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A insulina estimula a autofosforilagdo do receptor, ativando a capacidade
tirosing quinase deste, resultando em fosforilag@io do substrato 1 do receptor de insulina. O
IRS-1 fosforilado liga-se a enzima fosfatidilinositol 3-quinase (PI 3-quinase), ativando-a.
Mos dltimos anos, demonstrou-se que essas etapas iniciais da aglo insulinica apresentamn
regulagio tecido-especifica em diferentes situagBes fisiopatologicas. Tais estudos,
realizados em tecido muscular, hepatico e adiposo, nfio foram efetuados em tecido renal.
Assim, o objetivo do presente trabalho foi investigar os niveis & grau de fosforilagio do
receptor de insulina e do IRS-1, bem como a associacfio deste com a PI 3-quinase em
tecido renal. Estes experimentos foram realizados em situagGes de resisténcia & insulina
com hiperinsulinemia (ratos senis com vinte meses) ou hipoinsulinemia (ratos com diabetes
induzido pela estreptozotocina e em jejum prolongado por 72 horas) e, em situagbes de
crescimento renal {diabetes e hipertrofia contralateral compensatoria secundaria apds o 2°,

7 g 28° dia da uninefrectomia).

A metodologia utilizada envolveu infusiio de insulina ou solugfo salina 0,9 %
na veia cava inferior, sendo retirados fragmentos do tecido renal, para posterior
imunopreciptacio e “immunoblotting” com anticorpo antifosfotirosina, antilR, antifRS-1 e

antiPl 3-quinase.

Apés infusio de insulina, trés bandas ficaram evidentes no “immunoblotting”
com anticorpo antifosfotirosina: {ima banda de peso molecular de 80 kDa, que parece ser
um substrato do receptor de insulina, tecido especifico; outra de 93 kDa, correspondente a
subunidade § do receptor de insulina e uma terceira, entre 165-185 kDa, coletivamente
chamada pp 185 (que contém o IRS-1 e IRS-2 - substratos 1 e 2 do receptor de insulina).
Em experimentos para avaliagio temporal ¢ dose-resposta, verificou-se o pico de
fosforilagio destas proteinas acs 90 segundos apds infusdo, via veia cava inferior, de

10°° M de insulina.

Nos animais mantidos em jejum prolongado houve um aumento para 189 + 9%,
p<0,0001 (n=04) e para 134 + 9%, p<0,001 (n=09) nos niveis teciduais de receptor de
insulina e do IRS-1 respectivamente, quando comparados com animais alimentados. O

nivel de fosforilagdo em tirosina softeu um aumento para 163 & 7%, p<0,0001 (n=05}, 211
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+ 18%, p<0,0001 (n=08) e para 150 £ 9%, p<0,0001 (n=06) nas bandas de 95 kDa
{subunidade B do receptor de insulina), da pp185 e da pp 80, respectivamente. Em amostras
previamente submetidas a imunoprecipitagio com anticorpos antilRS-1 e, a seguir
submetidas a“immunoblotting” com anticorpos antifosfotirosina, demonstrou-se um
aumento para 192 & 9%, p<0,005 (n=04) no grau de fosforilagio do IRS-1. A mesma
membrana de nitrocelulose incubada com anticorpo antiPI 3-quinase apresentou um
aumento para 232 % 9%, p<0,0001 (n=04) na banda correspondente a esta enzima,
sugerindo que a elevagfo no grau de fosforilagio do IRS-1 € acompanhado de aumento na

associacio IRS-1/PI 3-quinase.

Para 0s animais que se tornaram diabéticos apds uso de estreptozotocina, houve
elevagio nos niveis protéicos para 186 + 9 %, p<0,0001 (n=8) e para 146 + 8%, p<0,0001
{n=8) para IR e IRS-1, respectivamente. Observou-se, também, um aumento de 141 + 7%,
p<0,0001 (n=5) na fosforilagdo da subunidade § ¢ para 238 + 42% p<0,01 (w=6) da pp 185,
sempre em relagdo ao controle. Concordante com estes resultados, a imunoprecipitagio
com anticorpo antilRS-1 demonstrou aumento para 230 + 13%, p<0,0001 (n=5) na
fosforilaciio do IRS-1 e, apbs imunoprecipitagic com anticorpo antiPl 3-quinase, aumento
na quantidade de PI 3-quinase associada ao IRS-1 para 210 % 15%, p<0,0001 (n=5).
Aumentou, ainda, o grau de fosforilagio da banda que migra em torno da pp 120
independentemente do estimulo com insulina. Esses resultados demonstraram elevacio nos
niveis ¢ grau de fosforilagio do receptor de insulina e do IRS-1 em tecido renal, em
situactes de hipoinsulinemia (Jejum e diabetes mellitus), sugerindo uma regulaciio similar &

que ocorre no tecido hepatico.

O efeito de envelhecimento sobre as proteinas envolvidas na transmissio do
singl insulinico foi caracterizado por uma diminuigio para 58 & 12% (p<0,05) na
fosforilagiio do receptor de insuling, para 66 + 6% (p<0,05) na da pp 185 e para 68 + 12%
{p<0,05) na fosforilagio da pp 80. Em concorddncia, 3 associagdo IRS-1/PI 3-quinase
apresentou uma diminui¢do para 40 & 15 % (p<0,05). A redugfio no grau de fosforilagio,
tanto do receptor de insulina gquanto do IRS-1, nfio fol acompanhada de reducfo no nivel

tecidual desta proteina. No  envelhecimento, a regulagio das proteinas
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envolvidas nas etapas iniciais da transmisséo do sinal insulinico em tecido renal foi também

simifar 4 do tecido hepatico.

