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LISTA DE ABREVIATURAS

ATP - trifosfato de adenosina

DAG - diacilglicerol

DNA - 4acido desoxirribonucléico

EGF - fator de crescimento epidérmico

ERKs - quinases reguladoras da sinalizagio exiracelular

GH - horménio do crescimenio

GRB2 - proteina ligadora do receptor para fator de crescimento
GTP - trifosfato de guanosina

IGF-1 - fator de crescimento semelhante a insulina

IR - receptor de insulina

IRS-1 - substrato-1 do receptor de insulina

IRS-2 - substrato-2 do receptor de insulina

JAK1 e 2 - quinases da familia Janus

Kitt - velocidade de desaparecimento da glicose

MAPK - quinase ativadora da atividade mitogénica

PDGF - fator de crescimento derivado de plaquetas

PI3K - fosfatidilinositol 3-quinase

Raf - serina quinase citoplasmatica ativada pelo Ras ¢ ativadora das MAPKs

Ras - proteina originalmente identificada como um oncogene, tem participa¢do na
regulacio do metabolismo e crescimento celular

RIE - radioimunoensaio

RNA - 4cido ribonucléico

SDS-PAGE - gel de poliacrilamida para eletroforese dodecil sulfato de sodio
Shc - molécula adaptadora e substrato do receptor de insulina

SH2 - segunda homologia ao Src

SH3 - terceira homologia ao Src

SOS - fator ativador do Ras, apresenta homologia a Drosophila son-of-sevenless
Src - oncogene originalmente definido como produto da sarcoma virus Rous

SHPTP2 - fosfotirosina fosfatase ativada pelo IRS-1 fosforilado






A insulina estimula a atividade tirosina quinase de seu receptor, resultando na
fosforilacio de substratos citoplasmaticos, substratos 1 e 2 do receptor de insulina (IRS-1 ¢
IRS-2). Estes dois substratos, por sua vez, ativam g fosfatidilinositol 3-quinase (PI
3-quinase). Sabe-se que um excesso cronico de horménio do crescimento (GH) produz
resisténcia insulinica, mas o exato mecanismo permanece ndo esclarecido. No presente
estudo, examinamos os niveis protéicos e graus de fosforilagéo do receptor de insulina , do
IRS-1 e do IRS-2, bem como a associagfo destes substratos com a PI 3-quinase, no figado
e musculo de ratos tratados cronicamente com GH. Os niveis de receptor de insulina no
figado e musculo foram semelhantes nos grupos tratados com GH e controle. A
autofosfortlagdo do receptor, estimulada pela insulina, nfio mudou no figado, mas mostrou-
se reduzida para 56 £ 5% (p<0,001) no musculo dos ratos tratados com GH. Em contraste,
o nivel protéico de IRS-1 diminuiu para 40 + 6% (p<0,001) no figado dos ratos tratados
com GH, mas ndo no muscule. A fosforilagdo do IRS-1, estimulada pela insulina, mostrou-
se diminuida para 67 + 11% (p<0,05) ¢ 64 =+ 9% (p<0,01) no figado e musculo,
respectivamente. A quantidade de IRS-2 ficou semelhante nos animais tratados com GH,
em relagdo aos controles, tanto em figado quanto em musculo, enquanto a fosforilagio
deste substrato, apds estimulo com insulina, reduziu para 43 £ 4% (p<0,001) no figado e 72
+ 8% (p<0,05) no musculo dos ratos tratados com GH. A associa¢do do IRS-1 com a PI 3-
quinase, estimulada pela insulina, mostrou-se diminuida para 45 + 5% (p<0,001) no figado
¢ para 63 + 10% (p<0,05) no musculo dos ratos tratados com GH. Também a associagio
do IRS-2 com a PI 3-quinase decresceu para 47 £ 10% (p<0,05) ¢ 68 X 10% (p<0,05) em
figado e musculo, respectivamente. Concomitantemente, houve redugdo para 75 * 4%
(p<0,001) no nivel hepatico da PI 3-quinase. Estes dados sugerem que estas alteragOes, nas
etapas iniciais de transmissdio do sinal insulinico, possam desempenhar alguma fungéo na

resisténcia insulinica observada nos animais tratados cronicamente com GH.

Resumo
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Desde a descoberta da insulina ha setenta anos, consideraveis esforgos tém
sido dedicados na tentativa de se entender os mecanismos moleculares de agdo deste
horménio. A importdncia dedicada ao estudo da agdo insulinica justifica-se pela
prevaléncia da resisténcia a insulina e, pelo fato desta, ter relevante papel na patogénese
de muitas doengas, incluindo obesidade, diabetes mellitus, hipertensio,

hiperandrogenismo ovariano e intolerdncia a glicose, associada a muitas doencas

endocrinas.

E usual dividir-se os efeitos da insulina em duas grandes categorias:
metabolicos e de promogdo de crescimento. Os efeitos metabdlicos, em geral, sdo
observados a baixas concentracGes de insulina (KAHN, 1985), sendo seu efeito
dominante na regulacdo da homeostase da glicose, predominantemente em tecidos
hepético e periférico {(musculo e gordura), apresentando também acgdo integrada no
metabolismo dos carboidratos, proteinas e liptdes (FELIG & BERGMAN, 1990). No
figado, a insulina inibe a gliconeogénese e a glicogendlise, levando a inibi¢io da
produgio de glicose e estimulo ao armazenamento de glicogénio. No misculo e tecido
adiposo, a insulina estimula a captagfio, armazenamento e utilizagéo de glicose. Somam-
se a estes efeitos principais na homeostase da glicose outros metabolicos que incluem
estimulo a lipogénese, inibigdo da lipolise, sintese de glicogénio e estimulo a captagio de

aminoacidos e ao fluxo i1dnico (FELIG & BERGMAN, 1990).

Considerando-se a segunda categoria de eventos, onde a insulina promove o
crescimento e diferenciacdo celular, seus efeitos ddo-se a altas concentragdes (KAHN,
1985) e através da modificagio da atividade de uma variedade de enzimas e sistemas de
transporte protéico, levando a estimulagio na sintese de RNA e DNA, estimulo 4 sintese
e inibigdo da degradagdo de proteinas (KAHN, 1985; MOLLER & FLIER, 1991;
CHEATAM & KAHN, 1995).

Como outros hormdnios peptideos e alguns neurotransmissores, a insulina
liga-se a seu receptor protéico especifico, situado na membrana plasmatica da célula, e

assim inicia uma cadeia de reagSes que leva a seus efeitos biologicos caracteristicos
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(KAHN, 1985). O receptor serve para dois propositos: o primeiro € para reconhecer o
hormédnio entre todas as outras substdncias do sangue, ligando-o com alta afinidade ¢
especificidade. O segundo € para transmitir um sinal transmembranico que resulta em
uma ativagdo, nas vias metabolicas intracelulares. Este receptor esta presente,
praticamente, em todos os tecidos de mamiferos, embora em concentragles tais que
variam de 40, em eritrocitos circulantes, a mais de 200 000 em adipocitos € hepatdcitos
(KAHN, 1985). Os niveis plasmaticos normais de insulina variam de 10 a 10'9M, e sio
menores que a média de afinidade de ligacdo da mesma. Assim, o maior numero de
receptores de insulina, localizados no tecido alvo, proporciona o componente necessario

para a mais rapida cinética de ligagio (CHEATAM & KAHN, 1995).

Na sua conformagdo nativa, o receptor de insulina € composto por duas
subunidades ¢ e duas subunidades [} covalentemente ligadas por pontes dissulfeto para
formar um heterotetrémero o3, (MOLLER & FLIER 1991; CHEATAM & KAHN,
1995). Ambas as subunidades sdo glicoproteinas com cadeias laterais de carboidratos
complexos (KAHN, 1985). Todo o receptor (a,3,) tem um aparente peso molecular de
350 000, estimado por eletroforese ndo redutora, em gel de dodecil sulfato de sodio e
poliacrilamida (SDS-PAGE). A subunidade o tem um peso molecular de
aproximadamente 95 000 (KASUGA et al., 1982a), inteiramente extracelular, contendo o
sitio de ligagéio da insulina. A subunidade B € responsavel pela transmissdo do sinal,
sendo uma proteina de localizag8o transmembrana (KASUGA et al., 1982a; ROSEN,
1987). Uma propriedade importante da subunidade 3 do receptor deve-se ao fato desta
ser uma proteina-quinase (KASUGA, KARLSSON, KAHN, 1982b). Proteinas-quinases
sdo enzimas envolvidas na transferéncia de grupos fosfato do ATP para aminoicidos

especificos de proteinas (KAHN, 1985).

Embora as exatas mudangas moleculares que resultam em ativagio do
receptor de insulina sejam incertas, dados consideraveis sugerem que o receptor de
insulina sofre uma mudanga conformacional apos a ligagio da insulina. Esta mudanca
conformacional resulta em alteracdes na sensibilidade do receptor a protedlise

(LIPSON et al., 1986), na suscetibilidade a modificagdes bioquimicas (SCHENKER &
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KOHANSKI, 1988; WILDEN & PESSIN, 1987, WAUGH & PILCH, 1989) e nas
propriedades de sedimentagio (FLORKE, KLEIN REINAUER, 1990). Estd também
associada a alteragBes no reconhecimento das subunidades por anticorpos especificos
(PERLMAN et al., 1989; BARON et al., 1990). A mudang¢a conformacional propaga-se
atraves de ambas as subunidades e a atividade quinase da subunidade B € estimulada,
levando a fosforilagdo do receptor, que ocorre em residuos tirosina da subunidade [
(KASUGA et al., 1982b). Ha evidéncias diretas de que a atividade tirosina quinase do
receptor de insulina € necessaria para a agfio insulinica (MAEGAWA et al., 1988). Uma
evidéncia convincente € originaria de experimentos com mutagénese /n vifro nos quais a
lisina, na posi¢do 1030, foi substituida por varios outros aminoacidos. Com base em
analogia com outras quinases, este residuo esta no sitio de ligagdo de ATP da quinase.
Quando tais mutantes sdo expressos em células, a ligagdio insulinica é normal, mas so
totalmente inativos como quinases ¢ totalmente ineficazes na mediagio dos estimulos da

insulina, no metabolismo celular (EBINA et al., 1987; CHOU et al., 1987).

