiperinsulinemia (DEFRONZO e FERRANNINI, 1991), aumentando a possibilidade
de que elevados niveis de insulina tenham importante papel no desenvolvimento da
hipertrofia cardiaca nessas condi¢des. A taxa de mortalidade em pacientes diabéticos apds
infarto de miocardio ¢ trés vezes maior que aquela observada em pacientes nao-diabéticos
(STONE et al., 1989), sugerindo-se que defeitos especificos no miocardio diabético

contribuam para este evento (KANNEL e McGEE, 1979; STONE et al., 1989).

Alteragdes na disponibilidade de insulina ou nas fungdes de suas vias de
sinalizacdo podem estar envolvidas em um grande nimero de processos patologicos e

fisiologicos do coracao no periodo neonatal (LOPASCHULK e SPAFFORD, 1990), na
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resisténcia a insulina associada com a idade (DEFRONZO, 1981), na obesidade
(SIMS et al., 1973), no diabetes tipo II (DEFRONZO e FERRANNINI, 1991), na
hipertensdo essencial (FERRANNINI er al, 1987), e na hipertrofia cardiaca
(PATERNOSTRO et al., 1995) tao bem como na cardiomiopatia observada em pacientes
com diabetes tipo [ e [l (HAMBY et al., 1974; REGAN et al., 1977).

Embora a associacdo entre resisténcia a insulina e/ou diabetes mellitus tipo II e
hipertensao arterial seja reconhecida ha décadas, as bases moleculares que ligam estas duas
sindromes ainda ndo foram claramente definidas. Varios estudos tém demonstrado que os
sistemas de transdug@o do sinal da insulina e da ANGII compartilham um grande niimero
de moléculas efetoras e que, através destas, um hormoénio pode acabar por modular a
resposta celular do outro. Desde que o coragdo ¢ um tecido responsivo a insulina
(CARVALHEIRA et al., 2004), a resisténcia a insulina induzida pelo hormonio ANGII
pode ter um importante papel na etiologia da doenca cardiovascular associada com

hipertensao e diabetes mellitus tipo II.

Estudos demonstram que o cross-talk entre os sistemas de sinalizacdo da
insulina e da ANGII ocorre em distintos niveis e envolve vdarios elementos extra e
intracelulares. O resultado desta interagdo ¢, na maior parte das vezes, inibitorio sobre a
acdo da insulina. Ao nivel pré-receptor, o0 mecanismo de interacao entre o sinal da ANGII e
da insulina ¢ evidenciado quando animais experimentais sdo tratados com inibidores da
ECA, os quais, além de reduzirem a pressdo sanguinea, levam a uma melhora na agdo e na
transducdo do sinal da insulina (TIMMERMANS et al., 1991). Ao nivel poés-receptor, o
cross-talk entre o sinal da ANGII e da insulina pode ocorrer de trés maneiras. A primeira
delas envolve a participacdo da quinase JAK2 a qual promove reducdo da atividade das
enzimas PI 3-K e AKT (ALEXANDER et al. , 1985; SCHUNKERT et al., 1995). Este
fendmeno participa da inibi¢do da transdug@o do sinal da insulina no coracao de modelos
animais de obesidade, diabetes e hipertensao que hiper-expressam ANGII em tecido
cardiaco (WEBER e BRILLA, 1991). A segunda maneira envolve a participag¢do de serinas
quinases que, ativadas pela ANGII, inibem a transdu¢do do sinal da insulina
(FOLLI et al., 1997). Neste trabalho, propomos que a terceira maneira pela qual o cross-

talk entre o sinal da ANGII e da insulina possa ocorrer, envolva a participacao da proteina
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inibidora da sinalizagdo SOCS3. Nossa hipotese ¢ apoiada por evidéncias que demonstram
que esta proteina participa da regulagdo negativa intrinseca do sinal da insulina
(SCHINDLER e DARNELL, 1995; MASUHARA et al., 1997) e também da ANGII, como

demonstrado por nds na primeira parte deste estudo e também por Torsoni et al. (2004).

Ambos, insulina e ANGII sdo, individualmente, capazes de induzir a expressao
de proteinas SOCS em tecidos de animais in vivo ou em linhagens celulares in vitro
(EMANUELLI et al., 2000, EMANUELLI et al, 2001; SADOWSKI et al, 2001;
TORSONI et al., 2004). Dependendo do tipo de tecido ou linhagem celular estudada, a
insulina ¢ capaz de induzir a expressao de SOCS2 (SADOWSKI et al., 2001) e/ou SOCS3
(EMANUELLI et al., 2000) através da ativagdo da proteina STATSb. Em células
musculares esqueléticas e em tecido adiposo, a insulina induz a expressao de SOCS3
(EMANUELLI et al., 2000; YASUKAWA et al., 2000; SADOWSKI et al., 2001). SOCS3
¢ induzida pela insulina em figado de camundongos db/db (UEKI et al., 2005) e pode ter
importante papel na sindrome metabolica induzida pela obesidade (UEKI et al., 2004a,
2004b). Em tecido cardiaco, a insulina é capaz de induzir a expressio de SOCS3. Ao
compararmos o time-course de indugdo de SOCS3 pelos hormdnios insulina e ANGII,
verificamos que a insulina induz a expressao desta proteina muito mais tardiamente que a

ANGII.

Ap6s a ligacdo da insulina ao seu receptor, este se autofosforila e associa-se a
varios de seus substratos intracelulares, incluindo IRS-1 e IRS-2, ativando-os (WHITE e
KAHN, 1994). As proteinas IRS s3o essenciais para a agdo da insulina uma vez que,
fosforiladas em tirosina, coordenam multiplos sinais através das cascatas PI 3-K/AKT e
Ras/Raf/MAPK (YENNUSH e WHITE, 1997; WHITE e MYERS, 2001). Camundongos
deficientes em IRS-1 ou IRS-2 apresentam resisténcia a insulina periférica, a maior
determinante do diabetes tipo II (WITHERS et al, 1999; BRUNNING et al., 2000;
BURKS et al., 2000; GINSBERG, 2000; KAHN e FLIER, 2000; SALTIEL, 2001).
Alteragdes no acoplamento entre o IR e seus substratos ou na fosforilagdo em tirosina de
IRS-1 e IRS-2 reduzem a habilidade da insulina em ativar varias de suas vias de sinalizacao
intracelular (CHERNIAK et al., 1995), tendo, como conseqiiéncia, graves danos na
transducdo do sinal da insulina (FOLLI et al., 1997). Desse modo, fica claro que as

proteinas IRS sdo cruciais no processo de transmissao do sinal da insulina.
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Segundo trabalhos realizados anteriormente em nosso laboratorio
(SAAD et al., 1995; VELLOSO et al., 1996), logo apos estimulo com ANGII (cerca de um
minuto), IRS-1 e IRS-2 sdo fosforilados em tirosina em tecido cardiaco de ratos de maneira
dose-dependente. Sugere-se que este evento seja mediado pela quinase JAK2, ja4 que esta
sofre rapida fosforilagao apos estimulo com ANGII e se associa ao receptor AT1 e a IRS-1
e IRS-2 (MARRERO et al., 1995a ; VELLOSO et al., 1996). Trabalhos de Folli et al.
(1997), em RASMC, demonstram que o estimulo de 2 minutos com ANGII, ndo altera a
fosforilacdo em tirosina do IR, mas diminui a fosforilacdo de IRS-1. Em nosso estudo,
verificamos que o tratamento isolado com ANGII de 120 minutos ou aquele seguido por
insulina causa queda significativa nos niveis de fosforilagdo em tirosina do IR, IRS-1 e
IRS-2 se comparados ao tratamento com insulina. Comparando-se nossos achados com
aqueles acima, podemos supor que, inicialmente, ou seja, minutos apos o estimulo, a
ANGII exerca um efeito positivo e rapido sobre o sinal da insulina, mas que apos isso, ative
alguma molécula intracelular regulatéria que promova alteragdo na transdug¢do do sinal

insulinico.

Em células intactas, o IR é também fosforilado em residuos de serina/treonina
(KASUGA et al., 1982). Esta fosforilagcdo pode ser estimulada pelo tratamento prolongado
com insulina, ésteres de forbol e analogos de AMP ciclico, e presumivelmente € o resultado
da fosforilagdo deste receptor pelas proteinas quinase C ou A (PKC ou PKA)
(TAKAYAMA et al., 1984; TAKAYAMA et al., 1988). Ao que tudo indica, a fosforilacao
em serina/treonina ¢ um mecanismo de contra-regulagdo da sinalizacdo do IR, tanto no
estado fisiologico como no patologico. Varias evidéncias demonstram que a atividade
tirosina quinase do IR ¢ importante para a acdo insulinica (ELLIS et al., 1986;
EBINA et al., 1987; WILDEN et al., 1992), uma vez que altera¢des nesta sdo observadas
em estados de resisténcia a insulina (KAHN e WHITE, 1988).

Os substratos do IR, IRS-1 e IRS-2, apresentam mais de 30 sitios de
fosforilacdo em serina/treonina (SUN et al., 1991). IRS-1, apods estimulo com insulina,
pode ser fosforilado tanto em residuos de tirosina, como também em residuos de serina pela
proteina AKT (PAZ et al., 1999). A inibi¢do de IRS-1 pode induzir resisténcia a insulina,

enquanto sua ativagdo constitutiva pode promover continuo crescimento celular e respostas
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anti-apoptoticas (GUAL et al., 2005). Varios estudos sugerem que agentes como TNFa
(KANETY et al., 1995), acidos graxos livres (SHULMAN, 2000), endotelina-1
(LI et al., 1999), ANGII (FOLLI et al., 1997) e hiperinsulinemia (SCHMITZ-PEIFFER e
WHITEHEAD, 2003), os quais induzem resisténcia a insulina, podem também ativar

serina/treonina quinases que fosforilem IRS-1 e inibam sua fung¢ao.