Animais submetidos a nefrectomia contralateral tiveram seu tecido renal
remanescente estudado no 2°, 7° e 28° dia apds a cirurgia, ndo havendo diferenga na
quantidade de receptor de insulina nestes diferentes tempos. O nivel protéico do IRS-1
apresentou significativa diminuiglio para 57 & 12%, p<0,05 (n=04) nos operados ha 28 dias.
O gray de fosforilagio da subunidade B do receptor de insulina reduziu-se para 76 + 10%,
p<0,05 (n=04); 79 £ 5%, p<0,05 (n=05) € 63 % 11%, p<0,05 (n=06), ¢ 0 da pp185 para 63
+ 6%,p<0,0001 {n=08); 58 + 6%,p<0,0001 (n=06) € 46 £ 5%,p<0,0001 (n=07) nos animais
nefrectomizados ha 2, 7 e 28 dias respectivamente. Com relagfo a associagfo IRS-1/P1
3-quinase, demonstrou-se uma redugio para 50 * 5%, p<0,0001 {n04), nos operados ha

7 das,

Em conclusfio, os resultados deste estudo demonstram que, em situagles de
hipoinsulinemia ha um aumento e, durante o envethecimento, ha uma redugdio nos niveis €
graus de fosforilagio do receptor de insulina e do IRS-1 ¢ na interagio deste com a
P ¥ 3-quinase, em tecido renal. Em situagdes de crescimento renal, hd um comportamento
heterogéneo no grau de fosforilagdo destas proteinas, reduzindo-se no crescimento renal

compensatorio 3 uninefrectomia e aumentando no diabefes melittus.
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A imsulina € um potente hormdnio com efeito metabdlico ¢ promotor do
crescimento que atua no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos, bem como na
sintese de RNA e DNA, em praticamente todas as células, através da modificagio da
expressdo ou atividade de uma série de enzimas e sistemas de transporte, Em mamiferos, é
o principal hormdnio controlador da glicemia: age estimulando a captagio de glicose e seu
metabelismo no tecido muscular ¢ adiposo e inibindo a neoglicogénese no tecido hepatico
{FELIG & BERGMAN, 1990},

Desde a purtficagiio relativa da insulina, no inicio deste século, e a
demonstragio de que comumente poderia melhorar o diabetes, o conhecimento do seu
papel na sinalizaglo celular ¢ nas doengas metabdlicas passou a ter grande importdncia

{SHAFIR, BERGMAN, FELIG, 1987).

Como outros hormdnios, a insulina ndo apresenta capacidade intrinseca para
modificar funcBes celulares; pode, porém, exercer seu efeito através da ligagfio a um
receptor especifico, uma glicoproteina presente na membrana celular (FREYCHET,
ROTH, NEVILLE, 1971; CUATRECASAS, 1972; KAHN, 1985).

O receptor de insulina estd virtualmente presente em todos os tecidos de
animais vertebrados, embora as concentragdes variem de aproximadamente 40 receptores
por célula, em eritrdcitos circulantes a mais de 200.000 em adipécitos e hepatdcitos
{GINSBERG, 1977). E uma estrutura tetramérica composta de duas subunidades o , cada
uma ligada a uma subunidade B. Uma ponte dissulfeto faz as ligagdes inter ¢ intra
subunidades, resultando a estrutura final de B-o-o-f. Cada subunidade o tem peso
molecular de 135.000, é exclusivamente extracelular e contém o sitio de ligagio da
insulina, enquanto a subunidade f3 € uma proteina transmembrana, cada uma com peso
motecular de 95.000 e responsavel pela traducdo do sinal insulinico (KASUGA et al, 1982;
KASUGA, KARLSSON, KAHN, 1982b). A familia a que pertence o receptor de insulina
contém duas outras moléculas estruturais relacionadas: o receptor do “insulin-like growth
factor” (1-IGF) e o receptor relacionado ao de insulina (“insulin related receptor™- IRR)
sem nenhum ligante ainda identificado (SHIER & WATT, 1989). Sabe-se, através da

estoiquiometria, que 1 a 2 moléculas de insulina se ligam a cada receptor.
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Em 1982, deu-se grande avango na compreensio da transmissio do sinal
insulinico, com a descoberta de que a subunidade f do receptor de insulina é uma proteina
quinase, estimulada pela insulina, capaz de autofosforilar-se e fosforilar outros substratos
er residuos tirosina. Na verdade, o receptor de insulina é também uma enzima, da familia
das trosinaquinases. Comporta-se, funcionaimente,como uma enzima alostérica, com uma
subunidade o regulatéria ¢ uma subunidade P catalitica (KASUGA et al,, 19823, b).
(uando a insulina se liga & subunidade o ou esta subunidade € retirada, ocorre uma
alteragfio na conformaciio do receptor € a atividade quinase na subunidade B € estimulada
(HERRERA & ROSEN, 1986, PERLMAN et al., 1989; WHITE et al.,1988). Este fato
determina a transferéncia de grupos fosfato do ATP para varios residuos tirosina do

receptor € ha a fosforilag@o de substratos protéicos intracelulares.