A autofosforilagdo do receptor de insulina ocorre através de uma cascata de
fosforilagdes intramoleculares. Como resultado, pelo menos seis tirosinas, na porgio
intracelufar da subunidade [, sdo fosforiladas (GOREN, WHITE, KAHN, 1987). Trés
destas tirosinas estdo nas posi¢des 1158, 1162 e 1163. Quando estas trés sfo fosforiladas,
a atividade quinase € entdo implemeniada (CHEATAM & KAHN, 1995). Isto pode ter
papel importante na transmissdo do sinal, desde que a atividade quinase permanece
aumentada, enquanto nfio ocorrer desfosforilagdo, mesmo que a insulina dissocie-se do
receptor (SAAD, 1994). A substituigdo das tirosinas 1162 e 1163 por fenilalaninas
através de mutagénese especifica in vifro resulta em um receptor que ndo € totalmente
ativado como quinase ¢ ¢ ineficiente na transmissdo do sinal {ELLIS et al., 1986). Em
células intactas, o receptor também pode ser fosforilado em serina e treonina (KASUGA
et al., 1982c). Em contraste a fosforilagdo em tirosina, a qual ativa a quinase, a
fosforilagdo em serina tnativa a quinase. Esta regulacdo da atividade quinase do receptor

de insulina, por multisitios de fosforilagdo, proporciona um mecanismo importante para
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regulacio da sinalizagdo da insulina em estados fisiologicos e patologicos

(TAKAYAMA, WHITE, KAHN, 1988).

A porgio citoplasmatica da subunidade [} apresenta homologia com outros
receptores transmembranicos que tém atividade tirosina-quinase, incluindo o receptor
para IGF-1 (fator de crescimento semelhante a insulina), o receptor para EGF (fator de
crescimento epidérmico) e o receptor para PDGF (fator de crescimento derivado de

plaquetas) (CHEATAM & KAHN, 1995).

As conseqiiéncias imediatas da ativagdo da capacidade tirosina quinase
permanecem incertas. Para propagar o sinal, a maioria dos receptores tirosina-quinase,
uma vez autofosforilados, liga-se diretamente a proteinas SH2, assim chamadas por
apresentarem homologia com o produto de um oncogene viral Src. O receptor insulinico,
assim como 0 de IGF-1, representa uma varia¢do deste modelo. Uma vez autofosforilado
estimula sua atividade tirosina-quinase e fosforila substratos intermediarios responsaveis
pela formagio de um complexo de multisubunidades de sinalizagio (CHEATAM &
KAHN, 1993).

Tém sido descritos varios substratos enddgenos para o receptor insulinico.
Estas proteinas sdo rapida e diretamente fosforiladas em seus residuos tirosina pela
atividade quinase do receptor. A primeira proteina alvo descrita e, talvez, a melhor
estudada, foi micialmente chamada de pp185, por migrar entre 165-185 kDa em SDS-
PAGE e, posteriormente, denominada substrato-1 do receptor de insulina (IRS-1)
(WHITE, MARON, KAHN, 1985; SUN et al., 1992). O IRS-1 foi purificado € clonado
de varias fontes e exibe alta conservac@o de seqiiéncia entre as espécies. O gene humano
do IRS-1 esta localizado no cromossomo 2q36-37 ( CHEATAM & KAHN, 1995;
WHITE & KAHN, 1994).

A capacidade do IRS-1 de ser fosforilado em tirosina, apds estimulacfo
insulinica, e de participar na transmissio do sinal, depende de uma caracteristica

estrutural, que € a presenga de multiplos sitios tirosina em localizagdes estratégicas. Com

L¥]]
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base em analise seqiiencial, existem 22 sitios tirosina potenciais para fosforilagdo no IRS-
1. Nove destes possuem uma de duas seqiiéncias repetitivas: YMXM ou YXXM, onde Y
¢ tirosina, M ¢ metionina ¢ X é qualquer outro aminoacido. Seguindo-se a estimulagdo
insulinica, estas tirosinas, bem como outras tirosinas potenciais na molécula de IRS-1,
sdio rapidamente fosforiladas, resultando em uma ligagiio ndo-covalente do IRS-1 com
proteinas especificas (WHITE & KAHN, 1994; KAHN, 1994). O IRS-1 também contém
cerca de 30 sitios potenciais de fosforilagio em serina/treonina, em localizagSes

reconhecidas por varias quinases (WHITE & KAHN, 1994).

Estudos izt vivo em cultura de c€lulas e em sistemas reconstituidos in vitro, o
IRS-1 fosforilado associa-se a enzima fosfatidilinositol 3-quinase (Pl 3-quinase)
ativando-a (BACKER et al, 1992; FOLLI et al, 1992). Recentemente, ficou
demonstrado que esta associagdo e ativagdo também ocorrem em dots importantes tecidos
insulino-sensiveis de ratos, figado e musculo, em concentragdes fisiologicas de insulina
(FOLLI et al., 1992; SAAD et al, 1993)‘ A enzima PI 3-quinase apresenta uma
subunidade catalitica de 110 kDa e uma regulatoria de 85 kDa que contém duas porches
SH2 e uma SH3 (CARPENTER & CANTLEY, 1990). A ligacdo e ativagio descritas
envolvem as tirosinas fosforiladas do IRS-1 proximas a metioninas YMXM, e a porgio
SH2 da subunidade regulatdéria da enzima PI 3-quinase. A insulina aumenta a
concentracdo intracelular de fosfatidilinositol 3-fosfato, sugerindo que a PI 3-quinase ¢

realmente ativada durante a estimulagdo com este horménio.

Trabalhos recentes demonstram que a ativagdo da PI 3-quinase € essencial
para o transporte de glicose, pois o tratamento de células com um inibidor especifico

desta enzima, o wortmannim, bloqueia também a captagio desta hexose (OKADA et al,,

1994).

Assim, a insulina estimula a fosforilagio do IRS-1 que, fosforilado, liga-se a
outras moléculas de sinalizagio intracelular, propagando o sinal insulinico. Além da PI 3-
quinase, pelo menos trés outras proteinas com porgdo SH2 associam-se ao IRS-1: Syp,

Nck ¢ GRB-2 (KUHNE et al., 1993; CHEATAM & KAHN, 1995). A proteina Syp
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(SHPTP2) ¢ fosfotirosina fosfatase que contém duas porgdes SH2 e liga-se 4 tirosina
1172 do IRS-1 {(SUN et al., 1993). Esta unifo ativa a fosfatase que, potencialmente, pode
ter importancia no crescimento celular e exercer uma auto-regulagio no sinal gerado pela
insulina. A Nck de 47 kDa ¢ uma proteina adaptadora com trés por¢des SH3 e uma SH2,
sendo fosforilada em aminoacidos tirosina e serina, em resposta a diversos fatores de
crescimento. Ela, provavelmente, conecta o IRS-1 a vias metabdlicas envolvidas no
crescimento celular. A GRB-2 ¢ uma proteina citoplasmatica que contém duas porgdes
SH3 e uma SH2, sendo esta Gitima o sitio de ligacdo & tirosina 895 do IRS-1. A GRB-2
age como uma molécula adaptadora que une o fator permutador de guanina para a
p21ras, chamada mSOS (son-of-sevenless), a fosfoproteinas como o receptor do EGF e 0
IRS-1. O complexo GRB/mSOS ativa a p2lras, estimulando a ligacdo de GTP. Por
analogia, a interagdo do complexo GRB/mSOS ao IRS-1 pode mediar a estimulagdo da

p21ras pela insulina (KAHN, 1994; WHITE & KAHN, 1994).

Recentemente, surgiram evidéncias da existéncia de um substrato alternativo
para o receptor. Para elucidar o papel do IRS-1, na a¢do da insulina/IGF-1, foi criado um
camundongo transgénico que ndo sintetiza IRS-1 (ARAKI et al., 1994; TAMEMOTO et
al., 1994). Estes animais nio tém IRS-1 e conseqiientemente nfio apresentam fosforilagio
deste substrato ou associagdo TRS-1/PI 3-quinase. Também apresentaram uma redugdo de
50% no crescimento intra-uterino, intolerdncia 4 glicose e diminui¢do na captacdo de
glicose, estimulada pela insulina in vivo e in vitro. A ago residual da insulina/IGF-1,
nestes animais, correlacionou-se com o aparecimento de uma nova proteina fosforilada
em tirosina - IRS-2 - a qual se liga & Pl 3-quinase, mas com peso molecular
discretamente maior ¢ imunologicamente distinto do IRS-1 {(ARAKI et al, 1994). A
recente clonagem do IRS-2 revelou grande homologia deste substrato com o IRS-1, com
alta conservagiio de dois dominios da posigioc NH2-terminal (SUN et al., 1995).
Expressa-se IRS-1 e IRS-2, em diferentes proporgdes, nos vérios tectdos e podem mediar
sinais alternativos em vias que ndo estdo ainda completamente esclarecidas (MYERS &

WHITE, 1993).
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Logo, fica claro que o IRS-1 e o IRS-2 séo proteinas importantes no processo
de transmissdo do sinal insulinico, quando localizadas estrategicamente na fase inicial
desta sinalizag¢fio. Atuando como ancoradouro de proteinas, que ativam diversas enzimas,
sdo pontos de ramificagio que permitem serem pleiotrdpicos os efeitos da insulina.
Portanto, o estudo da regulagio do IRS-1 e do IRS-2 em tecidos hepatico e muscular, de
modelos animais de resisténcia 4 insulina, pode contribuir para a compreensio de

mecanismos moleculares pos-receptores de alteragdo de sensibilidade a este hormdnio.

Varios modelos animais de resisténcia insulinica tém sido estudados, dentre
estes os camundongos obesos (SAAD et al., 1992), ratos tratados com dexametasona
(SAAD et ai, 1993), ratos espontaneamente hipertensos (KAHN & SAAD, 1992), ratos
idosos (CARVALHO et al., 1996), ratos tratados com glucagon ou adrenalina (SAAD et
al., 1995a; SAAD et al., 1995b). Estes estudos mostraram diminui¢do na expressdo e
fosforilagdo do receptor e (ou) do IRS-1 que podem levar & redugdo na associagio e na
ativacdo da Pl 3-quinase em figado ¢ musculo destes animais. Os resultados destes
estudos sugerem que estas mudangas, nos passos iniciais de transmissio do sinal
insulinico, podem ter um importante desempenho na resisténcia insulinica observada

nestes animais.

Entretanto, a fun¢fo destas etapas iniciais da ac¢do insulinica, em outros
modelos fisiopatologicos de resisténcia a este hormdnio, ndo foi ainda caracterizada,

como nas situagdes de excesso endégeno ou exogeno de hormdnio do crescimento.