Paz et al., (1997), demonstraram que a resisténcia a insulina, no nivel
molecular, ¢ induzida, ao menos parcialmente, pela aumentada fosforilagdo em
serina/treonina de IRS-1 e IRS-2, o que impede a interagdo destes substratos com o IR. O
hormoénio ANGII tem mostrado inibir o sinal da insulina por suprimir a fosforilagdo em
tirosina do IR, IRS-1 e IRS-2 e por elevar a fosforilagdo em serina destes. Estudos de Folli
et al. (1997), em RASMC, demonstraram que a ANGII aumenta a fosforilagcdo em serina do
IR e IRS-1 e, desta forma, diminui a habilidade do IRS-1 em se ligar ao IR, o que pode
contribuir para a geracao de resisténcia a insulina na vasculatura. Nossos dados corroboram
com os encontrados na literatura, demonstrando que a ANGII, em tecido cardiaco in vivo, é
capaz de estimular a fosforilagdo em serina de trés componentes cruciais da cascata de
sinalizagdo metabolica da insulina: IR, IRS-1 e IRS-2. Também observamos que estas

alteracdes nao ocorreram devido a variagdes nos niveis de expressdo destas proteinas.

Embora o papel especifico da PI 3-K induzida pela insulina no corac¢do ainda
ndo esteja bem estabelecido, um estudo recente sugere que esta via seja importante por
controlar os eventos de sinalizacdo relacionados a sobrevivéncia celular do miocardio
durante a reperfusdo (JONASSEN et al., 2001). Logo, o cross-talk negativo entre ANGII e
insulina sobre a via PI 3-K/Akt pode ter um importante papel no desenvolvimento da

apoptose cardiomiopatica diabética.

Estudos de Folli et al. (1997), em RASMC, demonstraram que o estimulo por 2
minutos com ANGII causa a fosforilagdo em serina da subunidade regulatéria p85 da
PI 3-K e também a inibi¢do da associagdo entre IRS-1 e p85 induzida pela insulina. Estudos
de Velloso et al. (1996), em tecido cardiaco, demonstraram que a ANGII ndo afeta a
associacao entre IRS-1 e p85, mas inibe a atividade enzimatica da PI 3-K. Deste modo,

verifica-se em ambos os estudos, in vitro e in vivo, que embora a ANGII iniba a sinalizagdo
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da insulina através da via PI 3-K, ela exerce efeitos opostos sobre a fosforilacdo do IRS-1 e
sobre a associagao entre IRS-1 e p85. Os resultados de nosso estudo coincidem com os
encontrados na literatura, uma vez que o tratamento com ANGII (120 minutos) seguido ou
ndo por insulina causa redugdo significativa no acoplamento entre IRS-1 ¢ IRS-2 com a
subunidade p85 da PI 3-K e também diminui¢ao na atividade desta enzima associada a
IRS-1 e IRS-2. Além disso, observamos uma severa queda na fosforilagdo em serina da
proteina AKT, uma serina/treonina quinase ativada logo apds a PI 3-K, apds tratamento

com ANGII, embora nenhuma alteragdo em seus niveis protéicos tenha sido encontrada.

No minimo trés trabalhos demonstram a participacao das proteinas SOCS como
candidatas intermedidrias no cross-talk entre um horménio e uma citocina. Bosclair e
colaboradores (2000) mostraram que SOCS3 participa do cross-talk inibitorio entre IL-1[3 e
GH em células de hepatoma de ratos. De acordo com seus estudos, o pré-tratamento das
células com IL-1B, causa aumento na expressdo de SOCS3, a qual interage com
JAK2/STATS e interrompe a transcri¢do de genes induzidos pelo GH. Em outro estudo,
Lagathu e colaboradores (2003) mostraram que a exposicdo cronica de adipdcitos
3T3-F442A e 3T3-L1 a IL-6 inibe a transducdo do sinal da insulina, o que é acompanhado
por um aumento na expressao de SOCS3. A elevada expressao de SOCS1 e SOCS3
induzida pelas citocinas causa atenuacdo no sinal da insulina, contribuindo para a
resisténcia a insulina associada com o desenvolvimento do diabetes tipo II
(EMANUELLI et al., 2001). Como se percebe, existem evidéncias convincentes para
sugerir que as proteinas da familia SOCS modulam a transducao do sinal por feedback

negativo e também participam do cross-talk entre varias vias de sinalizagao.

Em nosso estudo, observamos que SOCS3, induzida por ANGII, interage nao
somente com proteinas da via de sinalizacdo da ANGII, mas também com proteinas
pertencentes a classica via de sinalizagdo da insulina, como IR, IRS-1 e IRS-2. E
interessante notar que o time-course encontrado para estas associacdes € 0 mesmo que o
encontrado na indu¢do da expressdao de SOCS3 pela ANGII. Além disso, ¢ durante este
mesmo time-course que a ANGII induz a fosforilagdo em serina do IR, IRS-1 e IRS-2. Isto
nos leva a crer que a agdo inibitoria da ANGII sobre o sinal da insulina ocorra também

através da proteina SOCS3 e que a elevada associacdo entre SOCS3 e as proteinas IR,
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IRS-1 e IRS-2, em paralelo a elevada fosforilagdo em serina destas, esteja abolindo a
habilidade da insulina em propagar seu sinal. Talvez seja por isso que o bloqueio de AT1, o
receptor responsavel por induzir a ativagdo da via JAK/STAT pela ANGII e,
conseqiientemente, a expressao de SOCS3, como vimos na primeira parte deste trabalho, ou
entdo a inibigdo da ECA, além de reduzirem a pressao sanguinea, aumentam a sensibilidade

dos tecidos a insulina em individuos hipertensos e resistentes a insulina.

A fim de confirmarmos esta hipdtese sobre o envolvimento de SOCS3 no
cross-talk negativo entre o sinal da ANGII e da insulina, a expressao desta proteina foi
inibida com oligonucleotideo antisense contra SOCS3 (AS SOCS3) e a ativagdo das
proteinas chaves da via PI 3-K/AKT da insulina foi novamente analisada. Ap6s 3 horas do
tratamento de RWA com AS SOCS3, verificamos uma marcante e especifica queda nos

niveis de expressao e fosforilagdo de SOCS3.

A insulina estimula a fosforilagdo em tirosina de JAK2 em figado, musculo e
tecido adiposo (KUNISADA et al., 1998). Provavelmente esta fosforilagao esteja ligada ao
acoplamento de JAK2 ao IR (GUAL et al, 1998). O fator de transcricio STAT5b ¢
considerado um substrato do receptor de insulina capaz de ligar o sinal deste hormodnio
diretamente da superficie celular ao nucleo (CHEN et al., 1997). STATS5b ¢ ativada em
células C2CI12 (células musculares) pela insulina (SADOWSKI et al., 2001) e ¢
responsavel pela inducdo dos genes SOCS2 e SOCS3 nessas células
(SADOWSKI et al., 2001). SOCS3, através de seu dominio SH2, liga-se ao loop de
ativacao da quinase JAK2 e, desta forma, atenua sua habilidade em fosforilar as proteinas
STAT (NAKA et al., 1997, YASUKAWA et al., 1999). Peraldi ef al. (2001) sugerem que
SOCS3 seja fosforilada pela quinase JAK2, uma vez que proteinas SOCS3 defectivas em
seu dominio SH2 ndo fosforilam talvez por ndo conseguirem se ligar a JAK2
(SUZUKI et al., 1998). CIS e SOCS3 ligam-se aos receptores de citocinas e outros
fosforilados e competitivamente interferem com a ligacdo de outras proteinas contendo
dominio SH2 (SASAKI et al., 2000). Recentemente, Emanuelli et al, (2000, 2001)
demonstraram que SOCS3 compete com IRS-1 e STATS5b pela fosfotirosina 960 (pY960)
do IR induzindo, desta maneira, resisténcia a insulina. Nossos dados corroboram com estes

encontrados na literatura. Em concordancia com a redu¢dao dos niveis de expressao de
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SOCS3 em tecido cardiaco e em CVIN causada pelo uso do AS SOCS3, a associagdo entre
SOCS3 e JAK2 ndo ocorre o que permite a JAK2 e STATSb retomarem sua fosforilagao

normal em tirosina induzida pela insulina.

Estudos recentes demonstram que SOCS1, SOCS3 e SOCS6 podem inibir o IR
(EMANUELLI et al., 2000; MOONEY et al., 2001). Emanuelli et al. (2000),
demonstraram a associacdo entre SOCS3 e IR em adipdcitos 3T3-L1. Varios estudos
demonstram que SOCS2 e SOCS3 interagem com receptores de IGF1 (fator de crescimento
da insulina 1) e de insulina in vitro, in vivo e em sistema duplo-hibrido
(DEY et al., 1998, 2000). Em tecido cardiaco in vivo, também verificamos a associacao
entre SOCS3 e IR. Também observamos que o bloqueio de SOCS3 com AS SOCS3

promove a ndo-associacao entre estas proteinas.