A regido citoplasmatica da subunidade P pode ser dividida em quatro partes
relacionadas & acBo: porgdo justamembrana, relacionada a ligacio dos substratos e a
nternalizagio do receptor (CARPENTIER et al ,1993); regido catalitica que contém o
sitio de ligagiio do ATP (Lisina 1030}, sendo, estruturalmente, a mais semelhante enire as
varias proteinas tirosinas-quinases; regifio que promove a regulagio da atividade quinase e
a porgio COOH-terminal, onde se encontram as maiores diferencas entre os receptores de
insulina ¢ IGF-1 e, por 1ss0, tem sido implicada como responsavel pela diferenciaciio entre
oz efettos metabolicos e de crescimento da insulina (TAKATA, WEBSTER, OLEFSKY,
1988} Ha, pelo menos, seis locais de fosforilacdo da tirosina (Tyr) um na rea
justamembrana, que coniém tirosina na posiglo 972; trés na porgdo média, que apresenta
tirpsing nas posigBes 1158, 1162 e 1163; e, dois na porgiio COOH-terminal, nas posigdes

1328 ¢ 1334 (WHITE et al.,1988).
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Consideraveis evidéncias tém sido acumuladas indicando que a atividade
tirosing quinase ¢ essencial para a sinalizagdo insulinica. Experimentos realizados in vitro,
que induzem mutagGes tais como a substituigfio da tirosina por fenilalanina, na regifio
regulatéria do receptor, afetam  a capacidade de autofosforilacio. A substituicdo da lisina
por alanina da posigdo 1030, sitio de Hgagiio do ATP, determina a perda da capacidade
tirosina quinase do receptor de insulina (CHOU et al.,1987). A perda da atividade tirosina
quinase € acompanhada de redugfio da capacidade do receptor de sinalizar os efeitos
insulinicos metabdlicos e de crescimento (WILDEN et al. 1992). Embora estudos
ocastonais tenham reportado que receptores com baixa atividade quinase podem exercer
efeitos biologicos em algumas enzimas intracelulares (SUNG et al.,1989), para a maioria
das agles insulinicas hd uma estreita relaglio entre atividade quinase do receptor e resposta
bioldgica. Além do mais, o receptor de insulina tem sitios de fosforilagio de serina e
treonina, os quais, quando fosforilados, parecem determinar uma diminuigdo ou inibiclio da

atividade quinase do receptor (BOLLAG et al.,1986),

Apoés a transmissdo do sinal, o receptor de insulina medeia a internalizacio do
hormonio, que sofre, entfo, degradagiio e receptores ndo-ocupados reciclam para a
membrana plasmatica. Sob estimulo insulinico prolongado, o receptor € degradado e ccorre
atenuacio do seu sinal (BACKER, KAHN, WHITE, 1989). Receptores de insulina
internalizados na célula so capazes de ativar cataliticamente outras quinases, sugerindo

que este fato geja importante na transmissdo do sinal (KAHN, 1985).

O substrato do receptor de insulina ~ IRS-1

Sabe-se que o estimulo insulinico pode fosforilar uma série de proteinas
citoplasmaticas in vifro. Porém, por varios anos, o significado fisiologico deste fato
permaneceu incerto, nio se definindo qualquer substrato especifico para o receptor de
insulina. Os estudos de WHITE, TAKAYAMA, KAHN (1985), em cultura de células,
dempnstraram que, apds estiamu}o insulinico, algumas proteinas fosforiladas poderiam ser

identificadas através de eletroforese em gel de poliacrilamida.
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Na auséncia do estimulo insulinico, na maioria dos tecidos estudados, apenas
uma banda contendo tirosina fosforilada € significantes de peso molecular de 120 kDa.
Com o estimulo de insulina, aparecem rapidamente duas outras proteinas centendo tirosinas
fostoriladas: uma de 95 kDa, correspondente 4 subunidade B do receptor, e outra banda que
migra entre 0s pesos moleculares de 165 kDa a 185 kDa, foi inicialmente denominada -pp
185 (fosfoproteina 1853), baseada na sua mobilidade eletroforética (WHITE et al.,1985) ¢,
nos Gitimos cinco anos, demonstrou-se que pelo menos duas proteinas migram nesta banda:
¢ substrato-1 do receptor de insulina (IRS-1) (SUN et al, 1991) e o IR8-2 (TAMEMOTO
et al., 1994 ARAKI et al., 1994, SUN et al, 1995).

O IRS-1 ¢ uma proteina citoplasmatica de peso molecular de 131 kDa, que
migra entre 160-190 kDa em gel de poliacrilamida, provavelmente devido a modificacles
pés-transdugio e incorporagdo de fosforo. E o substrato mais extensivamente caracterizado
do receptor de insulina; é rapidamente fosforilado e desfosforilado em residuos de tirosina
em resposta 4 estimulagfio com insulina; associa-se com a enzima PI 3-quinase quando
ativado por insulina; ¢ fosforilado em serina ¢ treonina no estado basal e, finalmente, tem
sua fosforilagio regulada na diferenciaciio celular, nos estados fisiolégicos e patologicos
(SAAD ef al ,1993). Além disso, o IRS-1 € o substrato especifico para os receptores de
insulina e IGF-1. Todavia, demonstrou-se, recentemente, que pode também ser fosforilado
gquando estimulado por interleucina-4 (MYERS et al, 1993), hormdnio do crescimento

{GH} (SOUZA et al., 1994 } e angiotensina IL (SAAD, VELLOSO, CARVALHO, 1995).