Hi cerca de sessenta anos , surgiram as primeiras evidéncias de uma relagio
nitida entre acromegalia e diabetes mellitus (HOUSSAY & BIOSATTI, 1932, YOUNG,
1937). Investigagdes iniciais, na tentativa de esclarecimento do efeito diabetogénico do
hormdnio do crescimento, mostraram que pacientes portadores de acromegalia
apresentam, apos sobrecarga oral de glicose, glicemias maiores em relagdo aos controles,
caracterizando um estado de intolerdncia a glicose (BECK et al., 1965; FINEBERG et al.,
1970; SONKSEN et al ,1967). Ainda mais marcantes foram as observagdes de que estes

pacientes apresentam, em paralelo, aumento de insulina plasmatica até cerca de trés vezes
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o valor dos controles (BECK et al., 1965; TRIMBLE et al., 1980) e, ainda assim, séo
incapazes de obter utilizagdo normal de glicose. Isto caracteriza um estado de resisténcia
insulinica, que pode ser também mensurado pela proporgfo insulina/glicose que se
encontra marcantemente aumentada nos acromegalicos em relago aos controles, apds
teste oral de tolerincia a glicose (FINEBERG et al., 1970). Somam-se a estes dados, a
observacio de que em pacientes acromegalicos, a despeito da hiperinsulinemia, a
velocidade de desaparecimento da glicose, apds teste de tolerdncia & glicose endovenosa,
encontra-se reduzida em cerca de metade do valor de individuos normais (SONKSEN et
al.,1967). Posteriormente, inameras investigagdes confirmaram esta associagdo entre
acromegalia e diabetes mellitus (NABARROQO, 1991; DAUGHDAY, 1992), estabelecendo
que, aproximadamente, 20% dos pacientes acromegalicos sdo diabéticos e que 30%

apresentam intolerancia a carboidratos.

A administragio cronica do GH em homens (WEAVER et al.,1995; RIZZA,
MANDARINO, GERICH, 1982) ou animais (MALOFF, LEVINE, LOCKWOOD, 1980;
MORGAN et al.,1961; BISHOP et al., 1967) esta também associada & resisténcia
insulinica. Nos tltimos anos, alguns estudos procuraram investigar a participacio dos
tecidos periféricos e hepatico, nesta situagdo de resisténcia 4 insulina, bem como
alteracdes em nivel de receptor de insulina em pacientes acromegalicos € em animais
tratados cronicamente com altas doses de GH (KAHN et al.,1978; MUGGEQ et al,,
1979; FOSS et al., 1991; HANSEN & TSALIKIAN, 1986).

KAHN et al. (1978), submeteram ratos a tratamento exclusivo com GH
bovino subcutdneo durante cinco dias. Observaram que estes animais apresentaram
discreta diminui¢do na sensibilidade a insulina e uma reduciio na concentrago do
receptor de insulina. Isto estava associado a um aumento reciproco na afinidade da
insulina ao receptor e assim, nenhuma alteragio ocorreu na ligagio da insulina a
concentra¢des fisiologicas deste hormdnio, sugerindo que a resisténcia insulinica presente
na exposi¢do cronica a excesso de GH esteja relacionada com alteraghes pos-receptor.
Resultados semelhantes foram observados, quando a ligagéo da insulina a seu receptor foi

avaliada em monocitos circulantes de pacientes acromegalicos (MUGGEOQO et al., 1979).

fntrodugdo 9



Diversos estudos, utilizando metodologia variada demonstraram redugdo na
capta¢io muscular de glicose ¢ aumento da producio hepatica de glicose em pacientes
acromegalicos (FOSS et al., 1991, HANSEN & TSALIKIAN, 1986), sendo estas
alteragBes precoces, observadas em pacientes acromegalicos com tolerdncia normal a
glicose (FOSS et al., 1991). HANSEN & TSALIKIAN (1986), utilizando o modelo de
“clamp normoglicémico” associado a métodos isotOpicos e estudo de receptores de
insulina em eritrdcitos € mondcitos demonstraram que, em pacientes acromegalicos, a
resisiéncia a insulina observada deve-se tanto a uma menor supressibilidade na produgao
hepatica de glicose, quanto a uma menor utilizagfo periférica dessa hexose. A associagio
de uma reducdo no uso de glicose a um estimulo maximo de insulina e auséncia de
alteragdes na ligacdo insulina-receptor em eritrocitos e monocitos sugerem uma mudanga

de fungdo em nivel pos-ligacio.

Entretanto, 0 mecanismo molecular, pelo qual a administragio exégena ou
aumento de secrecdo endogena de GH induz resisténcia a insulina, nfio esta totalmente
esclarecido. Neste sentido, a caracterizagio das etapas iniciais da agfo insulinica, em
modelo animal de excesso de GH, poderia contribuir para a elucidagdo do mecanismo de

redugio na sensibilidade 4 insulina, associada a excesso de GH.
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Os objetivos do presente trabaiho foram:

Estudar os niveis teciduais e graus de fosforilag@o do receptor de insulina, do
IRS-1 e do IRS-2, bem como a interacio deste substratos com a PI 3-quinase em figado e

musculo de ratos, tratados cronicamente com horménio do crescimento.
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3.1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos (Rattus novergicus, variedade albina), da linhagem
Wistar-Hannover, machos, jovens, com seis semanas de vida, fornecidos pelo Biotério
Central da UNICAMP, Campinas-SP. Apés o desmame, os animais recebiam como

alimentaciio apenas ra¢do para ratos Labina, marca Purina.

Uma semana antes de qualquer experimento, os animais foram acomodados em
gaiolas plasticas, com trés espécimes em cada, ¢ mantidos em condi¢bes de fotoperiodo

(12 x 12h), com ragdo e agua fornecidos ad libitum.

3.2. MATERIAIS

Os reagentes ¢ aparelhos para eletroforese em gel de dodecil sulfato de sodio e
poliacrilamida (SDS-PAGE) foram da Bio-Rad (Richmond, CA). Metano
hidroximetilamina (TRIS), fenilmetilsulfoniifluoreto (PSMF), aprotinina e ditiotreitol
(DTT) foram da Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo). Sodio amobarbital e insulina reguiar
(Humulin R) fornecidos pela Lilly. Horménio do crescimento biossintético humano GH -
Norditropin- foi adquirido da Novo Nordisk (Bagsvaerd, Dinamarca). Proteina A com iodo
radioativo (‘>’I) fornecida pela Amersham (UK) e proteina A Sepharose 6 MB da
Pharmacia (Uppsala, Suécia). A membrana de nitrocelulose (BA85, 0.2um) foi de
Schleider e Schuell. O anticorpo monoclonal anti-fosfotirosina e o anticorpo policlonal
anti-P1 3 quinase (p85) foram obtidos da Upstate Biotechnology Incorporated (UBI, Lake
Placid, NY). Usado também anticorpo monocional anti-fosfotirosina da Santa Cruz
Biotechnology, Inc.. Os anticorpos anti-IRS-1, anti-IRS-2 e anti-receptor de insulina
foram obtidos em coelhos (SAAD et al., 1993) e gentilmente cedidos pelos Drs. C.Ronald
Kahn, Morris F. White e Xiao Jian Sun (Joslin Diabetes Center). A insulina foi dosada por

RIE usando kit da Diagnostic Systems Laboratories (Webster, Texas).
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3.3. SOLUCOES EMPREGADAS NOS DIVERSOS EXPERIMENTOS

3.3.1. Tamp#o de extragio:

Utilizado para a extragdo de proteinas para immunoblotting e
imunoprecipitagio do tecidos hepatico e muscular. Contém: Trisma base 100mM, EDTA
10mM, pirofofato de sodio 10mM, fluoreto de sodio 10mM, ortovanadato de sodio 10 mM,
PSMF 2mM (diluido em alcool etilico), triton X 100 1%, aprotinina 3% (0,1 mg/ml). Esta
solugio deve ser mantida a 4°C. O ortovanadato, PSMF e a aprotinina devem ser

acrescidos no momento do uso.

3.3.2. Tampio de Laemmli (5X):

Usado para estocar o material extraido e sua posterior aplicagdio no gel de
policrilamida para eletroforese dodecii-sulfato de sodio (SDS - PAGE) a 6% (LAEMMLI,
1970). Contém: Azul de bromofenol 0,1%, fosfato de sédio 1M pH 7,0, glicerol 50%, SDS
20%.

3.3.3. Solug¢iio Tampio para eletroforese em gel (SDS - PAGE):

Utilizada para a realizagdo da eletroforese no SDS-PAGE, das proteinas
extraidas. A solucio deve ser diluida 1:4 para uso. Contém: Trisma base 0,2M, glicina

1,52M, EDTA 7,18M, SDS 0,4%.

3.3.4. Solucio tampdo para transferéncia:

Empregada para a transferéncia das proteinas separadas no SDS-PAGE para a

membrana de nitrocelulose. Contém: Trisma base 25mM, glicina 129 mM, Metanol 20% e
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SDS 0,02% para facilitar a eluigio de proteinas de alto peso molecular. Deve ser

estocada a 4°C.

3.3.5. Solucio tampio para SDS-PAGE, Gel de resolugiio (resolving):

Para a manufatura do SDS-PAGE, gel de resolugio, um tamp&o composto de :

EDTA 4mM, SDS 25%, Trisma base 1,5m e tem o pH ajustado para 8,9 com &cido

cloridrico.

3.3.6. Solugio tampio para SDS-PAGE, gel de empilhamento (Stacking):

Necessaria na confeccdo do SDS-PAGE, gel de empilhamento das proteinas.
Contém: EDTA 4mM, SDS 2%, trisma base 10 mM, com pH ajustado para 6,7 com acido

fosforico.

3.3.7. Solucio Basal:

Solugdo basica usada para o manuseio da membrana de nitrocelulose, apos
transferéncia das proteinas. Contém: Cloreto de sédio 0,15M, trisma base 0,01M, Tween 20

0,05%.

3.3.8. Soiucao bloqueadora:

Para incubar a membrana de nitrocelulose, logo apos a transferéncia. Contém:

5% de leite em po desnatado (molico®) e azida sodica 0,02%, dissolvidos em solugao basal.
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3.3.9. Soluciio para anticorpos:

Onde se dilui os anticorpos especificos . Contém: 0,3% de soro albumina

bovino (BSA) e azida sddica 0,02%, diluidos em solugio basal.

3.3.10. Solucio tampio para lavagem do imunoprecipitado:

Contém: Trisma base 100mM, EDTA 1mM, ortovanadato de sédio 2mM, triton

X-100 0,5%.

3.3.11. Solucg@io com proteina A marcada com 1551

Solugio que contém a proteina A com Iodo'® para a marcacdo dos anticorpos
especificos, 0 que permite a visualizagio em autoradiografia. Contém 0,1% de albumina

dissolvida em solugio basal com 0,01 uCi de proteina A.

3.4. METODOS
3.4.1. Procedimentos com animais:

Os animais, nas condigdes anteriormente descritas, apresentando peso conforme
Tabela 1, foram classificados em controle ou ratos tratados com GH, e os estudos
realizados nos mesmos, em paralelo. Um excesso de GH foi induzido atraves de injegio
subcutdnea de GH, 1 mg por dose, tendo sido a primeira dose administrada as 17 horas do
primeiro dia. Do segundo ao quarto dia, foram administradas duas doses, 4 9 e as 17
horas. No quinto dia, a altima dose foi administrada as 9 horas e o experimento intciado 1
hora e 30 minutos apds. O grupo controle recebeu volume equivalente de solugdo salina
normal (0,9% NaCl) nos mesmos horarios e pelo mesmo periodo. Os  animais

permaneceram em jejum por 12 - 14 horas, previamente aos experimentos, tendo sido
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estudados animais estimulados com insulina regular (+) e os ndio estimulados (-} onde se

infundiu solugdo salina a 0,9%.