SOCS1 e SOCS3 associam-se com IRS-1 e IRS-2 em células HEK293
(RUI et al., 2002) e bloqueiam o sinal da insulina por direcionarem IRS-1 ¢ IRS-2 para
degradacao proteosomica (KAMURA et al., 1998; RUI et al., 2002). Além disso, SOCS1 e
SOCS3 diminuem a expressao protéica de IRS-1 e IRS-2 em linhagem de células de cancer
de mama humano (MCF7) e também a ativacdo da PI 3-K, ambas induzidas pela insulina
(RUI et al., 2002). Sun et al. (1999), em seus estudos, demonstraram que em adi¢do a
fosforilagao em serina do IRS-1, a reduzida expressdao das proteinas IRS esta relacionada
com estados de resisténcia a insulina em animais, humanos e em cultura de células e que a
causa dessa reduzida expressao nao ocorre devido a problemas na transcricio do RNAm de
IRS-1, mas sim devido a sua degradacao pelo protesoma (SUN et al., 1999). Nossos dados,
mais uma vez, encontram suporte na literatura. Verificamos que em tecido cardiaco in vivo,
SOCS3 associa-se a IRS-1 e IRS-2 e que sua inibi¢do acaba por causar a ndo-associagao
entre estas proteinas mesmo apds estimulo de 120 minutos com ANGII. Nada podemos
afirmar sobre a degradagdo induzida por SOCS3 de IRS-1 e IRS-2 pelo proteosoma, uma
vez que nao realizamos qualquer investigacdo a este respeito. Acreditamos que SOCS3
induzida por ANGII, 120 minutos apds estimulo inicial, ndo leve IRS-1 e IRS-2 a
degradagdo, uma vez que, ao avaliarmos a expressao destas proteinas, nenhuma alteracao

em seus niveis protéicos foi encontrada.
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Mooney et al. (2001) demonstraram que SOCS]1 interfere com a fosforilagao
em tirosina de IRS-1 in vitro. Ueki et al. (2005), demonstraram que a super-expressdao de
SOCS1 causa a inibi¢do da fosforilagdo em tirosina de IRS-2, enquanto que a
super-expressao de SOCS3 suprime a fosforilacdo tanto de IRS-1 como de IRS-2, sem
afetar a fosforilagdo do IR em figado de camundongos obesos e diabéticos db/db. Além
disso, demonstraram que a inibi¢do destas proteinas com oligonucleotideos antisense contra
SOCS1 e SOCS3 praticamente restaura os niveis de fosforilagdo de IRS-1 e IRS-2. Nossos
dados corroboram com os encontrados na literatura. A reducao da expressdo de SOCS3 em
tecido cardiaco e em CVIN, restaurou a fosforilagdo de IRS-1 ¢ IRS-2 em tecido cardiaco
in vivo e CVIN. Segundo Emanuelli et al. (2000) o retorno da fosforilacdo de IRS-1 ocorre
devido ao desligamento de SOCS3 da pY960 do IR o que permite o acoplamento entre
IRS-1 e IR. A fosforilagdo em tirosina do IR ndo sofreu qualquer alteragdo pela reducao
protéica de SOCS3. Estes achados sdo consistentes com os mecanismos inibitérios de
SOCS3 em bloquear especificamente a fosforilagdo dos IRS (KAMURA et al., 1998;
RUI et al., 2001) e a pré-existéncia de down-regulation do IR (HARRISON et al., 1982;
TAYLOR et al., 1982).

Em células COS7 (EMANUELLI et al., 2001), a expressdao de SOCS3 reduz a
fosforilagdo em tirosina de IRS-1 e sua subseqiliente associa¢ao a subunidade regulatoria
p85 da PI 3-K. ILIB induz a expressdao de SOCS3 causando redugdo da ativagao da via
IRS/PI 3-K pela insulina (EMANUELLI et al., 2004). Nossos achados em tecido cardiaco
de ratos corroboram com os encontrados na literatura. Como resultado da elevada
fosforilagdo em tirosina das proteinas IRS causada pela redugdo protéica de SOCS3, a

atividade da PI 3-K associada a IRS-1 e IRS-2 encontra-se elevada.

A proteina PKB/AKT estd envolvida em muitos dos efeitos celulares
estimulados pela insulina (MARTE et al., 1997). A expressao de SOCS1 ou SOCS6 inibe a
ativacdo de ERK1/2 e AKT dependentes da insulina (MOONEY et al., 2001), mas nao
altera o nivel de expressdo destas proteinas. Em nosso estudo, verificamos que a inibi¢ao de
SOCS3 reverte o efeito inibitério da ANGII sobre a fosforilagdo em serina da proteina

AKT, tanto em tecido cardiaco como em CVIN.
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A atenuagdo na sinalizagdo da insulina resulta em reducdo da sintese de
glicogénio e transporte de glicose nas células (UEKI et al., 2004a). Em modelos animais de
resisténcia a insulina e em pacientes com diabetes tipo II, a reduzida captacdo de glicose
esta associada a menor ativagdo de IRS-1 e PI 3-K (SESTI et al., 2001). Dados clinicos e
experimentais demonstram danos no transporte de glicose estimulado pela insulina em
musculo de pacientes e animais com alta pressdo sanguinea (PASSA et al., 1986;
KINNICK et al., 2002) e também em miocardio de diabéticos (GARLAND e RANDLE,
1964; NEWSHOLME e RANDLE, 1964; BARRETT et al., 1984). Katz et al. (1995),
demonstraram que camundongos transgénicos deficientes em GLUT4 sao

hiperinsulinémicos e desenvolvem significativa hipertrofia cardiaca.

Em nosso estudo, observamos que o tratamento com ANGII (120 minutos)
causa inibi¢do da translocacdo de GLUT4 estimulado por insulina para a membrana celular
em tecido cardiaco de RWA e em CVIN. Também pudemos comprovar que a proteina
SOCS3 induzida por ANGII ¢ a responsavel pela inibi¢ao da translocacao de GLUT4 uma
vez que, estando SOCS3 bloqueada, GLUT4 transloca-se do citosol em direcdo a
membrana, provavelmente promovendo a captacdo de glicose. Ueki et al. (2004b) ao
bloquearem a expressdao de SOCS3 em figado de camundongos db/db, observaram que os
elevados niveis circulantes de insulina diminuiram, consistentes com a melhora na

sensibilidade a insulina confirmada pelo teste de tolerancia a insulina.

Quanto a ativagdo da via Ras/Raf/MAPK, nosso estudo limitou-se a investigar a
ativacao da proteina ERK (quinase regulada pelo sinal extracelular) pela ANGII (dados nao
mostrados). Nos encontramos que a ativagao da ERK pela ANGII ocorre em niveis muito
superiores aos encontrados para com a proteina AKT. Além disso, ndo observamos
qualquer associagdo entre SOCS3 e proteinas da via Ras/Raf/MAPK. Supomos que esse
efeito diferencial da ANGII sobre o sinal da insulina seja mediado por distintas moléculas

as quais diferentemente afetam as duas maiores cascatas de sinalizagcdo da insulina.

Em outro estudo realizado em Nnosso laboratorio
(CARVALHEIRA et al., 2003), observamos que, em tecido cardiaco de ratos, a ANGII age
seletivamente sobre as vias de sinalizagdo da insulina causando uma inibigdo da ativag¢do da

via PI 3-K/AKT, em paralelo a uma ativagdo da via mitogénica Ras/Raf/MAPK pela
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insulina. Deste modo, a ativagdo da via Ras/Raf/MAPK pela ANGII e pela insulina pode
estar envolvida em processos patologicos, como o desenvolvimento da hipertrofia cardiaca
em estados hiperinsulinémicos. Além do mais, este mecanismo encontra-se
constitutivamente ativo no coracdo de modelos animais de sindrome metabodlica
(CARVALHEIRA et al., 2003). Estudos de Somwar et al. (2002), demonstram que a
aumentada atividade basal da ERK contribui para o desenvolvimento de resisténcia a

insulina.

Assim, os resultados obtidos em nosso estudo demonstram que a interagdo de
SOCS3, induzida por ANGII, com proteinas da via de sinalizagdo da insulina, apresenta
efeitos moleculares e funcionais. No nivel molecular, esta interacao inibe a fosforilacao em
tirosina de IRS-1 e IRS-2 e também a fosforilagdo da proteina AKT. Além disso, SOCS3
inibe a transdu¢do do sinal da insulina através da via JAK/STAT, o que por um lado, ¢
positivo, ja que SOCS3 pode proteger 6rgdos-alvo do estimulo continuo de crescimento
induzido por esta via. No nivel funcional, SOCS3, induzida por ANGII, inibe a
translocagdo de GLUT4 para a membrana plasmatica, tanto em tecido cardiaco com em
CVIN resultando, possivelmente, em redug¢do na captacdo de glicose por estas células.
Logo, SOCS3 apresenta-se como mais um mecanismo pelo qual o cross-talk entre o sinal
da ANGII e da insulina pode ocorrer. Além disso, nossos resultados nos levam a acreditar
que SOCS3 possa estar envolvida no desenvolvimento da resisténcia a insulina, induzida
pela ANGII, em tecido cardiaco. Deste modo, supomos que a proteina SOCS3 possa se
constituir em um alvo potencial para a a¢do de farmacos potencialmente tuteis para o

tratamento de diabetes mellitus tipo II e hipertensao arterial.
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O presente estudo demonstra, pela primeira vez, que o hormdénio ANGII ¢
capaz de induzir a expressdo de uma proteina supressora da sinalizacdo das citocinas,
SOCS3, e que esta proteina, além de participar do controle das a¢des fisiologicas de seu
indutor, também participa do cross-talk negativo entre o sinal de dois hormonios, ANGII e
insulina, podendo se constituir, desta forma, em mais um mecanismo de interconexao entre

hipertensao arterial e resisténcia a insulina e/ou diabetes mellitus tipo II.
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a) Materiais
1. Anticorpos e Reagentes