A capacidade que o IRS-1 tem de autofosforilar-se apos o estimulo insulinico
de participar na transmissfio do sinal depende da presenca de multiplos sitics de
fosforilagio de tirosinas em sua estrutura. $8o 22 sitios potenciais; destes, dez mantém a
seqiidneia Tyr-Met-X-Met (YMXM), trés apresentam a sequéncia Tyr-X-X-Met (YXXM),
gum tem a seqiéneia Glu-Tyr-Tyr-Glu (EYYE). Peptideos que apresentam esta seqii€ncia
de aminoacidos possuem maior afinidade entre os substratos conhecidos do receptor de
insulina (SHOELSON et al.; 1992). Em células transfectadas com cDNA do receptor de
insulina humana, ha uma acentuada fosforilagio da ppl83 apos estimulo insulinico (SUN

et al., 1991). Estudo realizado por WILDEN et al.,(1950) demonstrou que a diminui¢do da
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fosforilacio do IRS-1 em células intactas, apresentando uma mutagio no receptor de
insulina, era diretamente proporcional 4 diminui¢fo da atividade quinase do receptor de
insulina. Embora o IRS-1 apresente também vérios sitios de potencial fosforilagio em

serina e treonina, o papel fisiolégico desse evento ndo € ainda bem esclarecido.

As tirosinas especificadas da molécula do IRS-1 sdo rapidamente fosforiladas
apos estimulacdo insulinica. Estes multisitios de fosforilagio resultam numa ligagio ndo
covalente do IRS-1 com proteinas envolvidas em sinalizagdes intracelulares, caracterizadas
pela presenca de uma por¢lo que se liga ao YMXM, denominada SH2 (homologia com o

sre 2, que € um oncogene).

Em estudos in vivo com cultura de células e em sistemas reconstituidos
in vitro, o IRS-1 fosforilado associa-se a enzima fosfatidilinositol 3-quinase (PI 3-quinase)
ativando-a (BACKER et al., 1992, FOLLI et al., 1992) Demonstrou-se, ainda, que esta
associacio e a ativagio ocorrem em dois importantes tecidos insulino-sensiveis de ratos,
figado e musculo, em concentragdes fisiologicas de insulina (FOLLI et al, 1992 ; SAAD
etal., 1993).

A PI 3-quinase apresenta uma subunidade regulatoria de 85 kDa, que contém
dois segmentos SH2, responsaveis pela ligagdo de alta afinidade com o IRS-1 (BACKER,
et al., 1992). Estudos recentes demonstram que a associagio da PI 3-quinase com o IRS-1
ativado € essencial para o transporte de glicose em tecido muscular (TSAKIRIDIS et al,,
1995) ¢ em tecido adiposo (CLARKE et al, 1994), para a sintese de glicogénio e controle
do crescimento celular na maioria dos tecidos (TSAKIRIDIS et al., 1995).
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Além da PI 3-quinase, pelo menos rés outras proteinas com porgio SH2
associam-se a0 IRS-1: a SH-PTP2 (Syp) - tirosina fosfatase, que contém duas cadeias
SH2, potencialmente capaz de desfosforilar o receptor de insulina e o IRS-1; a GRB-2
proteina adaptadora, que compde um complexo ativador da proteina ras que culminard com
a ativagiio da MAP quinase (proteina de ativagio da mitogénese), e a Nek, que tambeém

conecta o IRS-1 a vias de crescimento.

Assim sendo, a agio insulinica envolve uma cascata de interagdes covalentes ¢
oo covalentes centralizadas, num primeiro nivel, no IRS-1. A ligacfio da insulina a0 seu
receptor, na superficie celular, determina a fosforilagiio do IRS-1. Este serve, entéo, como
uma proteina ancoradoura para varias enzimas intracelulares e adaptadores moleculares.
Tais ligagdes determinam miltiplos sinais na cascata da acdo insulinica. Como resultado, o
IRS-1 é um ponto importante nos varios caminhos desta aglio, onde cada um deles ira

determinar a multiplicidade dos efeitos biologicos finais.

A regulagdo do grau de fosforilagdo do receptor de insulina e do IRS-1, bem
como & associacdo € ativagio entre IRS-1 e PI 3-quinase foram bem caracterizadas em
secidos insulino-sensiveis classicos como © hepatico e o muscular. Nestes tecidos, a
hipoinsulinemia € acompanhada de um aumento no grau de fosforilagdo em tirosina do
receptor ¢ do IR3-1 € da associagio IRS-1 e PI 3-guinase (SAAD et al., 1992; FOLLI
gt al., 1993). Por outro lado, a hiperinsulinemia induz uma redugdo marcante na atividade
das etapas iniciais da ag¢Bo insulinica apos a ligag@io deste hormOnio em seu receptor
(SAAD et al,, 1992, FOLLI et al,, 1993; SAAD et al., 1994; SAAD, FOLLIL KAHN,
1995). Ainda nestes estudos, demonstrou-se que os niveis de IRS-1 apresentam uma
regulaciio tecido-especifica, alterando-se de maneira diversa em tecido muscular, em
comparagio a tecido hepatico, em fungho da hipo ou hiperinsulinemia. Assim, a
caracierizagio e regulagio das proteinas envolvidas nas etapas iniciais em outros tecidos

sio fundamentais para a compreensao integrada das agGes insulinicas.
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Em vérias circunstincias e por varios anos, considerou-se, inadvertidamente,
pequeno papel do rim no metabolismo da glicose. CAHILL, HERRERA, MORGAN
{1966) demonstraram que a produgdo renal de glicose no estado pds-absortivo era
negligenciavel. Estudos realizados em animais demonstraram capacidade renal de aumentar
significativamente a produgio de glicose em condigdes de deficiéncia insulinica
{ADROGUE et al, 1990); porém, mais recentemente, CERSOSIMO, JUDD, MILES
{1994) demonstraram ser o rim responsével por ~30% do “turnover” da glicose nos estados
pos-absortivos, e que a hiperinsulinemia fisiologica suprime a produgiio e estimula a

captagio de glicose neste Orgao.