3.4.2. Via de acesso ¢ retirada do tecido:

Os experimentos iniciaram-se as 10 horas € 30 minutos. Apos jejum alimentar,
ndo hidrico, de 12 - 14 horas, os animais foram submetidos 4 anestesia por administragdo
intraperitoneal se solugdo contendo Tionembutal, na dose 15mg/Kg de peso. O
procedimento foi iniciado, quando os reflexos corneano e de retirada da pata a dor
estivessem abolidos; os animais foram colocados em decubito ventral e, apds tricotomia da
regifio abdominal anterior, realizou-se uma incis#o de aproximadamente 3 cm de extensao,
longitudinal, subapofise xifoide, atingindo pele e tecido subcutineo. A seguir, abriu-se com
tesoura cirirgica a musculatura retoabdominal, via linha alba, atingindo a cavidade
abdominal e a veia porta, entdio, individualizada. Apos, procedia-se a abertura da pata
traseira com exposi¢do do musculo gastrocnémico. Nos amimais do grupo negativo (sem
estimulagdo com insulina), tanto controle quanto tratados com GH, foi imjetada, apos
puncio da veia porta, 0,5 ml de solugdo salina 0,9%. Para os animais do grupo positivo
(com estimulagdo com insulina), insulina regular foi injetada na concentragio de 107 M,

juntamente com salina para obtermos homogeneidade do volume aplicado.

Apds 30 e 90 segundos da injegdo, foram retirados um fragmento hepéatico e um
fragmento do musculo grastocnémico, respectivamente. Estes foram homogeneizados com
um polytron PTA 20S (Brinkmann Instruments modelo PT 10/35) em 10 volumes de
tampéo de extragio, mantidos a 4°C. Em experimentos preliminares (SAAD et al., 1992),
demonstrou-se que a fosforilagdo maxima do IRS-1, apos infusdo de insulina na veia porta,
ocorria entre 30 e 60 segundos no figado, e entre 1 e 4 minutos em musculo, a

concentragdes de 10” ¢ 10° M de insulina, respectivamente.
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3.4.3. Manuseio do extrato total:

O material extraido foi centrifugado em microcentrifuga refrigerada a 4°C
(Bioanalytical) a 12.000 rpm por 40 minutos; parte do sobrenadante foi utilizada para
determinagdo da concentragdo de proteinas por fragmento extraido de tecido e outra para

aplicagiio no SDS-PAGE.

Para aplicagio no SDS-PAGE, o sobrenadante foi armazenado em aliquotas,
com tampdo de Laemmli, acrescido de DTT 200mM, na proporgdo de 1:5 (400 pl do
sobrenadante em 100u! do tampdo de Laemmli com DDT ), mantido sempre a 4°C até a

aplicagio no gel.

3.4.4. Immunoblotting ou Westernblotting:

Aplicou-se, no SDS - PAGE de 2 mm de espessura, 200 pg de proteina por
amostra, ¢ o gel foi balizado por marcador de alto peso molecular, para gel de
poliacrilamida, da Bio Rad que contém: miosina (206 kDa), B galactosidade ( 117 kD),
BSA (89 kDa) e ovalbumina (47 kDa).

A eletroforese foi realizada em cuba de minigel Mini-PROTEAN® II Cell da
Bio Rad, com solucdo tampdo para eletroforese, previamente diluida. O SDS-PAGE
sempre submetido a 20 volts, inicialmente, até a passagem da linha demarcada pela fase de
empilhamento (stacking) e 100 volts até o final do gel de resolugio (resolving). A seguir,
as proteinas, separadas no SDS-PAGE, foram transferidas para membrana de nitrocelulose.
Para tal foi utilizado o equipamento de eletrotransferéncia do minigel da Bio Rad. A cuba é
mantida a 120 volts por 150 minutos (TOWBIN, SRAEHLIN, GORDON,1979). Para

manter a temperatura ndo muito alta, foram efetuadas sucessivas trocas da forma de gelo.

As membranas, com as proteinas transferidas, foram incubadas em solugio

bloqueadora por duas horas, 4 temperatura ambiente, ap6s o que foram lavadas em solugfo
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basal por trés sessdes de dez minutos, para subseqilente incubacio com anticorpo

especifico.

Tal incubagio foi feita a 4°C por 14 - 16 horas, sob agitagio constante, apos o
que a membrana foi novamente lavada com solugdo basal, por quatro sessdes de dez
minutos. A seguir novamente incubada , agora em solugdo com proteina A marcada com
1231 durante quatro horas, a temperatura ambiente. Novamente lavada com solu¢do basal
por cinco sessdes de dez minutos, secada e exposta em filme de RX que colocado em

cassete, foi mantido & temperatura de —80°C. Apos 12 a 48 horas, o filme foi revelado de

forma convencional.

Uma vez identificadas as bandas das autoradiografias, procedeu-se a leitura por
densitometria optica, quantificando suas areas. A partir de entfo, foi realizada a analise dos
dados, comparando-se o tecido do animal controle com o outro em experimento, de
maneira que sempre houvesse controle intra-experimento. Os resultados foram descritos

como variagio percentual dos diferentes grupos, em relagdo a esse controie.

3.4.5. Imunoprecipitacio:

Em alguns experimentos, os tecidos hepatico e muscular dos animais foram
extraidos e homogeneizados em tampdo de extragiio a 4 °C. Apds centrifugagdo por 35 min
a 12.000 rpm a 4 °C, a solugio sobrenadante dos tecidos foi usada para imunoprecipitagdo
com anticorpo anti-IR, anti-IRS-1 e anti-IRS-2. Também, nessa situacdo, o volume das
amostras foi normalizado por concentragio protéica como o realizado para o extrato total
dos tecidos € as referidas amostras foram incubadas com o anticorpo anti-IR, anti-IRS-1 e
anti-TRS-2 e permaneceram sob agitagio continua, a 4 °C durante 12 horas. A seguir,
foram acrescentados 50 ul de proteina A-Sepharose 6 MB para precipitagio do complexo
proteina-anti-IRS-1, proteina-anti-IRS-2 ou proteina-anti-IR, a qual foi mantida sob
agitagdo continua a 4°C, por duas horas. Novamente centrifugadas, por 15 minutos, a 12

000 rpm a 4 °C, o sobrenadante foi descartado, e o precipitado foi, por trés vezes, lavado
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com a solugdo tampdo especifica para lavagem e, apds ressuspenso em tampéo de Laemmili,
submetido a eletroforese em SDS-PAGE 6%. Os passos seguintes foram realizados nos

mesmos padrdes daqueles utilizados para immunoblotting.

3.4.6, Teste de toleriancia a insulina

Alguns animais, de ambos os grupos de controle ¢ GH, foram submetidos a
teste de tolerancia a insulina endovenosa {(ITT). Através de puncdo da veia cava, procedeu-
se a coleta de sangue para dosagem de insulina e glicemias basais. Apds infusdo
endovenosa de insulina 10°M na veia porta, amostras de sangue para dosagem de glicose
foram colhidas, através de corte da extremidade distal da cauda dos animais, nos tempos 4,
8, 12 ¢ 16 minutos. A dosagem plasmatica de glicose foi determinada pelo método da
glicose oxidase ¢ a dosagem de insulina por radiomunoensaio. A velocidade constante de
desaparecimento da glicose (Kitt) foi calculada pela formula 0,693/ t172. O t1/2 da glicose
foi calculado a partir da inclinagdo da curva de regressdo minima, durante a fase linear de

declinio da concentragio plasmatica de glicose (BONORA et al., 1989).

3.4.7. Analise estatistica

Os experimentos foram realizados, estudando-se todos os grupos de animais em
paralelo. Para comparagdes, teste t de Student para dados pareados ¢ ndo pareados foi

usado, conforme apropriado. O nivel de significdncia empregado foi p<0,05.

Para efeito de comparagio, os resultados sdo expressos como variagdo
percentual, em relagdo ao controle que foi sempre 100%. Os resultados foram expressos

como unidades arbitrarias.
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CARACTERISTICAS DOS ANIMAIS

A tabela 1 resume os dados dos animais controles ¢ dos tratados com GH,
incluindo peso corporal, glicose plasmatica, niveis séricos de insulina e velocidade de
desaparecimento da glicose durante o teste endovenoso de tolerdncia a insulina (Kitt)
(ANEXO 1). Em relagio & glicose plasmatica, verificamos que ndo houve variagio
significativa entre os dois grupos, sendo a glicemia dos controles de 99 + 1,5mg/dl e a
dos tratados com GH de 91 + 4mg/dl (p=0,086), enquantc a dosagem de insulina sérica
mostrou-se significativamente superior nos animais tratados com GH, em relagio aos
controles, com os respectivos valores de 0,31 £ 0,04ng/ml e 0,16 = 0,04ng/mi (p<0,05).
A velocidade de desaparecimento da glicose (Kitt) durante o teste de tolerancia a
insulina mostrou-se significativamente inferior nos ratos tratados com GH, sendo a media
de 2,06 + 0,79%/min, enquanto a meédia dos controles foi de 4,23 + 0,51%/min (p<0,05).
Considerando-se a somatéria destes dados, constatamos que os animais expostos a
excesso de GH apresentam um estado de resisténcia a insulina caracterizado por niveis
aumentados de insulina de jejum, associados com niveis normais de glicose plasmatica e

marcada diminuigdo na velocidade de desaparecimento da glicose.

Tabela 1. Caracteristicas dos animais estudados

Grupes Peso Glicemia Insulinemia Kitt
g “mg/dl ng/ml %/min
Controle  159+19(6) 99+15(7) 0,16 0,04 (9)* 423+0,5 (1)*
GH 162+15(5)  91+4,0(7) 0,31+0,04 (13)* 2,06 + 0,8 (6)*

Os resultados s&o expressos como Média + SEM (desvio padrio). O nimero de animais

€ mostrado entre parénteses. * p<0,05
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EFEITO DO TRATAMENTO CRONICO COM HORMONIO DO CRESCIMENTO NA EXPRESSAO
E FOSFORILACAO DO RECEPTOR DE INSULINA, DO IRS-1 E DO IRS-2 NO FiIGADO DE

RATOS

Nio houve alteragdo no nivel protéico do receptor de insulina, no figado dos
ratos tratados com GH em relagio aos controles, como determinado pelo immunoblotting
com anticorpo contra a porgio COOH-terminal do receptor de insulina (Fig. 1A). Numa
média de 13 experimentos, a figura 1B mostra-nos que o nivel tecidual do receptor de
insulina nos animais tratados com horménio, comparados aos controles, € de 106 £ 15 %

(p=0,671).