Foram utilizados anticorpos policlonais contra os receptores ATI e IR e
também contra AKT, fosfo-AKT (pAKT), JAK2, IRS-1, IRS-2, SOCS3, SOCSI,
fosfo-STAT1 (pSTATI), fosfo-serina (pSer), GLUT4 e c-jun e anticorpos monoclonais
contra fosfo-tirosina (pY)(4G10). Além disso, utilizaram-se anticorpos conjugados com
fluoresceina (FITC), faloidina e rodamina, os quais foram utilizados para
imunofluorescéncia. Todos os anticorpos foram obtidos da empresa Santa Cruz
Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA), com excecdo dos seguintes anticorpos: anti-pSer que
foi obtida da Chemicon Inc. (Temecula, CA, USA), anti-p85 que foi obtido da Upstate
Biotechnology, Inc. (Lake Placid, NY), anti-Akt-Ser473 e anti-pAkt-Ser473 que foram
obtidos da Cell Signaling Technology (Beverly, MA). Losartan foi obtido da Merck
Pharmaceutical Co. (Wilmington, DE, USA). Reagentes para determinagdo das proteinas
totais (Biureto), SDS/PAGE e immunoblotting foram obtidos da Bio-Rad (Richmond, CA,
USA). Proteina A-Sepharose 6MB e Percoll (densidade 1.131 g/ml) foram obtidos da

125 Protein A e membranas de

Amersham Pharmacia Biotech (Uppsala, Sweden).
nitrocelulose foram obtidas da Amersham Pharmacia Biotech (Little Chalfont, UK).
Reagente Trizol, bem como produtos utilizados em RT-PCR e PCR, primers para SOCS3 e
B-actina, oligodeoxinucleotideos fosfotiolados modificados sense e antisense contra
SOCS3, Scrambledd, Lipofectamina Plus, meio de cultura (DMEM), soro fetal bovino
(SFB) e soro de cavalo (HS) foram obtidos da Life Technology (Grand Island, NY, USA).
Anestésico tiopental sodico foi obtido da empresa Cristalia (Itapira, SP, Brasil). Insulina foi
obtida da Eli Lilly & Co. (Indianapolis, IN, USA). Fosfatidilinositol foi obtido da empresa
Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA). Colagenase fragdo IV foi obtida da empresa
Worthington. PMSF, aprotinina, ditiothreitol (DTT), Triton X-100, Tween 20, glicerol,

angiotensina II, soro de albumina bovino (BSA-fracdo V), pancreatina e demais reagentes

utilizados foram obtidos da empresa Sigma Chemical CO. (St. Louis, MO, USA).
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Quadro 1- Primers para B-actina e SOCS3 utilizados em experimentos de PCR

semiquantitativo.
Primers Sequéncia Produto (pb)
B-actina s-5 - TTT GGG AGG GTG AGG GACTTC 3’
as- 5’ - TGA GCG CAA GTA CTC TGT GTGG ¥’ 489

(Life Technologies, GIBCO BRL, Gaithersburg, MD)

SOCS3 s-5- ACCTCT CTCCTCCAACG-3¥

as- 5’- TGC TGG GCT AAC TGG - 3’ 251

(Life Technologies, GIBCO BRL, Gaithersburg, MD)

s — iniciador sense

as — iniciador antisense

Quadro 2- Oligonucleotideos fosfotiolatos modificados sense e antisense contra SOCS3 e

Scramble.
Oligonucleotideo Seqiiéncia
SOCS3 s-5’- CATGGTCACCCACAG -3’
as- 5’- CTGTGGGTGACCATG - 3’
SCRAMBLE 5’- GCTAGCGATGTCTGG-3’

(Life Technologies, GIBCO BRL, Gaithersburg, MD)

s — iniciador sense

as — iniciador antisense

2. Animais

Para o presente estudo foram utilizados ratos (Rattus novergicus) machos da
linhagem Wistar-Hannover provenientes do CEMIB da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP), com 6 a 8 semanas de idade, pesando entre 150 e 200 gramas. Os
animais foram acomodados em gaiolas coletivas, em nimero méximo de 5 animais por
unidade, mantidas em ambiente silencioso, com temperatura controlada, em ciclos de
12 horas de periodo diurno (das 07:00 as 19:00 horas) e 12 horas de periodo noturno

(das 19:00 as 07:00 horas) mantidos artificialmente. Receberam &gua e racdo Purina
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(contendo 2,3 mg de sodio por grama de ragdo) “ad libitum”. Todas as recomendacdes do

Comité de Etica em Pesquisa Animal foram seguidas.

Os animais foram mantidos em jejum por 8 horas antes dos experimentos para
extragdo do coracdo, recebendo agua “ad libitum”. Em seguida, varios estudos foram
realizados e diversas técnicas de biologia molecular foram empregadas, como Western blot,
imunohistoquimica (imunofluorescéncia), ensaio enzimatico, RT-PCR e fracionamento

subcelular.

No presente estudo também foram utilizados ratos neonatos da linhagem Wistar
provenientes do CEMIB da UNICAMP, com 1 a 3 dias de vida, para obtencdo de
cardiomiocitos. Estes permaneceram juntamente com a mae no CEMIB até o dia do

experimento.

3. Solugoes utilizadas nos experimentos
¢ Solugcdes empregadas em Western blot:

Tampdo de extracdo: utilizado para homogeneizagdo do tecido cardiaco e
extragdo de proteinas. Composta de: 100 mM Trisma base, pH 7,5, 10 mM EDTA, 100 mM
pirofosfato de sdédio, 100 mM NaF, 10 mM Naz;VOy4, 2 mM PMSF diluido em alcool etilico,

1% Triton X-100 e 0,1 mg/ml aprotinina. Esta solucdo foi preparada e mantida no gelo
durante todo o experimento. Na;VO, e PMSF foram acrescentados ao tampao somente no

momento de uso.

Tampdo de Laemmli (5x): utilizado para armazenar, em freezer, as proteinas

extraidas e sua posterior aplicacdo em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) para eletroforese.
Composto de: 0,1 % azul de bromofenol, 1 M fosfato de sodio, pH 7,0, 50% glicerol e 10%
SDS.

Tampdo para lavagem do imunoprecipitado: utilizado para lavagem das

amostras apds incubagdo com proteina A-sepharose 6 MB. Composto de: 100 mM Trisma
base, 10 mM EDTA, 2 mM Na3;VO, e 0,5% Triton X-100. Esta solugdo foi preparada e

mantida no gelo durante todo o processo de lavagem das amostras.
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Tampdo para SDS-PAGE, gel da fase de resolucdo “Resolving”: utilizado para
confeccao do gel de resolugdo. Composto de: 4 mM EDTA, 2% SDS e 750 mM Trisma
base, pH 8,9 (ajustado com HCI).

Tampdo para SDS-PAGE, gel da fase de empilhamento “Stacking”: utilizado

para confeccdo do gel onde ocorre o empilhamento das proteinas. Composto de: 4 mM

EDTA, 2% SDS e 50 mM Trisma base, pH 6,7 (ajustado com acido fosforico).

Tampdo para eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE): utilizado na

eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Composto de: 200 mM Trisma base,
1,52 M glicina, 7,18 M EDTA ¢ 0,4% SDS. Para uso, a solu¢ao foi diluida 1:4.

Tampdo para transferéncia: utilizado na transferéncia das proteinas separadas

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

molecular. Mantido a 4°C.

Solugdo basal: utilizada no manuseio da membrana de nitrocelulose apds a

transferéncia. Composta de: 150 mM NaCl, 10 mM Trisma base e 0,02% Tween 20.

Solucdo blogueadora: utilizada para incubar a membrana de nitrocelulose apos

a transferéncia a fim de diminuir ligagdes inespecificas. Composta de: 5% BSA dissolvido

em soluc¢ao basal.

Solugdo de anticorpo: solugdo contendo anticorpos especificos para marcagao

de proteinas transferidas para a membrana de nitrocelulose. Composta de: 3% BSA

dissolvido em solugdo basal mais os anticorpos na dilui¢do estabelecida.

Solucdo de lodo ('*I): solucdo que permite a visualizacdo das bandas de

proteinas em autoradiografia. Composta de: 1% BSA dissolvido em solucdo basal mais 2

nCi de proteina A marcada com '*°I.

Tampdo de Stripping: utilizado para remover anticorpos secundarios da

membrana de nitrocelulose. Composto de: 10 mM Tris-HC1 (pH 7,5), 0,1 M B-

mercaptoetanol, uréia, 0,1 mg/ml BSA.
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¢ Solucdes empregadas em Fracionamento subcelular:

Tampdo STE para fracionamento subcelular: utilizado para separagdo das

fragdes celulares (nticleo, membrana e citosol). Composto de: 0,32 M sacarose, 20 mM
Tris-HCI (pH 7,4), 2 mM EDTA, 1 mM DTT, 100 mM NaF, 100 mM Pirofosfato de sédio,
100 mM NazVOy, 1 mM PMSF e 0,1 mg/ml aprotinina.