A insulina exerce cfeitos especificos em tecido renal, como o estimulo &
reabsorcdo tubular de sadio (DEFRONZO et al, 1975 DEFRONZO, 1981; SKOTT,
1989). Isto tem sido utilizado para explicar a associaciio entre resisténcia A insulina
acompanhada de hiperinsulinemia e hipertensido arterial (ROCCHINI et al., 1989)
Entretanto, as vias de transmissio do sinal insulinico bem como a modulagdo destas vias

ngo foram ainda investigadas em tecido renal.

Assim sendo, é importante a caracterizagiio e regulagio das etapas iniciais da
agdo insulinica em tecido renal, frente a situagdes de hiperinsulinemia e hipoinsulinemia.
Dentro deste contexto, o objetivo inicial do estudo foi investigar os niveis e grau de
fosforilagio do receptor de insulina e do IRS-1, bem como 2 associacdo IRS-1 ¢ PI
3.quinase em tecido renal em dois modelos animais; ratos em jejum, por setenta e duas
horas, (hipoinsulinémicos), € ratos velhos, com vinte meses de idade (hiperinsulinémicos),
procurando correlacionar a regulagdo destas etapas iniciais da acfo insulinica no rim com

as alteragdes nos niveis séricos deste hormonio,
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Atribuiu-se, recentemente, ao fator de crescimento IGF-1 (insulin like growth
factor) um importante papel no crescimento renal, em ratos diabéticos (FLYVBIERG et al,,
1990) e também na hipertrofia e hiperplasia renal contralateral, em animais jovens
uninefrectomizados (STILES et al, 1985, FAGIN & MELMED, 1987, FLYVBIERG,
MARSHALL, FRYSTYK, 1992). Além da bhomologia existente entre insulina e IGF-1, os
receptores de membrana especificos para cada um destes peptideos também sdo homaologos
{ULLRICH et al., 1986). O receptor de IGF-1, como o de insulina, ¢ uma proteina
heterotetramérica com duas alfa ¢ duas subunidades beta. As subunidades beta de ambos os
receptores sfo protetnas tirosina quinase, que se ativam atraves da autofosforilagio.
MYERS et al. (1993) demonstraram que o IRS-1 ¢ um substrato também do receptor de
IGF-1, evidenciando ser um elemento comum nas vias de transmissfo do sinal insulinico ¢
de IGF-1. Assim, come o IRS-1 € o principal substrato do receptor de IGF-1, e este parece
desempenhar um importante papel em situacdes de crescimento renal, outro objetiva deste
trabalho foi investigar os niveis ¢ o grau de fosforilagio do IRS-1 e a associagdo IRS-1/PI
3-quinase em tecido renal, em duas situagBes de crescimento renal: ratos diabéticos
{induzidos por estreptozotocina), e ratos com hipertrofia contralateral compensatéria

secundaria a uninefrectomia.
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Os objetivos do presente estudos foram:

Investigar os niveis e grau de fosforilagic do receptor de insulina, do IRS-1,
bem como a interagdo deste com Pl 3-quinase em tecido renal, nos seguintes modelos

fistopatologicos:

- ratos em jejum de 72 horas; ratos diagbéticos; ratos senescentes € ratos com

hipertrofia secundaria & unifrectomia, estudados 2, 7 e 28 dias apos tal cirurgia.
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3. Material e Métodos




Foram utilizados, nos experimentos, ratos (Ratfus novergicus, variedade
albina), da linhagem Wistar-Hannover, machos, adultos ou senis, fornecidos pelo Biotério
Central da UNICAMP, Campinas-SP. Apds o desmame, os animais recebiam como
alimentagfio apenas ragfio para ratos marca Purina, que contém 0,3 a 0,5g de s8dio/100g de
ragdo {85% do sodio na forma de Cloreto de Sodio) e 0,75 g de potassio/100g de ragio,
superior, portanto, ao nivel minimo recomendado para se promover crescimento e

reproducio dos amimais, que € de 0,05g/% (REEVES, NIELSEN, HAHEY, 1993).

Uma semana antes de qualquer expertmento, os animais foram acomodados em
gaiolas plasticas, contendo, cada uma, no maximo seis espécimes, ¢ mantidos em condices
de fotoperiodo (12 x 12h), com ragio e agua fornecidos ad libitum. Permaneceram em

jejum por periodo de 12 a 14 horas antes dos experimentos, exceto quando indicado.

Foram, entfio, realizadas quatro séries de experimentos, a saber: (1) controle x
diabéticos; (2) controle x jejum prolongado; (3) controle x animais senis e (4) controle x
ratos nefrectomizados hd 2, 7 e 21 dias. Em cada série, foram estudados animais
estimulados com insulina regular (+) ¢ os nfo-estimulados {~), nos quais se infundiu
somente solucdo salina a 0,9%. As solugbes empregadas nos diversos experimentos serfio

descritas, a seguir:

i. MATERIAIS

i.1. Tampio de extragiio (extrato total) (Tampio A):

Soluclio utilizada para a extragdo das proteinas celulares do tecido renal,
contém: trisma base pH 7.5 (hidroximetil aminometano) 100 mM, SDS (dodecil suifato de
s6dic) 1%, EDTA (acido etilenodiamino tetracético), fluoreto de soédio 10 mM e

ortovanadato de s6dio 10 mM,

Material ¢ Métodos i4



1.2. Tampéo de Laemmii (SX):

Utilizada para estocar o material extraido e sua posterior aplicacdo no gel de
policrilamida para eletroforese de sédio dodecil-sulfato (SDS-PAGE) a 6%. Contém: azul
de bromofenol 0,1%, fosfato de sédio 1M pH 7,0, glicerol 50%, SDS 20%.