Em amostras de figado, previamente imunoprecipitadas com anticorpo anti-
receptor de insulina e submetidas a immunoblotting com anticorpo antifosfotirosina
(Fig 2A), observamos que a fosforilagdo estimulada pela insulina da subunidade B de 95
kDa do receptor de insulina apresenta uma diminuigdo discreta nos animais tratados com
GH em relagfio aos controles, mas esta diferenga no foi significativa. Em um total de 9
experimentos, a fosforilagio do receptor de insulina no primeiro grupo foi de 83 £ 10%

(p=0,117) em relagio ao grupo controle (Fig. 2B).

Usando anticorpos especificos contra IRS-1 (Fig. 3A), o nivel desta proteina encontrou-
se diminuido para 40 + 6% (n=8; p<0,001) no figado dos ratos tratados cronicamente
com GH. Estes achados foram confirmados, por densitometria Optica de 8 experimentos

(Fig. 3B).

Depois do tratamento com GH, as alteragbes na fosforilagdo do IRS-1, em
nivel hepatico foram observadas tanto no estado basal quanto apos o estimulo insulinico.
Antes do estimulo insulinico, a fosforilagio basal do IRS-1 foi ~150% maior nos animais
tratados com GH em relagio aos controles. Apés a estimulagio com insulina, a
intensidade desta banda aumentou em ambos os grupos, quando comparada ac estado
basal dos mesmos. Entretanto, comparando-se as bandas estimuladas com insulina,

observamos que a fosforilagio do IRS-1 mostrou-se reduzida para 67 * 11%
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(n=5; p<0,05) nos animais tratados com GH em relacdo 4 mesma banda dos controles

(Fig. 4A ¢ Fig. 4B).

Os ratos tratados com GH n#o diferiram dos controles, significativamente,
quanto a0 nivel protéico de IRS-2 presente em figado, como foi determinado por
immunoblotting com anticorpo especifico para este substrato (Fig. 5A). Numa média de
5 experimentos, a figura 5B mostra que a quantidade de IRS-2 nos animais tratados com
GH foi de 108 + 3% (p=0,075) comparado aos controles. Concordante com o
comportamento do IRS-1, a fosforilagdo em tirosina do IRS-2 esteve aumentada para
149% antes do estimulo insulinico nos ratos tratados com GH, enquanto o grau de
fosforilagio do IRS-2 estimulado pela insulina mostrou-se reduzido para 43 + 4%
(n=5; p<0,001) na presenga de excesso cronico de GH em relagio aos controles (Fig.6A e

6B).

Estudos anteriores (BACKER et al., 1992; FOLLI et al., 1993; ARAKI et
al.,1994; GIORGETTI et al.,1993; HADARI et al., 1992; LAVAN et al, 1992; KELLY
& RUDERMAN, 1993) tém sugerido que existe uma interagio relativamente estavel €
de alta afinidade entre o IRS-1 e a subunidade de 85 kDa da PI 3-quinase, de tal forma
que, ambas as proteinas, podem ser co-precipitadas com anticorpos especificos para as
mesmas. Quando as membranas de nitrocelulose, previamente imunoprecipitadas, com
anticorpo anti-IRS-1, foram incubadas com anticorpos contra a subunidade de 85 kDa da
Pl 3-quinase (Fig. 7A), evidenciou-se pouca ou nenhuma imunorreatividade da PI
3-quinase no estado basal dos animais controles. Mas nos animais tratados com GH,
quando comparamos esta mesma banda de estado basal, observamos que ela estava
~180% maior neste grupo, em relagio aos controles, sugerindo maior associa¢do entre
IRS-1/PI 3-quinase no estado basal deste grupo. Depois da estimulagdo com insulina, a
intensidade desta banda aumentou em ambos os grupos de animais, uma observacio
consistente com a formacdo de uma associaglo estavel entre IRS-1 e PI 3-quinase.
Entretanto, a comparagdo das bandas, estimuladas pela insulina, revelou que a quantidade

de PI 3-quinase associada ao IRS-1 estava reduzida para 45 + 5% (n=6; p<0,001) no
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figado dos ratos tratados com GH, sugerindo uma diminuiggo da associagio entre IRS-1 e

PI 3-quinase (Fig. 7B).

Desde que o IRS-2 pode, da mesma maneira que o IRS-1, associar-se com a
PI 3-quinase, membranas previamente imunoprecipitadas com anti-IRS-2, foram
subseqiientemente incubadas com anticorpo anti-PI 3-quinase (Fig. 8A). No estado basal,
a banda correspondente a PI 3-quinase esteve aumentada para ~119% nos ratos tratados
com GH, mas, apés o estimulo insulinico, a quantidade de PI 3-quinase associada ao
IRS-2 reduziu-se para 47 £ 10% (n=4; p<0,05) nos ratos com excesso, em relagdo aos

controles (Fig. 8B}.

Para determinar se as diminui¢Ges, nas quantidades dos complexos IRS-1/P1
3-quinase e TRS-2/PI 3-quinase, resultaram de mudancgas na quantidade total da PI
3-quinase nos tecidos dos animais tratados com GH, investigamos o nivel protéico da PI
3-quinase atraves de immunoblottings com anticorpos contra a subunidade de 85 kDa
desta enzima em extratos de tecidos (Fig. 9A). Através desta abordagem, observamos que
o nivel hepatico desta enzima apresentou-se diminuido para 75 + 4% (n=9; p<0,001) nos
animais tratados com GH (Fig. 9B). Este decréscimo no nivel protéico da PI 3-quinase
pode ter participacdo na redugdo da associac¢@o dos substratos com a PI 3-quinase apds

estimulo insulinico, nos ratos tratados com GH.

A discriminacdo dos valores acima relatados encontra-se nos ANEX0OS 2 ¢ 3.
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Figura 1 - Amostras de tecido hepatico foram submetidas a immunnobloting
com anticorpo anti-receptor de insulina. A banda tida como C refere-se ao
controle e GH ao tratado cronicamente com este hormoénio (A4).O valor para
o nivel protéico de receptor de insulina ¢ representado como a média +
desvio padrdo proveniente da avaliagio de 13 experimentos por
densitométria optica (B).
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Figura 2 - Amostras de tecido hepatico foram submetidas a
imunoprecipitagdo com anticorpo anti-receptor de insulina e immunnobloting
com anticorpo anti-fosfotirosina. A bandas tidas como C referem-se aos
controles e GH aos tratados cronicamente com este hormonio, sendo as
negativas e positivas antes e apos estimulo insulinico, respectivamente (A4).0
valor para o grau de fosforilagdo do receptor de insulina ¢é representado como
a média + desvio padrdo proveniente da avaliagdo de 9 experimentos por
densitométria optica (B).
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Figura 3 - Amostras de tecido hepatico foram submetidas a immunnobloting
com anticorpo anti-IRS-1. A banda tida como C refere-se ao controle e GH
ao tratado cronicamente com este hormonio (4). O valor para o nivel
protéico IRS-1 é representado como a meédia + desvio padrdo proveniente da
avaliacdo de 8 experimentos por densitomeétria optica (B).
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Fioura 4 - Amostras de tecido hepatico foram submetidas a

imunoprecipitagdo com anticorpo anti-IRS-1 e immunnobloting com
anticorpo anti-fosfotirosina. A bandas tidas como C referem-se aos controles
e GH aos tratados cronicamente com este hormonio, sendo as negativas e
positivas antes e apos estimulo insulinico, respectivamente (A4).0 valor para o
grau de fosforilagdo do IRS-1 € representado como a média + desvio padrao
proveniente da avaliagdo de 5 experimentos por densitométria optica (B).
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Figura 5 - Amostras de tecido hepatico foram submetidas a immunnobloting
com anticorpo anti-IRS-2. A banda tida como C refere-se ao controle e GH
ao tratado cronicamente com este hormonio (A).O valor para o nivel protéico
de receptor de insulina € representado como a média + desvio padrdo
proveniente da avaliagdo de 5 experimentos por densitométria optica (B).
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Figura 6 - Amostras de tecido hepatico foram submetidas a

imunoprecipitagdo com anticorpo anti-IRS-2 e immunnobloting  com
anticorpo anti-fosfotirosina. A bandas tidas como C referem-se aos controles
e GH aos tratados cronicamente com este hormonio, sendo as negativas ¢
positivas antes e apos estimulo insulinico, respectivamente (4).O valor para o
grau de fosforilagao do IRS-2 é representado como a média + desvio padrao
proveniente da avaliagdo de 5 experimentos por densitométria optica (B).
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Figura _7- Amostras de tecido hepatico foram submetidas a
imunoprecipitagdo com anticorpo anti-IRS-1 e immunnobloting com
anticorpo anti-PI 3-quinase. A bandas tidas como C referem-se aos controles
e GH aos tratados cronicamente com este hormonio, sendo as negativas e
positivas antes e apos estimulo insulinico, respectivamente (A4).0O valor para o
grau de associagdo IRS-1/PI3K ¢ representado como a média + desvio padrao

proveniente da avaliacdo de 6 experimentos por densitométria optica (B).
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Figura 8 - Amostras de tecido hepatico foram submetidas a

imunoprecipitagio com anticorpo anti-IRS-2 e immunnobloting com
anticorpo anti-PI 3-quinase. A bandas tidas como C referem-se aos controles
e GH aos tratados cronicamente com este hormonio. sendo as negativas e
positivas antes e apos estimulo insulinico, respectivamente (4).0 valor para o
grau de associagdo [RS-2/PI3K ¢ representado como a média + desvio padrao
proveniente da avaliagdo de 4 experimentos por densitométria optica (B).
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Figura 9 - Amostras de tecido hepatico foram submetidas a immunnobloting
com anticorpo anti-PI 3-quinase. A banda tida como C refere-se ao controle e
GH ao tratado cronicamente com este hormoénio (4). O valor para o nivel
protéico PI3K ¢ representado como a média + desvio padrao proveniente da
avaliagdo de 9 experimentos por densitométria optica (B).
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EFEITO DO TRATAMENTO CRONICO COM HORMONIO DG CRESCIMENTO NA EXPRESSAO
E FOSFORILACAO DO RECEPTOR DE INSULINA, DO IRS-1 E DO IRS-2 NO MUSCULO

ESQUELETICO DE RATOS

Como em tecido hepatico, o tratamento com GH ndo produziu mudangas
significativas, no nivel protéico do receptor de insulina, no musculo esquelético dos
ratos (Fig 10A). Os dados de 9 experimentos podem ser observados na figura 10B (M=
93 + 15%; p=0,674). Por outro lado, apés estimulo com insulina, a fosforilagdo do
receptor reduziu-se para 44 + 5% (n= 6; p<0,001) nos animais tratados com GH, em

relagdo aos controles (Fig. 11A e 11B).