Tampdo T para fracionamento subcelular: utilizado na purificacdo da fragdo
nuclear. Composto de: 1% Triton X-100, 150 mM NacCl, 20 mM Tris-HCI (pH 7,4), 200
mM EDTA, 10 mM Na;VO4, 1 mM PMSF, 100 mM NaF, 100 mM pirofosfato de sodio e

0,1 mg/ml aprotinina.

% Solugdes empregadas em imunohistoquimica:

Paraformaldeido 4 %: empregado na fixacdo de ventriculos cardiacos.

Composto de: 4 % paraformaldeido, 0,2 M tampao fosfato, pH 7,4, 4gua desionizada, pH
7,4 (ajustado com NaOH).

Tampdo fosfato salina (PBS) 0.1 M, pH 7,4: utilizado em experimentos de

imunohistoquimica. Composto de: 0,2 M fosfato de sédio dibasico acrescido de 0,2 M

fosfato de sodio monobasico até atingir pH 7,4. Diluida em 0,3 M NaCl (V:V).

Tampdo paraformaldeido 4% mais sacarose 4%: utilizado na fixacdo de

cardiomidcitos em cultura (CVIN). Composto de: 4 % paraformaldeido, 4 % sacarose, 0,2

M tampao fosfato, pH 7,4, d4gua desionizada, pH 7,4 (ajustado com NaOH).

Solucdo bloqueadora para imunofluorescéncia A: utilizada no bloqueio de

ligacdes inespecificas. Composta de: 8% glicina, 2,5 % BSA, 2 % leite em p6 desnatado, 4
ml PBS 0,1 M, pH 7,4.

Solucdo bloqueadora para imunofluorescéncia B: utilizada no bloqueio de

ligacdes inespecificas. Composta de: 3% leite em p6 desnatado diluido em PBS 0,1 M, pH
7,4.
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Solugdo de anticorpo: solugdo contendo anticorpos especificos para marcacao

de proteinas Composta de: 1% BSA diluida em PBS 0,1M, pH 7,4, & qual se adiciona o

anticorpo na dilui¢do especifica.

¢ Solucdes empregadas em RT-PCR e PCR:

Solugdo para Reagdo de transcrigcdo reversa (RT-PCR): utilizada para obtengao

da fita simples do DNA (cDNA). Composta de: 5x tampao RT (transcriptase reversa),
10 mM dNTP, 50 mM oligo-dT, 40 U/ul inibidor RNAse Out, 200 U/ul enzima
SuperScript (transcriptase reversa), 7 g RNA total e 4gua DEPC para um volume final de
30 pl

Solucdo para Reacdo de amplificacdo: utilizada em PCR. Composta de:

tampao 10 x, 1 mM dNTP, 50 mM MgCl,, iniciador (primer) sense e antisense para
SOCS3, iniciador (primer) sense e anti-sense para [-actina (controle interno), tagq

polimerase, cDNA e agua DEPC, para um volume final de 25 pl.

¢ Solucdes empregadas no ensaio da atividade enzimatica da PI 3-K:

Tampdo PI 3-K: utilizado para homogeneizacao de tecido cardiaco e extragao
de proteinas. Composto de: 50 mM HEPES (pH 7,1), 137 mM NacCl, 1 mM MgCl,, | mM
CaCl,, 2 mM Naz;VO,, 100 mM Pirofosfato de sodio, 100 mM NaF, 2 mM EDTA, 172 mM
PMSF, 0,1 mg/ml aprotinina,10 mM Benzamidina, 10% glicerol, 1% Nonidet P-40. Esta

solucao foi preparada e mantida no gelo durante todo o experimento.

Tampdo para lavagem do imunoprecipitado: utilizado para lavagem das

amostras apds incubacdo com proteina A 6 MB. Composto de: tampao PBS pH 7.4,
contendo 1% Triton X-100 e 100 uM Na3;VO,. Esta solucdo foi preparada e mantida no

gelo durante todo o processo de lavagem das amostras.

Tampdo para ressuspensdo: utilizado para ressuspender o imunoprecipitado.

Composto de: 10 mM Tris, 100 mM CaCl,, 1| MM EDTA e 10 ul fosfatidilinositol. Esta

solucao foi preparada e mantida no gelo durante todo o processo de lavagem das amostras.
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¢ Solugdes empregadas em cultura de cardiomidcitos ventriculares isolados de

neonatos (CVIN):

Tampdo ADS 10X: utilizado na lavagem do tecido cardiaco. Composto de: 6,8 g
NaCl, 4,76 g Hepes, 0,138 g NaH4PO,, 1,0 g D-glucose, 0,4 g KCI, 0,195 g MgSOy4 * 7

H40 e agua Milliq para um volume final de 100 ml. Apo6s o preparo, foi filtrado em filtros
0,22 um e mantido em ambiente refrigerado (4°C). Antes do uso, foi aquecido em estufa a

37°C.

Tampdo ADS IX: utilizado no preparo do gradiente de Percoll. Composto de:

solucao tampao ADS 10X e agua Milliq (9:1). Apds o preparo, foi filtrado em filtros 0,22

um e mantido em ambiente refrigerado (4°C). Antes do uso, foi aquecido em estufa a 37 °C.

Tampdo ADS IX red: utilizado no preparo do gradiente de Percoll. Composto

de: solucao tampao ADS 10X e agua Milliq (9:1), mais 0,02 g vermelho de fenol. Apos o
preparo, foi filtrado em filtros 0,22 um e mantido em ambiente refrigerado (4°C). Antes do

uso, foi aquecido em estufa a 37 °C.

Tampdo de digestdo: utilizado na digestdo enzimdtica do tecido cardiaco.

Composto de: tampao ADS 10X, 80 unidades/ml colagenase tipo II e 0,6 mg/ml
pancreatina. Este tampao foi preparado no momento do uso, filtrado em filtros 0,22 um e

mantido em estufa a 37°C.

Gradiente de densidade de Percoll: utilizado na separagao de cardiomidcitos de

nao-cardiomidcitos. Composto de: Percoll e solugdo tampao ADS 10X (9:1) (solugao
estoque). Este gradiente consiste de duas fases: TOP (composta de 4,5 ml solucdo estoque
mais 5,5 ml tampdo ADS 1X) e BOTTOM (composta de 5,5 ml solugdo estoque mais 2,9
ml tampao ADS 1X red). Adicionou-se 4 ml da fase TOP a um tubo e, no fundo deste, 4 ml
da fase BOTTOM, vagarosamente, a fim de que este deslocasse o primeiro, Em seguida,
adicionou-se a solucdo contendo as células (CVIN), cuidadosamente, sobre o TOP. O tubo
foi levado a centrifugacao a 3000 rpm, 30 minutos, 37 °C. A banda de cardiomidcitos que

se localiza pouco acima da fase BOTTOM foi retirada cuidadosamente.
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Gelatina 0,1%: utilizada para aderéncia das células as placas de cultura ou

entdo, as laminulas. Composta de: 0,1 g gelatina diluida em 100 ml agua Milliq. Apds o
preparo, a gelatina foi submetida a filtracao em filtros de 0,22 um e colocada no interior de

placas de cultura a fim de formar uma fina pelicula. O excesso foi retirado com pipeta.

DMEM: utilizado como meio de cultura para diversos fins. Composto de: 1,16 g
bicarbonato de sodio, 1 pacote DMEM e 1000 ml agua Milliq. Ap6s agitacdo por 60
minutos, o meio foi filtrado, testado em estufa a 37° C por 24 horas e entdo, armazenado em
ambiente refrigerado (4 °C). No momento do uso, foi aquecido e mantido em estufa a 37

°C.

Meio para plaqueamento (Platting Media): utilizado no plaqueamento e

aderéncia dos CVIN. Composto de: DMEM, 5% SFB, 10% HS, 0,01% BrDU e 100 U/ml

penicilina-estreptomicina. O meio foi preparado no momento do uso, aquecido em estufa a

37 °C e entdo, adicionado as placas de cultura ja pré-cobertas com gelatina.

Meio de Manutencdo (Maintenance Media): utilizado na manutengdo dos

CVIN aderidos a placa de cultura. Composto de: DMEM, 0,5% penicilina-estreptomicina e
0,01% BrDU. O meio foi preparado no momento do uso, aquecido em estufa a 37 °C e

entdo colocado, cuidadosamente, sobre os CVIN.

b) Métodos
1.Procedimentos cirtrgicos (ratos Wistar adultos - RWA)

Os animais foram anestesiados com tiopental sédico (5 mg/100 g de peso, i.p.)
e usados ap6s 10-15 minutos, assim que a anestesia foi confirmada pela perda de reflexos
corneanos. A seguir, a cavidade abdominal foi aberta para exposi¢do da veia cava inferior,
através da qual receberam 0,02 ml de salina 0,9%, ANGII 10° M ou 10® M e/ou insulina
10° M previamente diluidas em salina. Para experimentos de dose-resposta, os animais
receberam ANGII em doses que variavam entre 10" ¢ 10* M previamente diluidas em
salina. Em alguns experimentos, o bloqueio da sinalizagdo da ANGII foi obtido através do
pré-tratamento com Losartan (10 mg/kg rato, i.p.) Em alguns experimentos, os animais

receberam oligonucleotideo fosfotiolato modificado sense (S) e antisense (AS) contra
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SOCS3 ou Scrambled (6 nmol, 1.p.), conforme descrito no item 2. Apds periodos de tempo
pré-determinados, a cavidade toracica foi aberta para retirada dos ventriculos, os quais

foram lavados em tampao de extracdo a fim de se remover todo o excesso de sangue.