1.3. Selucio tampdio para eletroforese em gel (SDS - PAGE):

Utilizada para a realizagio da eletroforese no SDS-PAGE, das proteinas
extraidas. A solucfio deve ser diluida 1:4 ¢ contém trisma base 0,2M, glicina 1,52M, EDTA
7,18M, SDS 0,4%.

1.4, Soluciio tampio para transferéncia:

Utilizada para a transferéncia das proteinas separadas no SDS-PAGE para a
membrana de nitrocelulose. Contém: trisma base 25mM, glicina 129mM, metanol 20% e
SIS 0,02% para facilitar a eluicio de proteinas de alto peso molecular. Deve ser estocada

54°C.

1.5. Soluciio tampio para SDS-PAGE, gel de resoluciio (resolving):

Utilizada para a manufatura do SDS-PAGE, gel de resolugiio, um tampio
composto de : EDTA 4mM, SDS 25, (trisma base) 1,5m e tem o pH ajustado para 8,9 com

acido cloridrico.

1.6. Selucio tampio para SDS-PAGE, gel de empilthamento (Stacking):

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

fosforico.
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1.7, Soluciio Basal:

Solugo basica utilizada para o manuseioc da membrana de nitrocelulose apos
transferdncia das proteinas. Contém cloreto de sodio 0,15M, trisma base 0,01M, Tween 20
0,05%

1.8, Solugio bloqueadora:

Utilizada para encubar a membrana de nitrocelulose logo apés a transferéncia.
Contém 5% de leite em pd desnatado (Molico®) e azida sodica 0,02%, dissolvidos em

soluglo basal.

1.9. Soluciio para anticorpos:

Solugdio onde se diluem os anticorpos especificos. Contém 0,3% de soro

albumina bovino (BSA) e azida sodica 0,02%, diluidos em solugfio basal.

1.10, Solucido tampfe de extraciio para imunoprecipitacio (Tampio B):

Utilizada para a extragio de proteinas para imunoprecipitagiio do tecido renal.
Contém: trisma base 100mM, EDTA 10mM, pirofosfato de sédio 10mM, fluoreto de sédio
10mM, ortovanadato de s6dio 10 mM, PMSF 2mM (diluido em alcool etilico), triton X
100 a 1%, aprotinina 10 a 3% (0,1 mg/ml). Esta solugfo deve ser mantida a quatro graus. O

ortovanadato, PSMF e a aprotinina devem ser acrescidos no momento do uso.

1.11. Soluciio tampio para lavagem do imunoprecipitado:

Contém: trisma base 100mM., EDTA 1mM, ortovanadato de sddio 2mM, triton
X-100 2 0,5%,
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1.12. Soluciio com proteina A marcada com ' I:

Solugdo que contém a proteina A com iodo 125 para a marca¢o dos anticorpos
especificos e que se prestam 2 visualizagio em auto-radiografia. Contém 0,1% de albumina

dissolvida em solugio basal, com 0,01 uCi de proteina A fomecida pela Armesham UK.

1.13. Anticorpos
Anticorpo antifosfotirosina, monoclonal, UB.1;

Anticorpo anti-teceptor de insulina e antilRS-1 produzido pela Research

Dhvision, Joslin Diabetes Center, Boston, MA.

Anticorpo antiPI 3-quinase, policlonal, UB.L

2. METODOS

2.1, Procedimentos com animais;

Os antmais, nas condicdes anteriormente descritas, foram classificados em
alimentados & jejum, controle & diabetes, jovens (Z meses) & velhos (20 meses) e
controles & nefrectomizados. Quando controle, apresentavam peso aproximado de 140 a
220g, com idade de seis a nove semanas. Para as séries de experimentos, ouiros grupos

foram preparados, como se descreve, a seguir:

2.1.1. Indugéo do Diabetes:

Para indugio de diabetes nos ratos foi utilizada estreptozotocina (Sigma
Chemical Company) (RAKIETEN, RAKIETEN, NADKARNI, 1963.) dissolvida em
tampio citrato 2%, 0,01 M,com pH 4,5. Utilizou-se esta solugo até cinco minutos apds seu
preparo. A dose de 100mg/Kg de peso foi injetada por via intraperitoneal dos animais,

mantidos em jejum alimentar prévio, ndo-hidrico, de 14 horas. As injeges
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foram realizadas entre 8 e 9 horas da manhd, permanecendo os animais, ainda por mais

uma hora, em jejum.