Em contraste ac que foi observado no figado, os ratos expostos a excesso
cronico de GH néio diferiram significativamente dos controles, quanto ao nivel tecidual
de JRS-1 (Fig. 12A). Numa média de 9 experimentos, a quantidade de IRS-1 nos animais
tratados com GH foi de 94 + 6% (p=0,311) (Fig. 12B). Para meihor definir o grau de
fosforilagiio do IRS-1, realizamos, em ambos os grupos, analise por Western blot das
proteinas fosforiladas em tirosina, em imunoprecipitados com anti-IRS-1, antes e apos
estimulo insulinico. As figuras 13A e 13B mostram que houve marcada redu¢io para 64
+ 9% (n=6; p<0,05) na fosforilagdo do IRS-1, estimulada com insulina no musculo dos

animais pré-tratados com GH.

O nivel protéico do IRS-2, no musculo de ratos tratados com GH, manteve-se
inaiterado, comparado aos controles (Fig. 14A). No total de 6 experimentos, a quantidade
de IRS-2 nos ratos expostos a GH foi de 134 = 16% (p=0,087) (Fig. 14B). Por outro
lado, a fosforilagiio deste substrato, nos animais tratados com GH, diminui para 73 + 8%
(n=4; p<0,05) apos estimulo com insulina (Fig. 15A e 15B). Em musculo, ndo
observamos nenhuma diferenca nos graus de fosforilagdo do IRS-1 e do IRS-2 em estado

basal, entre os grupos estudados.

Para avaliar a associa¢io da subunidade de 85 kDa da PI 3-quinase com o

IRS-1, blots, previamente imunoprecipitados com anticorpo anti-IRS-1, foram incubados
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com anticorpo anti-PI 3-quinase. Como esperado, em ambos os grupos uma banda de 85
kDa esteve presente em imunoprecipitados de IRS-1 apos exposi¢o a insulina. Uma
diminuigdo na intensidade desta banda para 63 + 10% (n=4; p<0,05) foi observada nos
animais tratados com GH (Fig. 16A e 16B). Procedimento semelhante utilizou-se para
investigar a associagdio IRS-2 com PI 3-quinase e observou-se uma redugdo para 68 *

11% (n=5; p<0,05) (Fig. 17A ¢ 17B).

Quando o nivel protéico da PI 3-quinase fol mensurado, no misculo destes
animais, nio observamos diferenca significativa entre os dois grupos (Fig. 18). Em um
total de 9 experimentos, a quantidade de PI 3-quinase em nivel muscular dos animais
expostos a GH foi de 107 £ 17% (p=0,713), em relagdo aos controles (Fig 18B). Isto
sugere que o GH pode reduzir a associagio entre IRS-1 e PI 3-quinase, sem alterar a

quantidade de PI 3-quinase, presente no tecido.

A discriminac8io dos valores acima relatados encontra-se nos ANEXOS 4 e 5.
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Figura 10 - Amostras de tecido muscular foram submetidas a

immunnobloting com anticorpo anti-receptor de insulina. A banda tida como
C refere-se ao controle e GH ao tratado cronicamente com este hormoénio
(A).0 valor para o nivel protéico de receptor de insulina € representado como
a média + desvio padrdo proveniente da avaliacdo de 9 experimentos por
densitométria optica (B).
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Figurall-Amostras de tecido muscular foram submetidas a
imunoprecipita¢gdo com anticorpo anti-receptor de insulina e immunnobloting
com anticorpo anti-fosfotirosina. A bandas tidas como C referem-se aos
controles e GH aos tratados cronicamente com este hormonio, sendo as
negativas e positivas antes e apos estimulo insulinico, respectivamente (A4).0
valor para o grau de fosforilagdo do receptor de insulina € representado como
a média + desvio padrdo proveniente da avaliagdo de 6 experimentos por
densitométria optica (B).
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Figura 12 - Amostras de tecido muscular foram submetidas a
immunnobloting com anticorpo anti-IRS-1. A banda tida como C refere-se ao
controle € GH ao tratado cronicamente com este hormoénio (A4). O valor para
o nivel protéico IRS-1 ¢ representado como a meédia + desvio padrio
proveniente da avaliagao de 9 experimentos por densitométria optica (B).
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Figura 13 - Amostras de tecido muscular foram submetidas a
imunoprecipitagdo com anticorpo anti-IRS-1 e immunnobloting com
anticorpo anti-fosfotirosina. A bandas tidas como C referem-se aos controles
e GH aos tratados cronicamente com este horménio, sendo as negativas e
positivas antes e apos estimulo insulinico, respectivamente (A4).O valor para o
grau de fosforilagao do IRS-1 € representado como a média + desvio padrio
proveniente da avaliagdo de 6 experimentos por densitométria optica (B).
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Figura 14 - Amostras tecido

muscular foram
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submetidas a

immunnobloting com anticorpo anti-IRS-2. A banda tida como C refere-se ao
controle e GH ao tratado cronicamente com este horménio (4).0 valor para
o nivel protéico de receptor de insulina ¢ representado como a média +
desvio padrao proveniente da avaliagao de 6 experimentos por densitométria

optica (B).
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Figura 15 - Amostras de tecido muscular foram submetidas a

imunoprecipitagdo com anticorpo anti-IRS-2 e immunnobloting com
anticorpo anti-fosfotirosina. A bandas tidas como C referem-se aos controles
e GH aos tratados cronicamente com este horménio, sendo as negativas e
positivas antes e apos estimulo insulinico, respectivamente (A4).0 valor para o
grau de fosforilagao do IRS-2 € representado como a média + desvio padrao
proveniente da avaliagdo de 4 experimentos por densitométria optica (B).
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Figura 16 - Amostras de tecido muscular foram submetidas a
imunoprecipitagdo com anticorpo anti-IRS-1 e immunnobloting com
anticorpo anti-PI 3-quinase. A bandas tidas como C referem-se aos controles
e GH aos tratados cronicamente com este hormonio, sendo as negativas e
positivas antes e apos estimulo insulinico, respectivamente (4).0O valor para o
grau de associagdo IRS-1/PI3K é representado como a média + desvio padrio
proveniente da avaliagdo de 4 experimentos por densitométria optica (B).
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Figura 17 - Amostras de tecido muscular foram submetidas a
imunoprecipitagdo com anticorpo anti-IRS-2 e immunnobloting com
anticorpo anti-Pl 3-quinase. A bandas tidas como C referem-se aos controles
e GH aos tratados cronicamente com este hormonio, sendo as negativas e
positivas antes e apos estimulo insulinico, respectivamente (A4).0 valor para o
grau de associagdo IRS-2/PI3K ¢ representado como a média + desvio padrao
proveniente da avaliagdo de 5 experimentos por densitométria Optica (B).
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Figura 18 - Amostras de tecido muscular foram submetidas a
immunnobloting com anticorpo anti-PI 3-quinase. A banda tida como C
refere-se ao controle e GH ao tratado cronicamente com este hormonio (A).
O valor para o nivel protéico PI3K ¢ representado como a média + desvio

padrdo proveniente da avaliagao de 9 experimentos por densitométria Optica
(B).
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O receptor de insulina é o principal mediador da agfio deste horménio na
mitogénese celular e nos processos metabdlicos. A insulina liga-se a subunidade o
extracelular de seu receptor que sofre uma mudanca conformacional, ativando a capacidade
quinase da subunidade B intracelular. Como resuitado, o receptor sofre autofosforilagio e
implementa sua capacidade quinase em diregdo a outras proteinas citoplasmaticas,
determinando a fosforilagdo de substratos protéicos intracelulares. Dentre estas proteinas
estdio o substrato-1 do receptor de insulina (IRS-1) (SUN et al.,1992) e o substrato-2 do
receptor de insulina, recentemente clonado (SUN et al.,1995). Uma vez fosforilados, estes
substratos podem associar-se a proteinas SH2, assim chamadas por apresentarem uma
porgdo que apresenta a segunda homologia ao oncogene Src (LAVAN et al, 1992,
KUHNE et al., 1993; PAWSON, 1995; SKOLNIK et al., 1993, YONEZAWA et al,
1992). Dentre estas proteinas que contém SH2, esta a PI 3-quinase que € ativada pela sua
associagio ao IRS-1 ou IRS-2 (BACKER et al., 1992; FOLLI et al., 1992; HADARI et al |
1992). Qutras proteinas sdo descritas como sendo fosforiladas apos estimulo insulinico,
dentre estas a ecto-ATPase (LIN & GUIDOTTI et al, 1989) , pp60 (LAVAN &
LIENHARD, 1993} e o Shc ( KOVACINA & ROTH, 1993).

A fosforilagdo do IRS-1 e a ativagdo da PI 3-quinase estdo diminuidas em
células que expressam muta¢des no receptor de insulina (KAPPELER et al., 1991; WHITE
et al., 1988) bem como em modelos animais de resisténcia insulinica (FOLLI et al., 1993).
Estas diminui¢Ses correlacionam-se com defeitos nas agdes biologicas da insulina e
sugerem que o receptor de insulina, o IRS-1 e IRS-2 e a PI 3-quinase sdo importantes

pontos de regulagiio, em estados de resisténcia a insulina.

O estudo da regulacdo destas etapas inicials da agdo insulinica pode ser
realizada in vitro, utilizando-se receptor de insulina parcialmente purificado e moléculas de

IRS-1 e PI 3-quinase recombinantes, também pode ser realizado em cultura de células ou

em tecidos animais in vivo.

Os procedimentos experimentais utilizados neste trabalho, estimulagio in vivo

com 1insulina, extracio e homogeneizacdo de tecido hepatico e muscular em condigbes
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desnaturantes ou em condigdes apropriadas para imunoprecipitagio e posterior
immunoblotting com anticorpos especificos anti-receptor de insulina, anti-IRS-1,
anti-IRS-2 e anti-fosfotirosina permitiram uma avaliagio das etapas inicials da agio
insulinica, apos a ligagdo no receptor, em dois tecidos com importante papel na utilizagio

de glicose (SAAD et al.,1989).

Nos estudos anteriores em animais, que investigaram a fisiologia molecular do
receptor de insulina, os receptores eram parcialmente purificados ¢ atividade quinase era
determinada ir vitro, utilizando-se substratos exogenos como histonas (ROTHENBERG,
WHITE, KAHN, 1990). Embora informativo, tal procedimento € suscetivel a artefatos
bioquimicos resultantes da homogeneizagio do tecido e purificagio do receptor, como
protedlise e desfosforilagdo do receptor, por fosfatases contaminantes (KATHURIA et al.,
1986), bem como da remogdo do receptor da membrana plasmatica, onde interagSes com
outros componentes celulares podem influenciar a atividade do receptor (FEHLMAN et al.,
1985). Ainda, diferengas importantes na atividade quinase do receptor podem manifestar-se
in vitro, dependendo do substrato exogeno utilizado (ROTHENBERG et al., 1990). O
método que utilizamos nfo € sujeito a estas complicagBes e permite uma determinagio
direta do grau de fosforilagdo do receptor de insulina, do IRS-1 e do IRS-2, o que €
também uma avaliagiio da attvidade quinase in vivo do receptor, dirigida aos substratos

endogenos, IRS-1 e IRS-2.