2. Tratamento dos animais adultos com Oligonucleotideos

Os animais receberam, i.p., 3 horas antes do inicio dos experimentos, 6 nmol de
oligonucleotideo fosfotiolato S SOCS3 ou AS SOCS3, a fim de se avaliar a expressao desta
proteina e de elementos participantes da via de sinalizagdo da ANGII (JAK2, STAT]I, c-jun
e SOCS3) e da insulina (IR, JAK2, IRS-1, IRS-2, PI 3-k, AKT e GLUT4). Em alguns
casos, receberam oligonucleotideo Scrambled, da mesma maneira descrito acima, a fim de
se testar a eficiéncia dos oligonucleotideos S e AS SOCS3. Decorrido o tempo

estabelecido, os animais foram anestesiados e tratados conforme descrito no item 1.

3. Isolamento de cardiomiécitos (CVIN)

Cardiomiocitos ventriculares provenientes de ratos Wistar neonatos de 1 a 3
dias de vida, foram submetidos a digestdo enzimatica conforme descrito por Kim e
colaboradores (1995b). Os neonatos tiveram seu coracao extraido do térax e os ventriculos
foram separados dos atrios, reduzidos a tamanhos pequenos com o auxilio de pinca e
tesoura estéreis e transferidos para uma placa contendo solugdo tampao ADS 10X estéril. O
tecido foi entdo submetido a multiplas digestdes enzimaticas (5 a 6 digestdes de 20 minutos
cada) a 37 °C usando-se para isso uma mistura de colagenase tipo II (80 Mandl U/ml) e
pancreatina (0,6 mg/ml) (tampao de digestdo). A solugdo obtida em cada digestao foi
transferida para um tubo contendo 1,0 ml de soro fetal bovino (SFB), centrifugada (3000
rpm, 5 minutos, 37° C) e os pellets resultantes foram ressuspendidos em 1,0 ml de SFB,
colocados sobre uma placa de cultura e mantidos em uma atmosfera de 95% de O, ¢ 5% de
CO,, a 37° C até o final da digestdo do restante do tecido. A fim de se separar os
cardiomidcitos dos nao-cardiomidcitos, a suspensdo celular foi submetida ao gradiente de
densidade de Percoll. Apds retirada da banda de cardiomidcitos, estes foram submetidos a
lavagem com solugdo tampao ADS 10X para remog¢ao do excesso de Percoll (3000 rpm, 5

minutos, 37 °C). O pellet resultante foi ressuspendido, delicadamente, em meio de
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plaqueamento. Em seguida, apos contagem das cé€lulas vidveis coradas com Azul de Tripan,
os cardiomidcitos foram plaqueados em uma densidade de 5 x 10* células/cm® em placas
pré-cobertas com gelatina 0,1% e com meio de plaqueamento para um volume final de 5 ml
e mantidos em uma atmosfera de 95% de O, e 5% de CO,. A fim de se investigar a
localizagdo in situ de proteinas alvo do estudo através de imunofluorescéncia, laminulas
foram previamente colocadas no interior das placas de cultura e entdo, pré-cobertas com
gelatina 0,1%. Apoés 48 horas, o meio foi trocado por meio de manutengdo e os
cardiomidcitos foram entdo incubados por um periodo de 24-48 horas antes do inicio de seu
tratamento com ANGII 107 M ou 10™'° e/ou insulina 10® M, concomitantemente ou nio
com Losartan 10> M, ou com oligonucleotideos S ou AS SOCS3 (1 pm). Decorrido o
periodo pré-estabelecido de tratamento, os cardiomiocitos foram lavados 2 vezes com PBS
e removidos da placa com cell scraper (“rodo”) em tampao de extragdo para posterior
imunoprecipitacao (item 6) ou entdo, sujeitos a fixagdo com paraformaldeido mais sacarose

para experimentos posteriores de imunofluorescéncia (item 11.3).

A pureza dos cardiomidcitos foi avaliada através de imunofluorescéncia,
usando-se para isso o marcador TRITC-faloidina. As preparagdes foram montadas e

observadas em um microscopio confocal.

4. Incorporagao do Oligonucleotideo em cardiomiocitos isolados em cultura

As células plaqueadas (CVIN) conforme descrito no item 3, foram lavadas e
mantidas em meio de manutengdo por 3 horas antes do tratamento com o oligonucleotideo.
Apos, foram tratadas com o oligonucleotideo S ou AS SOCS3 ou Scrambled (1 pm). O
reagente Lipofect AMINE Plus (10 pg/ml) foi usado como veiculo de transfeccao. Apos 8
horas, o meio foi trocado por meio DMEM suplementado com 20% de SFB e incubado
overnight. Em seguida, as células receberam meio DMEM livre de soro por 4 horas antes

de se iniciar o tratamento. As células foram entdo tratadas conforme descrito no item 3.
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5. Homogeneizacao e Determinagdo do conteudo de proteinas totais (Biureto)

O material extraido conforme descrito nos itens 1 e 3 foi submetido a
homogeneizagdo em tampao de extragdo, a 4 °C, utilizando-se para isso um
homogeneizador tipo Polytron PTA 20S (modelo PT 10/35; Brinkmann Instruments,
Westbury, NY) operado em velocidade maxima por 30 segundos. Os fragmentos celulares
foram entdo centrifugados (15.500 x g, 20 minutos, 4 °C) para remo¢do do material
insolivel e o sobrenadante foi utilizado para o ensaio. Parte deste foi utilizado para
determina¢do do contetido das proteinas totais através do método fotocolorimétrico de
Biureto (BRADFORD, 1976), enquanto que a outra parte foi submetida a

imunoprecipitacao (item 6) e immunoblotting (item 7) com anticorpos especificos.

6. Imunoprecipitagdo

Ap6s determinagdo do contetido de proteinas totais, o sobrenadante foi utilizado
para imunoprecipitacdo overnight, a 4 °C, com anticorpos especificos. O imunoprecipitado
foi separado apds incubagdo com proteina A-Sepharose 6 MB por 2 horas a 4 °C. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas (15.500 x g, 20 minutos, 4 °C) e submetidas a
lavagem com tampao de lavagem por 3 vezes de 5 minutos cada (15.500 x g, 4 °C). As
proteinas precipitadas foram tratadas com tampao de Laemmli (LAEMMLI, 1970)
contendo 100 mmol/l de DTT e aquecidas em 4gua fervente por 5-10 minutos. A seguir,
quantidades iguais de proteina (5 mg) foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida - SDS-PAGE em aparelho de eletroforese BIO-RAD miniature slab gel
apparatus (Mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA). A eletrotransferéncia das
proteinas do gel para a membrana foi realizada em 120 V em periodos de tempo variaveis
em aparelho miniaturizado de transferéncia da BIO-RAD, como descrito (TOWBIN et al.,
1979). A ligacdo dos anticorpos a proteinas nao-especificas foi reduzida por pré-incubacao
da membrana por 120 minutos com tampao de bloqueio a temperatura ambiente (TA). A
membrana de nitrocelulose foi incubada overnight com anticorpos especificos diluidos em
solugdo para anticorpo, € entdo, lavada por 15 minutos com solu¢do basal. Apos, a

125
[

membrana foi incubada com 5 puCi de [ “I] Proteina A (30 pCi/pg) em solucao de iodo por

120 minutos a TA e lavada novamente por 15 minutos, como descrito anteriormente. A
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proteina A ['*I] ligada aos anticorpos especificos foi detectada e quantificada por
autoradiografia em filmes Kodak XAR (Eastman Kodak, Rochester, NY). Para isso, o
cassete contendo a membrana e o filme foi mantido a temperatura de - 80 °C e, apos 12 -
120 horas, o filme foi revelado de maneira convencional. As bandas identificadas na
autoradiografia foram quantificadas nas suas areas utilizando-se densitometria Optica. Para
tal, foi utilizado um scanner de mesa ColorPage HR6X (Genius) e o programa Scion Image

(Scioncorp).

7. Immunoblotting

Apoés a determinagdo do conteudo de proteinas totais, ao sobrenadante foi
acrescentado tampao de Laemmli (LAEMMLI, 1970) contendo 100 mM de DTT, e entao
aquecido por 5-10 minutos. Em seguida, quantidades iguais de proteinas (200 pg) foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE conforme descrito

anteriormente (item 6).

8. Fracionamento subcelular

O material extraido conforme descrito no item 1, foi submetido a
homogeneizagdo em tampdo STE a 4 °C , utilizando-se para isso um homogeneizador tipo
Polytron PTA 20S (modelo PT 10/35; Brinkmann Instruments, Westbury, NY) operado em
velocidade maxima por 30 segundos. A seguir, essas amostras foram submetidas a

centrifugacao (1.000 x g, 25 minutos, 4 °C) a fim de se obter a separacao das fracdes.

O pellet resultante, correspondente a fracdo nuclear, foi ressuspendido em
tampao T, mantido em gelo por 30 minutos, centrifugado (15.000 x g, 30 minutos, 4 °C) e o

sobrenadante retirado e armazenado em gelo. Com isso, obteve-se a fragdo nuclear.