2.1.2. Nefrectomia:

Sempre pela manhd (7 - 8 h), com os animais em jejum de 12 horas, procedeu-
se & cirurgia de retirada do rim esquerdo: os animais foram anestesiados por via inalatoria
com éter, Apos tricotomia dorsal, foram colocados em mesa cirargica, em decibito lateral
esquerdo. Procedeu-se 4 abertura da pele e tecido subcutineo em regifio lombar,
paravertebral, através de incisdo de aproximadamente 2 cm de extenso. A seguir, abriu-se
a aponevrose e, afastando-se a musculatura paravertebral, encontrava-se a gordura peri-
renal. O rim foi assin exposto, retirado o periidneo visceral e individualizado o pediculo
renal. Este foi ligado com fio de algod&o e cortado com consegiiente exerece de todo o rim.
Reslizou-se, entdio, o fechamento, em trés planos e, apos antissepsia, manteve-se ¢ animal
aquecide por cerca de 30 minutos, retornando as gaiolas para as condigles basais, Os
experimentos foram realizados dois, sete ¢ vinte ¢ um dias apos tal procedimento, de

acordo com o grupo estudado.

2.1.3. Jgjum:

Neste grupo de experimento, ratos mantidos em gaiolas de plastico, por
72 horas, em jejum para alimentos e sem restricio hidrica, foram comparados com os
controles, mantidos nas mesmas condigdes, com fivre acesso a alimentacfo at€ o momento

do experimento.

2.1.4. Animais senis:

Neste experimento, ratos controles (8 semanas de idade) foram comparados a
ratos de 80 semanas, idade em que s8c considerados velhos. As condigBes de

armazenamento, aclimatacdo e jejum foram as mesmas dos outros grupos experimentais.
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2.2, Via de acesso e retirada do tecido:

Os experimentos iniciaram-se entre 7 ¢ 8 horas. Foram utilizados ratos machos,
com a idade descrita, apresentando peso conforme a TABELA 01, Apds, 12 a 14 horas de
jejum alimentar, e livre acesso a ingestdio hidrica, foram submetidos a anestesia
intraperitonealmente com tionembutal na dose 15mg/Kg de peso. Iniciou-se o
procedimento cirtirgico quando os reflexos comeano e de retirada da pata & dor estavam
abolidos; os animais foram colocados em decubito dorsal e, apos tricotomia da regido
abdominal anterior, realizou-se uma incisdo de aproximadamente 3 cm de extensio,
fongitudinal, subapofise xif6ide, atingindo pele e tecido subcutineo. A seguir, apods rebater
lateralmente, a direita, a musculatura reto-abdominal, expds-se a cavidade abdominal.
Afastando-se as algas intestinais, foi possivel visualizar e individualizar a veia cava inferior
& o rim direito. Nos animais do grupo controle negativo {sem insulina), foram injetados 0,5
ml de solugdo salina 0,9%. Para os animais positivos (+), administrou- se, através da veia
cava inferior, 0,5 ml de insulina regular, na concentraciio de 107 diluida em salina 0,9%, a
fim de se obter homogeneidade do volume. A determinagfo desta quantidade de insulina
foi definida por um experimento dose-resposta (FIGURA 03). Apos 90 segundos da
injecdo, tempo este determinado através do experimento demeonstrado na FIGURA 04, o
rim direito era descapsulado e um fragmento cortical de tecido retirado do seu polo
superior. Este pedaco de tecido renal era, entio, homogeneizado pelo polytron em tampio
de extragio, a temperatura de aproximadamente 100 °C. Apos ferver por mais 10 minutos,
o material foi transferido para tubos e mantido em gelo (aproximadamente 0 °C) até a fase

seguinie.

A seguir, fez-se a toracotomia para coleta de sangue por pun¢io direta do
ventriculo direito, para dosagem de glicemia e insulinemia nos animais que ndo receberam
insulina. O rim contralateral (esquerdo) era, entdo, retirado, descapsulado, e mantido por 15

minutos em papel de filtro, com conseqaente pesagem em balanga analitica.
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2.3 Manuseio do exirato fotal;

O material exiraido foi centrifugado em microcentrifuga refrigerada a 4°C
(Bioanalytical) a 12.000 rpm por 40 minutos; parte do sobrenadante foi utilizada para
determinagdo da concentragio de proteinas extraidas por fragmento de tecido e outra para
aplicacdo no SDS-PAGE.

Realizou-se pelo método do biureto (BRADFORD, 1976) a dosagem da

quantidade de proteina. Neste método fotocolorimétrico usou-se reagente da Bio Rad.

Para aplicaco no SDS-PAGE, armazenou-se o sobrenadante em aliquotas com
tampdo de Laemmli (LAEMMLI, 1970) acrescido de DTT 200mM, numa proporgio de
1:5 ( 400 pi do sobrenadante em 100ul do tampiio de Laemmii com DDT ). Fervia-se,

entfio, este material a 100°C, por 5 minutos e imediatamente era aplicado no gel.

2.4. “Immunoblotting” ou “Westernblotting™:

Duzentos microgramas do sobrenadante de extrato tecidual foram aplicados no
SDS-PAGE, de 2 mm de espessura ¢ o gel ¢ balizado por marcador de alto peso molecular
da Bio Rad que contém: miosina (205 kDa), B galactosidade (17 kD), BSA (89 kDa) ¢
evalbuﬁiina {47 kDa). Realizou-se a eletroforese em cuba de minigel da Bio Rad, com
solucio tampdo para eletroforese previamente diluida. O SDS-PAGE foi 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 isto,
utilizou-se o equipamento de eletrotransferéncia do minigel da Bip Rad. Manteve-se a cuba
constantemente a 120 volts por 2 horas, como o deserite por TOWBIN, STAEHLIN &
GORDON, 1979. A fim de manter a temperatura ndio muito alta, foram efetuadas

sucessivas trocas da forma de gelo.
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As membranas com as proteinas transferidas foram incubadas em solugdo
bloqueadora por duas horas, 4 temperatura ambiente e a seguir, lavadas em solugfio basal

por trés sesstes de dez minutos, para subsegquente incubagio com anticorpo especifico.