Assim, utilizando esta metodologia, estudamos as etapas iniciais de agdo
insulinica em tecidos muscular e hepatico de um modelo animal de resisténcia insulinica:
rato tratado cronicamente com GH. Este é um modelo de resisténcia a insulina pouco
investigado e que necessita uma caracterizacdo adequada. O tratamento por cinco dias com
GH induziu nos animais uma hiperinsulinemia de jejum, sem alterages nos niveis
glicémicos, sugerindo menor sensibilidade a insulina, que foi bem documentada por uma

reducdo na velocidade de decaimento da glicose, durante o teste de tolerdncia & insulina.

Os mecanismos responsaveis pela resisténcia insulinica, encontrada no excesso

cronico de GH, ndo estdo totalmente esclarecidos. O tratamento de animais com hormdnio
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do crescimento induz a um estado de resisténcia insulinica evidenciado por alteragdo no
metabolismo de glicose tanto em nivel periférico (MALLOFF et al., 1980; MORGAN et
al., 1961) quanto hepatico (BISHOP et al., 1967). Entretanto, ndo ha mudanga significativa
no nivel protéico do receptor de insulina, no figado ¢ muisculo destes animais, como
previamente demonstrado (KAHN et al., 1978). Tal dado pode ser confirmado em nosso
estudo uma vez que ndo observamos, também, variagfio no nivel proié¢ico do receptor de

insulina, tanto em figado como em musculo dos animais expostos a excesso cronico de GH.

Apesar de nfio ter sido verificada alteragio no nimero de receptores de
insulina, no figado e musculo dos ratos tratados com GH, observamos uma redugiio de 56%
no grau de autofosforilagio em tirosina do receptor, no musculo destes animais, apds
estimulo in vivo com insulina. Este achado pode ter significado biologico, porque a
diminui¢do de fosforilagdo do receptor de insulina esta correlacionada com a resisténcia
insulinica em modelos animais (GIORGINO et al., 1993). Esta observagio fundamenta-se
em estudos com mutagdes no receptor de insulina que fazem com que 0 mesmo perca sua
atividade tirosina quinase, sendo incapaz de se autofosforilar, culminando em defeitos na
mediagio do sinal insulinico e faléncia dos efeitos biolégicos deste hormonio (KASUGA

et al., 1982a; FBINA et al., 1987, CHOU et al., 1987).

A presenga de reducio da fosforilagdo do receptor de insulina, no musculo,
mas ndo no figado dos ratos tratados com GH, parece ser uma importante caracteristica
destes animats. Quando buscamos outros modelos animais de resisténcia insulinica,
observamos que esta diminuicio de fosforilagfio do receptor faz-se presente tanto no figado
quanto no musculo (SAAD et al., 1992; CARVALHO et al., 1996) ou somente no figado
(SAAD et al., 1993). Torna-se dificil a explicagfio para esta alteragdo tecido-especifica do
receptor de insulina nos animais expostos a excesso de GH. Parece nfio estar relacionada a
hiperinsulinemia, j& que nenhuma alteragdo foi observada na fosforilagdo do receptor em
nivel hepatico, sendo que o figado € exposto a concentracdo de insulina muito mais alta que
o musculo. Em alguns experimentos, usamos doses maiores de insulina

(10* M or 3x10™ M) e os resultados foram os mesmos. Estes dados mostram que a
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diminuigdo de fosforilagdio em tirosina do receptor, no misculo, nfio esta relacionada com

os niveis de insulina que chegam a este tecido.

As alteragdes ocorridas em nivel protéico do IRS-1, nos ratos tratades com GH,
mostraram uma regulagéio tecido-especifica com uma diminuigdo para 40% na quantidade
de IRS-1 no figado, mas ndo no musculo. Como anteriormente discutido, esta resposta
pode ser reflexo da exposi¢iio cronica do figade em niveis de insulina bem mais altos do
que aqueles a0 que o milsculo € exposto. Esta claramente caracterizado que, em cultura de
células, o tratamento crnico com insulina reduz o nivel protéico do IRS-1,
principalmente como resultado do aumento da degradagio desta proteina (RICE et al,
1993), enquanto a sintese deste substrato ndo sofre mudangas, ji que a quantidade de
mRNA permanece inalterada (SAAD et al., 1994; RICE et al., 1993). Assim, a exposigio
constante dos ratos tratados com GH a niveis insulinémicos elevados determinaria

fosforilacio deste substrato ¢ aumento proporcional na sua degradagio.

A funcdo do GH e da IGF-1, que se espera estarem elevados nos ratos tratados
com GH, na degradagdo do IRS-1 deve ser ainda esclarecido e necessita investigagdes
posteriores. A existéncia de efeitos rapidos e transitorios “insulina-like” do GH sugerem
que este horménio deva utilizar moléculas sinalizadoras comuns a via de transmissdo do
sinal insulinico. O fato é que, diferente do receptor insulinico e do receptor para IGF-1, o
receptor do GH ndo tem atividade tirosina quinase intrinseca, mas ¢ capaz de estimular a
atividade de uma proteina quinase citoplasmatica, a JAK2, um membro da familia Janus
de proteinas-quinases (ARGETSINGER et al., 1995). Assim, apos ativagdo da capacidade
quinase da JAK2, esta é capaz de fosforilar o IRS-1, embora em uma proporgdo menor do
que aquela determinada pela insulina (ARGETSINGER et al., 1995; SOUZA et al,, 1994).
Portanto a fosforilagdo do IRS-1 pelo GH poderia ser fator contribuinte da degradagio

maior deste substrato, nos animais expostos a excesso deste hormonio.

Interessante foi o fato de que ndo observamos nenhuma alteragdo no nivel
protéico do IRS-2 tanto em figado quanto em musculo, sugerindo uma regulagio diferente

para cada um dos substratos nesta situagio de excesso de GH.
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O aumento nos graus de fosforilagio em tirosina do IRS-1 e do IRS-2 em nivel
hepatico, no estado basal (antes do estimulo com insulina) dos ratos tratados com GH, pode
estar relacionado & hiperinsulinemia que estes animais apresentam. Entretanto, devemos
considerar evidéncias recentes, ja parcialmente relatadas acima, demonstrando que o
IRS-1 e o IRS-2 podem ser fosforilados em resposta a IGF-1 (LAVAN et al., 1992), GH
(ARGETSINGER et al,1995), Angiotensina II (SAAD, VELLOSO, CARVALHQ, 1996),
Interleucina 4 e outras interleucinas (WANG et al., 1993). Assim, valorizando estas ultimas
observacdes, o GH bem como a IGF-1 podem desempenhar fun¢do importante no aumento

de fosforilagiio destes substratos, no estado basal dos ratos tratados com GH.

Nossa observac¢io de que ha uma significante redu¢do nos graus de fosforilagio
do IRS-1 e do IRS-2 em tecidos hepatico e muscular, bem como da associagdo destes
substratos com a PI 3-quinase, apés estimulo insulinico nos ratos tratados com GH, sugere
que estes eventos tenham papel na resisténcia insulinica mediada pelo GH. Um mecanismo
regulatorio importante das etapas iniciais da agdo insulinica € através da fosforilagdo do
IRS-1 em aminoacidos serina e treonina (MYERS & WHITE, 1996). Esta regulagéo do
IRS-1, que fot recentemente descrita, pode ser evidenciada em cultura de células
utilizando-se metodologia variada (TANTI et al., 1994). Demonstrou-se que a fosforilagio
do IRS-1 em serina e (ou) treonina reduz, de maneira importante, a capacidade do receptor
de insulina fosforilar este substrato em tirosina, dificultando a transmissdo do sinal
insulinico. Diversas enzimas com capacidade serina quinase como a propria PI 3-quinase, a
MAP quinase, a proteina quinase-C, proteina quinase-A, podem fosforilar o IRS-1 em
serina ou treonina, induzindo tais altera¢des. O tratamento com horménio do crescimento
pode determinar aumento na quantidade de diacilglicerol (DAG) (CATALIOTO,
AILHAUD, NEGREL, 1990). O DAG ativa a proteina quinase-C e esta induz fosforilagdo
do IRS-1 e (ou) IRS-2 em residuos de serina e treonina, tornando-os menos receptivos a
fosforilagdo em tirosina e induzindo redugdes na associagdo destes substratos com a
PI 3-quinase. Considerando a exposi¢do dos tecidos dos ratos tratados com horménio do

crescimento em niveis elevados de GH, podemos especular que a redugdo observada nestes
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passos iniciais de agio insulinica possa estar mediado pelo aumento da atividade da

proteina quinase-C ¢ , por conseguinte, fosforilagdo do IRS-1 em serina e treonina.

Em adigdo 4s agbes divergentes do GH no nivel protéico do IRS-1 em niveis
hepatico e muscular, observamos também efeitos diferenciados no nivel tecidual da enzima
PI 3-quinase, que se encontra diminuida no figado, mas nfio no musculo dos ratos expostos
cronicamente a ‘GH. Nio nos esta claro o fator determinante da diminuigdo, no nivel
protéico, desta enzima, em tecido hepatico, mas é pouco provavel que esteja ligado a
hiperinsulinemia. RICE et al. (1993), utilizando cultura de adipocitos 3T3-L1,
demonstraram que o tratamento cronico com insulina induz a uma elevagdo ~20% nos
niveis de PI 3-quinase. E possivel que a diminuigiio de PI 3-quinase, observada em tecido
hepatico, em nosso modelo de resisténcia insulinica, esteja ligado diretamente aos elevados

niveis de GH e (ou) de IGF-1, mas esta hipotese necessita maiores observagGes.

A insulina estimula a captaco de glicose em tecidos muscular e adiposo em
parte pelo estimulo a translocagio do GLUT4 (transportador de glicose}) de um
compartimento intracelular para a membrana plasmética (STEPHENS & PILCH, 1995;
RICE & GARNER, 1994; QUON et al., 1995). A conclusio de que a PI 3-quinase é
necessaria para a translocagido do GLUT4, estimulada pela insulina, tem sido sustentada por
diferentes métodos experimentais (HARA et al., 1994; OKADA et al., 1994; HARUTA et
al., 1995; CHEATAM et al., 1994). A captacdo de glicose estimulada pela insulina em
células adiposas, € inibida pelo worfmannin e LY90024, dois inibidores da PI 3-quinase
(CLARKE et al., 1994; YEH et al., 1995; SANCHES-MARGALET et al.,1994). Mais
ainda, uma mutagio na PI 3-quinase com delegdo no sitio de ligagdo da subunidade pl110
inibe a captacdo de glicose estimulada pela insulina (neste caso, translocagdo do GLUT]I
para a membrana) (HARA et al.,1994). Somados, estes resultados sugerem que a ativagio

da PI 3-quinase € necessaria para a captacdo de glicose estimulada pela insulina.