O sobrenadante resultante da primeira centrifugacdo foi retirado e
ultracentrifugado (100.000 x g, 60 minutos, 4 °C) a fim de se obter a fracdo citosolica, a
qual foi retirada e armazenada em gelo, enquanto que o pellet, foi ressuspendido em tampao
STE mais 1% de Nonidet P-40, mantido em gelo por 20 minutos e ultracentrifugado

(100.000 x g, 10 minutos, 4 °C), obtendo-se assim, a fragdo de membrana. Parte do
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sobrenadante da fragcdo nuclear, citosolica ¢ de membrana foi submetido a determinagao do
contetdo de proteinas totais pelo método fotocolorimétrico de Biureto (BRADFORD,
1976), enquanto que a outra parte foi submetida a imunoprecipitacdo e immunoblotting

conforme descrito nos itens 6 e 7, respectivamente.

9. Stripping

Membranas j& utilizadas em experimentos anteriores foram incubadas com
solugdo de stripping em recipiente plastico fechado, a 60 °C (banho-maria), por 60 minutos.
Esta solugdo foi descartada, sendo, a seguir, adicionada as membranas solu¢ao contendo 1
M Tris-HCI, pH 7,5, durante 30 minutos, a TA, sob agitacdo continua. As membranas
foram entdo lavadas com solucdo basal e incubadas com solugdo bloqueadora, solucdo para

anticorpo e para iodo conforme descrito anteriormente no item 6.

10. PCR - semi quantitativo
10.1. Coleta de amostras

Amostras de tecido cardiaco (ventriculos) provenientes de ratos Wistar adultos,
tratados conforme descrito no item 1, foram coletadas apods o time-course pré-estabelecido
em condicoes livres de RNAses, nas quais todo o material cirtirgico ¢ de armazenamento
foi cuidadosamente lavado e esterilizado em estufa a 180 °C por 8 horas. Apds a extracdo,
as amostras foram lavadas em solucdo salina estéril para eliminar todo o excesso de sangue
e entdo submersas em N, liquido para congelamento. Todo o material foi devidamente

identificado e armazenado em freezer — 70 °C para posterior extracdo de RNA

10.2. Extracao de RNA total

Sob condicdes estéreis e livres de RNAses, as amostras foram utilizadas para

extracdo do RNA total com reagente Trizol (GIBCO BRL).
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Os ventriculos foram macerados em N liquido e homogeneizados com Trizol
(1 ml Trizol/50-100 mg de tecido). Apos atingirem a temperatura ambiente, 0s
homogenatos foram transferidos para tubos estéreis onde permaneceram a TA por 5
minutos. Em seguida, o material foi centrifugado (12.000 x g, 10 minutos, 4 °C) ¢ o
sobrenadante transferido para um novo tubo, adicionado 0,2 ml de cloroférmio/ml de
Trizol, homogeneizado vigorosamente por 15 segundos e mantido por 3 minutos a TA,
sendo a seguir centrifugado (12.000 x g, 15 minutos, 4 °C). O RNA encontrado na fase
aquosa da solugdo contida no tubo foi transferido para um novo tubo, ao qual foi
adicionado 0,5 ml de alcool isopropil/ml de Trizol, homogeneizado e mantido a TA por 10
minutos para, em seguida, ser novamente centrifugado (12.000 x g, 10 minutos, 4 °C), a fim
de que ocorresse a precipitagdo do RNA. O sobrenadante foi removido e, ao pellet contendo
o RNA, foi adicionado 75 % etanol-DEPC (1 ml/ml de Trizol) e centrifugado (7.500 x g, 5
minutos, 4 °C). Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet, apds seco, foi
ressuspenso em agua estéril, livre de RNAse (H,O DEPC), e armazenado em

freezer — 70 °C.

A quantidade de RNA das amostras foi estimada por espectrofotometria a 260
nm (A260) e a 280 nm (A280) e a integridade do RNA isolado foi determinada pela razao
A260:A280 e por eletroforese em gel de agarose com visualizagdo em luz ultra violeta,

usando brometo de etideo como corante.

10.3. Obtencgdo do cDNA e reagdo de amplificacao

Para sintetizar a fita simples do cDNA a partir do RNA total, realizou-se uma
reacdo de transcricdo reversa (RT-PCR). As condigdes para transcricdo foram de 50
minutos a 42 °C e 15 minutos a 70 °C utilizando aparelho PTC —100 (MJ Research, Inc,
Watertown, Mass). Todo o procedimento foi realizado sob condigdes estéreis e livres de

RNAses.

Como controle negativo de contaminagdao com DNA gendmico, uma reagdo de
RT-PCR foi realizada a semelhanca das condi¢des descritas acima, com exce¢ao da enzima

SuperScript utilizada na soluc¢do da reacdo, que foi substituida por agua DEPC.
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10.4. PCR semiquantitativo

Para estabelecer o ponto 6timo de amplificagdo na fase exponencial da curva de
amplificacdo, amostras de cDNA do mesmo animal foram utilizadas para uma reagdo de
amplificacdo, sendo utilizado tubos em duplicata que foram retirados da reagdo de

amplificacao a cada um ou dois ciclos, iniciando no ciclo 20 e terminando no ciclo 38.

As condigdes de amplificacdo foram de 94 °C/5 minutos (denaturacdo inicial),
94 °C/1 minuto (denaturacdo), 52 °C/50 segundos (anelamento dos primers), 72 °C/1

minuto (extensdo) e 72 °C/7 minutos (extensdo final).

40 ciclos

94°C :94°C
5 min 1 min 72 °Ci 72 °C
1 min: 7 min

52 °C
50 seg

Figura 1- Esquema das condi¢des de amplificagdo para os genes da B-actina e SOCS3

O produto final da rea¢do de amplificacdo foi submetido a eletroforese em gel
1,5 % de agarose, corado posteriormente com brometo de etideo e visualizado em luz
ultra-violeta através do aparelho TFX 35M UV Transluminator (Life Techonologies, Inc,

GIBCO BRL, Gaithersburg, MD).

Foram também submetidas a estas condi¢cdes de PCR, amostras controle
negativo da reacdo, onde um volume de 4dgua foi adicionado em substituicao ao volume de
cDNA utilizado na reagcdo de amplificag¢do, para se investigar contaminagdo dos materiais

usados no preparo da reacdo e amostras controle negativo do RT-PCR.
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Figura 2- a) Gel de agarose 1,5%. Teste com nimero crescente de ciclos a fim de se
estabelecer o ponto inicial de exponenciacdo da curva de amplificacdo dos
primers sense e antisense para SOCS3; b) Curva da regressao linear feita pelo
programa INSTAT a fim de se verificar o ponto inicial de exponencia¢ao de

amplificagdo do primer para SOCS3, considerado como 6timo para a realizacdo

do experimento.

Apo6s analisar-se o grafico, estabeleceu-se o ciclo 30 como Otimo para a

amplificacao do primer para SOCS3. Para (-actina, o ciclo usado foi o 23.

11. Imunohistoquimica (RWA)
11.1. Fixacdo e processamento do material (Parafina)

Apos tratamento dos animais conforme descrito nos itens 1 e 2, os ventriculos
cardiacos foram extraidos, lavados em salina 0,9 % estéril, a fim de se remover todo o

excesso de sangue e mergulhados em solugdo de paraformaldeido 4 % por 12 horas, a TA.

O material foi entdo processado e incluido em parafina, conforme procedimento
de rotina. As laminas, previamente silanizadas, receberam cortes de 3 pum e foram

armazenadas em estufa a 60 °C até o momento do uso. Estas laminas foram utilizadas para

reagdes de imunofluorescéncia.
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11.1.1. Reacao de Imunoperoxidase

Cortes histologicos de atrios e ventriculos, obtidos conforme descrito no item
11.1, foram diafanizados e hidratados e entdo submetidos & imunoperoxidase, com a

utilizagdo de anticorpo especifico, conforme descrito a seguir.

Inicialmente, foram lavados em tampao PBS por 3 vezes (5 minutos cada
lavagem) e permeabilizados com 0,1 % de Triton X-100 diluido em PBS 0,1 M, pH 7.4,
durante 10 minutos, & TA. Ap6s lavagem em PBS, conforme descrito anteriormente, foram
incubados com solu¢do bloqueadora da atividade da peroxidase endogena, permanecendo
no escuro por 30 minutos, &8 TA. Novamente foram lavados em PBS por 3 vezes de 5
minutos cada e submetidos a solucao bloqueadora para imunoperoxidase por 1 hora, a TA,
a fim de se evitar a ligagdo de proteinas ndo-especificas. Os cortes foram entdo incubados
com anticorpo primdrio (anti-goat SOCS3, dilui¢do 1:20) em solugdo de anticorpo, em
camara umidecida e fechada, overnight, a 4 °C. Os cortes chamados de controle negativo
receberam somente solugdo de anticorpo (sem adicdo de anticorpo). Apos lavagem com
PBS (3 vezes com intervalos de 5 minutos), os cortes foram incubados novamente com a
solucdo de anticorpo contendo o anticorpo secundario especifico biotinilado (anti-goat
biotinilado, dilui¢ao 1:150), por 2 horas, a TA. Apds lavagem com PBS, os cortes foram
submetidas a incubagdo por 45 minutos com Estreptoavidina conjugada com peroxidase
(Vector Laboratories, Inc, Burlingame, CA). Foram novamente lavados e submetidos a
solugdo reveladora (kit Vectashield, Vector Laboratories, Inc, Burlingame, CA) por 8 — 10
minutos, sendo a seguir, lavados com agua destilada por 5 minutos. Realizou-se entdo, a
contra-coloragao com Hematoxilina de Harris por aproximadamente 30 segundos. Os cortes
foram lavados com 4agua destilada por 5 minutos e desidratados. As laminas foram
montadas utilizando-se o meio de montagem Entelan. A reacdo de peroxidase nas amostras
foi detectada em microscopio optico (Leica, Wetzlar, Alemanha) e as fotografias foram

obtidas utilizando-se o sistema Focus Imagecorder Plus.
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11.1.2. Reagao de Imunofluorescéncia (Parafina)

Os cortes histologicos de atrios e ventriculos, obtidos conforme descrito no item
11.1, foram diafanizados e hidratados e entdo submetidos a imunofluorescéncia, com a

utilizagdo de anticorpo especifico para SOCS3 e JAK?2, conforme descrito a seguir.