Recentemente, foi criado um camundongo transgénico, com mutagdo no gene
do IRS-1, sem nehuma evidéncia de fosforilagdo do IRS-1 ou associagdo deste substrato

ativando a PI 3-quinase (TAMEMOTO et al, 1994, ARAKI et al., 1994). Este
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camundongo, além de apresentar uma redugdo de 50% no crescimento intra-uterino,
mostrou-se resistente aos efeitos da insulina e IGF-1 com intolerancia 4 glicose (ARAKI et
al., 1994). Estes animais apresentam hiperinsulinemia ao jejum e durante o teste
endovenoso de tolerincia & glicose. Estes resultados correlacionaram-se com marcada
reduciio no transporte de glicose estimulado pela insulina em adipocitos isolados (ARAKI
et al., 1994), sendo mais uma evidéncia da importéncia da atividade da PI 3-quinase para o
transporte de glicose. A ativagio desta enzima tem sido descrita como essencial para o
efeito biolégico da insulina de estimular sintese de glicogénio (CROSS et al., 1994

WELSH et al., 1994).

Parece-nos razoavel especular que os passos envolvidos na associagio IRS-
1/PI 3-quinase e IRS-2/PI 3-quinase estejam relacionados com a ativagio do transporte de
glicose no musculo e com a sintese de glicogénio no figado e musculo ¢ que a redugdo,
nesta associa¢dio, nos ratos tratados com GH tem papel na resisténcia insulinica presente

nestes animais.

Em resumo, os dados apresentados na tabela 2 mostram que a reduzida
expressdo e (ou) fosforilagdo do IRS-1 e do IRS-2 podem levar a diminui¢@o na associagio
entre estes substratos e a PI 3-quinase no figado e musculo de ratos tratados com GH. Estes
dados sugerem que mudangas nas etapas iniciais de transmisséo do sinal insulinico podem

ter papel na resisténcia insulinica observada nos animais expostos a excesso crénico de GH.
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Tabela 2. Regulagdo do receptor de insulina (IR), substrato-1 do receptor de insulina

(IRS-1) e substrato-2 do receptor de insulina (IRS-2). Fosforilagdo ¢ associacdo destes

substratos com a PI 3-quinase (PI3K) no figado e musculo de ratos tratados com GH por

cinco dias.
Figado Misculo -
Proteina Fosfoﬁlac;.ﬁo- ou Proteina Fosforilacao on
Associacio Associacao
IR PN oF © W
IRS-1 v Vvt © v Vi
IRS-2 &> Wt PR Y+
PI3K v %, > %,
PI3K/TRS-1 %, ¥ Vi & W ¥
PI3K/IRS-2 & W 2, ¥ g
& - ndo se aplica
T - fosforilagdo
¥ - associacdo

< -redugio menor que 20%, sem significado estatistico
WV - redugiio entre 21 e 30%, p<0,05.

W - reducio maior que 30%, p<0,05.
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A exposi¢io cronica a excesso de GH altera os passos iniciais da transmissio do
sinal insulinico, em nivel de fosforilagdo, do receptor em tecido muscular e isso

pode contribuir na redugfo da fosforilagio dos substratos neste tecido.

Um importante achado comum a ambos os tecidos hepatico e muscular foi a
diminuicio da fosforilagdo em tirosina do IRS-1 e do IRS-2, com diminuigdo da

associacio destes substratos com a PI 3-quinase.

As alteragdes nos niveis protéicos do IRS-1 e da PI 3-quinase parecem colaborar

para a redugéo da interagdo destas proteinas no figado, mas ndo no muscuio.

Estes dados sugerem que altera¢des, nos passos iniciais da transmissdo do sinal
insulinico, podem ter um papel na resisténcia insulinica observada nos ratos

expostos a excesso de GIH.
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Insulin stimulates the tyrosine kinase activity of its receptor which results in the
phosphorylation of the cytosolic substrates, insulin receptor substrate-1 (IRS-1) and insulin
receptor substrate-2 (IRS-2). These two substrates in turn associate with and activate
phosphatidylinositol 3-kinase (PI 3-kinase). An excess of growth hormone (GH) 1s known
to produce insulin resistance, but the exact molecular mechanism remains unclear. In the
present study, we have examined the levels and phosphorylation status of the insulin
receptor and its substrate IRS-1, as well as the association between this substrate and PI
3-kinase, in the liver and muscle of rats chronically treated with GH. The levels of insulin
receptor in the liver or muscle were similar in both the GH-treated and non-treated rats.
Insulin-stimulated receptor autophosphorylation, as determined by immunoblotting with an
antiphosphotyrosine antibody, did not change in the liver, but was reduced by 56 + 5%
(p<0.001) in the muscle of rats treated with GH. In contrast, IRS-1 protein levels decreased
to 40 + 6% (p<0.001) in the liver of GH-treated rats, but not in muscle. In sampies
previously immunoprecipitated with ant-IRS-1  antibody and blotted with
antiphosphotyrosine antibody, there was a decrease in insulin stimulated IRS-1
phosphorylation levels to 67 £ 11% (p<0.05) and 64 + 9% (p<0.01) in the liver and muscle
of GH treated rats, respectively. The insulin-stimulated IRS-1 association with PI 3-kinase
decreased to 45 + 5% (p<0.001) in the liver and to 63 £ 10% (p<0.05) in the muscle of rats
treated with GH. Concomitantly, there was a decrease to 75 = 4% (p<0.001) in the level
of hepatic PI 3-kinase. While there was no change in the hepatic and muscle IRS-2
concentrations, the tyrosine phosphorylation of this substrate after insulin stimuiation was
reduced to 43 = 4% (p<0,001) and 73 £ 8% (p<0,05) in the liver and muscle of GH treated
rats, respectively. The association of IRS-2 with PI 3-kinase decreased to 47 + 10%
(p<0,05) in the liver and to 68 + 11% (p<0,05) in the muscle of GH treated rats. These data
suggest that changes in the early steps of insulin signal transduction may have a role in the

insulin resistance observed in animals chronically treated with GH.
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ANEXO 1

Caracteristicas dos animais controles (C) e tratados com hormdnio do crescimento (GH).

SEM=desvio padrdo. *p<0,05

Peso g Glicemia mg/dl Insulina ng/ml. Kitt %/min
C GH .C GH C GH C GH
145,0 145,0 102 89 0,05 0,14 3,74 1,00
1650  167.6 104 114 0,07 0,10 3,70 0,11
250,0 221,0 101 86 0,06 0,36 401 0,05
135,3 1314 100 79 0,13 0,11 1,89 4,22
1374 1431 95 93 0,08 0,26 575 2,713
1219 101 36 0,21 0,16 5,70 4,25
93 91 0,25 0,38 4 80

0,39 0,37

0,18 0,36

0,25

0,57

0,53

0,49
n: 6 | S 7 7 9 13: 7 6
Média | 159,01 162,62 99,43 91,-14. 0,16 0,31 4,23 2,06
SEM 19,08 15,70 - 1,49 4,17 0,04 . 0,04 0;51 - 0,79

p .0;892 ' 0,086 0,037*

0,02*
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ANEXO 2

Figado - Valores obtidos por densitometria Optica, expressos em unidades arbitrarias,
IR (receptor de insulina), IRS-1

comparando-se os ratos tratados com GH aos controles.

(substrato-1 do receptor de insulina) e IRS-2 (substrato-2 do receptor de insulina).

SEM=desvio padrdo. *p<0,05.

IR IRS-1 IRS-2
Proteina Fosforilacio Proteina Fosforilacio Proteina Fosforilacdo
110,8 136,9 9,6 79,5 108,7 45,8
97,7 68,3 40,9 69,9 113.4 43,6
81,5 116,2 433 22,5 106,2 41,7
1146 36,6 54,6 83,4 97,71 83,9
98,4 64,9 25,3 79,3 116,8 30,57
69,3 83,5 40
65 76,6 66,8
33 91,8 35,7
120 69,2
244
76
172
101
n i3 g 8 5 5 5
Meédia 106,41 82,67 39,52 66,92 107',96- 42,7
SEM 14,7 9,87 6,12 11,33 3,-32'. 3,53
p 0,671 0,117 <0,001* 0,043* 0,075 <0,001*
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ANEXO 3

Figado - Valores obtidos por densitometria Optica, expressos em unidades arbitrarias,
comparando-se os ratos tratados com GH aos controles. IRS-1 (substrato-1 do receptor de
insulina), IRS-2 (substrato-2 do receptor de insulina) e PI 3-K (PI 3-quinase). SEM=desvio
padrio. *p<0,05

PI3K: . BISK/’IRS—:I R PISK-;’IRS—-Z _
Proteina Associacio Associacio
98.6 45 73,59
85,6 45 34,78
68.3 50 31,19
74,8 30 47,8
63,2 64
87,8 37
67,5
67
58,8
n -9 6 4
Média -74_.;62' 45,17 3 46,84
SEM- 4,41 4,74 §,6
p <0,001** <0,001* - . 0,012*




ANEXO 4

Musculo - Valores obtidos por densitometria &éptica, expressos em unidades arbitrarias,

IR (receptor de insulina), IRS-1

comparando-se os ratos tratados com GH aos controles.

(substrato-1 do receptor de insulina) e IRS-2 (substrato-2 do receptor de insulina).

SEM=desvio padrio. *p<0,05

IR  IRS-1 - IRS-2.
Proteina Fosforilagio Proteina Fosforilagio Ma . Fosforilacio
36,4 49,7 94,1 68,9 143.8 89,57
36,1 57,5 110,6 78,4 90,42 53,19
150,7 18,7 85,9 76,9 145,6 66,82
123,2 44 4 126,1 49,7 100,78 79,56
1178 443 63,9 26,3 200,46
130,3 48,8 95,1 84,5 123,6
108,2 97,1
9,6 923
77,4 76,5
‘n 9 6- 9 6 6 4
Média. 93,3 43_,9 93,51 64,12 134,11 | 72;29-
SEM | 1535 5ai 6 9,03 16,08 7,88
p- 0,674 <0,001* 0;311* 6,011* 0,087 0,039+
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ANEXO 5

Musculo - Valores obtidos por densitometria Optica, expressos em unidades arbitrarias,
comparando-se os ratos tratados com GH aos controles. IRS-1 (substrato-1 do receptor de
insulina), IRS-2 (substrato-2 do receptor de insulina) e PI 3-K (PI 3—quinése). SEM=desvio
padrio. *p<0,0S.

PI3K. | PI3K/IRS-1 | PI3K/IRS-2
Proteina Associacio Associacio
46,9 79,5 52,18
108,1 383 80,41
77.3 77.7 100.9
1251 35,5 20,81
102.3 63.29
119,1
577
2255
97.4
n 9 4 5
Média 106,57 62,75 67,52
SEM 17,25 9,81, 10,6
p | 0713 .0,032.*- 0,037%