Os cortes foram lavados em tampao PBS, por 3 vezes (5 minutos cada
lavagem), permeabilizados com 0,1 % de Triton X-100 diluido em PBS 0,1 M, pH 7.4,
durante 10 minutos, a TA, e novamente lavados em PBS conforme descrito anteriormente
para, em seguida, serem incubados com solucdo bloqueadora para imunofluorescéncia A,
por 60 minutos, a TA, a fim de se evitar ligacdes inespecificas. Os cortes foram entdo
incubados com o primeiro anticorpo primadrio (anti-goat SOCS3, dilui¢ao 1:20) em solugao
de anticorpo, em camara umida e fechada, overnight, a 4 °C. Os cortes chamados de
controle negativo receberam somente solu¢do de anticorpo (sem adi¢ao de anticorpo). Apds
lavagem com PBS, os cortes foram incubados em solu¢do de anticorpo contendo o segundo
anticorpo primario (anti-rabbit JAK2, dilui¢do 1:20) por 2 horas, a TA. A seguir, foram
lavados e entdo, incubados com o primeiro anticorpo secunddrio conjugado com
isotiocianato fluoresceina (donkey anti-goat FITC, diluicdo 1:150) em solugdo de anticorpo,
por 2 horas a TA. Os cortes foram bem lavados com PBS, a fim de se remover todo o
excesso deste anticorpo. Em seguida, foram incubados com o segundo anticorpo secundario
conjugado com rodamina (donkey anti-rabbit R, dilui¢do 1:150) em solu¢do de anticorpo,
por 2 horas a TA e lavados. As laminas foram montadas utilizando-se o meio de montagem
Vectashield. A especificidade dos anticorpos secundarios foi testada através de cortes
controle positivo e negativo. Na auséncia dos anticorpos primarios, a aplicagdo dos
anticorpos secundarios (controle negativo) ndo produziu qualquer marcacdo significativa.
As imagens foram obtidas utilizando-se microscopio de fluorescéncia (Leica, Wetzlar,

Alemanha) e as fotos foram obtidas através do sistema Focus Imagecorder Plus.

11.2. Fixacdo e processamento do material (Congelagao)

Apo6s tratamento dos animais conforme descrito nos itens 1 e 2, ventriculos
cardiacos foram extraidos, lavados em salina 0,9 % estéril, a fim de se remover todo o

excesso de sangue, mergulhados em Tissue-tec e congelados em nitrogénio liquido a

-70 °C.
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Laminas, previamente silanizadas, receberam cortes de 5 pm e foram
armazenadas em freezer -80 °C até o momento do uso. Estas laminas foram utilizadas para

reagdes de imunofluorescéncia.

11.2.1. Reagao de Imunofluorescéncia (Congelacao)

Os cortes histologicos de ventriculos, obtidos conforme descrito no item 11.2,
foram fixados com acetona gelada por 10 minutos, lavados em tampao PBS 0,1 M, pH 7.4,
por 3 vezes (5 minutos cada lavagem) e incubados com solucdo bloqueadora para
imunofluorescéncia B, por 60 minutos, a TA, a fim de se evitar ligacdes inespecificas. Os
cortes foram entdo incubados com o anticorpo primario (anti-goat GLUT4, dilui¢ao 1:20)
em solugao de anticorpo, a 4 °C, overnight. Em seguida, os cortes foram lavados em tampao
PBS 0,1 M, pH 7,4, por 3 vezes (5 minutos cada lavagem) e incubados com anticorpo
secundario conjugado com isotiocianato fluoresceina (donkey anti-goat FITC, diluicao
1:150) em solugdo de anticorpo, por 2 horas, no escuro, a TA. Os cortes foram bem lavados
com PBS 0,1 M, pH 7.4, a fim de se remover todo o excesso deste anticorpo. Em seguida,
foram incubados com o segundo anticorpo secunddrio conjugado com rodamina (donkey
anti-rabbit R, dilui¢cdo 1:500) em solucdo de anticorpo, por 45 minutos, no escuro, a TA e
lavados por trés vezes com PBS 0,1 M, pH 7,4. As laminas foram montadas utilizando-se o
meio de montagem Vectashield. A especificidade dos anticorpos secundarios foi testada
através de cortes controle positivo e negativo. Na auséncia do anticorpo primdrio, a
aplicacdao dos anticorpos secundarios (controle negativo) ndo produziu qualquer marcacao
significativa. As imagens foram obtidas através de microscopio confocal a laser (LSM510,

Zeiss, New York, NY).

11.3. Fixacdo e processamento do material (CVIN)

Para a realizacdo desta técnica foram utilizadas somente as placas em cujo
interior havia sido colocada uma laminula, pré-coberta com gelatina 0,1%, sobre a qual os

cardiomidcitos encontravam-se aderidos, conforme descrito no item 3.
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Inicialmente, os cardiomidcitos aderidos as laminulas foram lavados em tampao
PBS 0,1 M, pH 7.4, por 3 vezes (5 minutos cada lavagem) e fixados com tampao
paraformaldeido 4% mais sacarose 4%, durante 15 minutos, a TA. Em seguida, este

material foi submetido a reagdo de imunofluorescéncia.

11.3.1. Reacdo de Imunofluorescéncia (CVIN)

Apo6s lavagem em PBS 0,1 M, pH 7.4, conforme descrito anteriormente, os
cardiomidcitos aderidos as laminulas foram incubados com solugdo bloqueadora de
imunofluorescéncia C, por 1 hora, a TA, a fim de se evitar a ligagdo de proteinas ndo-
especificas. Em seguida, foram incubados com o anticorpo primario (anti-goat GLUT4,
dilui¢do 1:20) em solugdo de anticorpo, em camara umida e fechada, overnight, a 4 °C. Os
cortes chamados de controle negativo receberam somente solucdo de anticorpo (sem adi¢ao
de anticorpo). A seguir, foram lavados e entdo, incubados com o primeiro anticorpo
secundario conjugado com isotiocianato fluoresceina (donkey anti-goat FITC, diluicdo
1:150) em solug@o de anticorpo, por 2 horas, no escuro, a TA. Apos lavagem dos cortes
com PBS 0,1 M, pH 7.4, os cardiomiocitos aderidos foram incubados com o segundo
anticorpo secundario conjugado com rodamina (donkey anti-rabbit R, diluigdo 1:150) em
solucdo de anticorpo, por 45 minutos, no escuro, & TA e lavados por trés vezes com PBS.
Em seguida, fazendo-se uso do meio de montagem Vectashield, as laminulas contendo os
cardiomidcitos foram colocadas sobre laminas histoldgicas. A especificidade dos anticorpos
secundarios foi testada através de cortes controle positivo e negativo. Na auséncia dos
anticorpos primdrios, a aplicagdo dos anticorpos secundarios (controle negativo) nao
produziu qualquer marcagdo significativa. As imagens foram obtidas utilizando-se

microscopio confocal a laser de fluorescéncia (LSM510, Zeiss, New York, NY).

12. Ensaio da atividade da PI 3-K

Apos o tratamento dos animais como descrito nos itens 1 e 2, estes tiveram seus
ventriculos cardiacos removidos e submetidos & homogeneizagdo em tampao PI 3-K, a 4°
C, utilizando-se para isso um homogeneizador tipo Polytron PTA 20S (modelo PT 10/35;

Brinkmann Instruments, Westbury, NY) operado em velocidade méxima por 30 segundos.
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Os fragmentos celulares foram entdo centrifugados (15.500 x g, 20 minutos, 4 °C) para
remocao do material insoltivel e o sobrenadante foi utilizado para o ensaio. Parte deste foi
utilizado para determinagdo do contetido das proteinas totais através do método
fotocolorimétrico de Biureto (BRADFORD, 1976), enquanto que a outra parte foi
submetida a imunoprecipitagdo com anticorpos anti-IRS-1- ou anti-IRS-2, overnight, a
4° C. As amostras foram incubadas com proteina A-6MB por 2 horas e, em seguida,
lavadas 8 vezes em tampdo para lavagem do imunoprecipitado. O precipitado foi
ressuspendido em 50 pl de tampdo para ressuspensdo. A reagdo foi iniciada com a adi¢do
de 10 pl de ATP 440 uM contendo [**P] ATP, mantida sob agitagdo constante a 22° C, por
10 minutos. A reacdo foi finalizada com a adicdo de 20 pl de HCl 8N e 160 pl de
metanol/cloroférmio (1:1). Apds uma rapida centrifugagdo, a fase inferior foi aplicada em
placa de cromotagrafia fina (TLC). Os resultados foram visualizados por auto-radiografias

e quantificados por densitometria Optica.
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