Apos a tncubaclio, que era feita “overnighs” a 4°C por periodo de 14 a 16
horas, sob agitagio constante, a membrana era novamente lavada com solugiic basal por
quatro sessbes de dez minutos. A seguir, novamente incubada, agora em 10 ml de solucio
basal com 2 p(i de proteina A marcada com iodo 2 (30uCi/ug), durante quatro horas, 4
temperatura ambiente, a membrana era novamente lavada com solugfio basal por cinco
sessbes de dez minutos, seca e exposta em filme de RX (Eastman Kodak, Rochester, NY) ,
usando-se intensificador (Cronex Lightning Plus intensifying screens - DuPont,
Wilmington, DE) e o cassete, mantido a temperatura de ~80°C. Apds 12 a 48 horas, o filme

erg revelado de forma convencional.

Uma vez identificadas as bandas das auto-radiografias, procedeu-se a leitura
por densitometria Optica (optical densitometry model GS 300, Hoefer Scientific
Instruments, San Francisco, CA), quantificando suas areas. A partir de entfio, foi realizada
a analise dos dados, comparando-se a densidade das bandas obtidas por auto-radiografia, no
grupo experimental, com aquela verificada no grupo controle. Sempre houve controle
mtra-experimento. Os resultados foram descritos como variagdo percentual entre a
intensidade ou o nivel de uma banda, correspondente a uma determinada proteina de um

animal em experimento, com as de outro controle {100%).

2.5, Imunoprecipitaciodo:

Fm alguns experimentos, o tecido renal de animais foi extraido e
homogeneizado em tampdo extragio (B) a 4 °C. Apos centrifugagio por 35 min, a 12.000
rpm a 4 °C, usou-se.a solugio sobrenadante dos tecidos para imunoprecipitagdo com
anticorpo antilRS-1. Aqui também se normalizou o volume das amostiras por concentragdo
protéica, como o realizado para o extrato total dos tecidos; as referidas amostras foram

incubadas com o anticorpo antiIRS-1 e permaneceram sob agitagio continua, a 4 °C, por
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espago de 12 a 14 horas. A seguir, foram acrescentados 50 ul de proteina A-Sepharose 6
MB para precipitagio do complexo proteina - anti IR-1 (IRS-1 - antiIRS-1), sob agitacio
continua a 4°C, por duas horas. Entfo, foram novamente centrifugadas por 15 minutos, a
12.000 rpm a 4 °C, desprezou-se o sobrenadante, e lavou-se, por trés vezes, o precipitado
com a soluclo tampfo para lavagem e, apos ressuspensio, em tampdo de Laemmli, foi
submetido a eletroforese em SDS-PAGE 6%, e “immunoblotting” com anticorpos

antifosfotirosina e antiPl 3-quinase.

2.6, Outros
Dosagem da glicemia:

A determinagio da glicose plasmatica foi reahizada através de método
enzimatico colorimétrico, (Glicose E enzimética, Reactoclin} segundo TRINDER (1969)
{HENRY, CANNON, WINKILMAN, 1974, LOTT & TURNER, 1973) ¢ os resultados
expressos em mgfdl. As amostras de um mesmo experimento ¢ de experimentos

correspondentes foram realizados num mesmo ensato e sempre em triplicata.

Dosagem da insulina plasmatica:

Para a dosagem da insulina sérica, utilizou-se téenica de radioimunoensaio,
empregando-se ¢ método do Duplo anticorpe para insulina ¢ os resultados expressos em

pll/ml.

Analise estatistica:

Experimentos foram sempre realizados possibilitando o estudo de todos os
grupos de animais em paralelo. Para analise estatistica dos resultados, utilizou-se o
Teste T de Student, pareado e ndio pareado, com nivel de significincia de 3% (p<0,05),

sendo os resultados expressos como média + erro padrio da média (X T EP.M.).

Merterial ¢ AMétoday i



4. Resultados




1, Caracterisficas gerais dos animais:

As caracteristicas gerais dos animais utilizados nos diferentes experimentos sdo
apresentadas nas tabelas 1 e 1. As determinagBes da glicose plasmatica e insulina sérica
descritas a seguir, foram coletadas de animais em jejum de 12 a 14 horas, exceto o grupo

alimentado e em jejum de 72 horas.

Os animais que ficaram em jejum de trés dias apresentaram uma perda de peso
de 40 £ 1 g, em relagdio aos amimais alimentados (. 146 g X A: 186 g, p<0,0001)
[TABELA 02]. Os niveis plasmaticos de glicose e insulina também foram
significativamente menores no grupe com restrico alimentar (J: 74 + I mg/dl X A; 158 + 4
mg/dl, p<0,001 e 13 £ 2 pul/ml X 38 = 4 ul/ml, p <0,001 respectivamente)
[TABELA 01}

O grupo de animais com 20 meses de idade (V) apresentou peso
significativamente maior que o grupo com 02 meses (Jo} (V: 438 216 g X Jo: 134 + 4g,
p<Q, 001 respectivamente), mas o nivel de glicose plasmatica era semelhante nos dois
grupos (V: 116 + 1lmg/dl X Jo: 116 £ 7 mg/dl ), enquanto a2 insulina sérica foi maior
nos ratos vethos gue nos jovens (V: 52 + 5 pU/ml X Jor 18 = 5 pU/ml p<0,001)
[TABELAS 01 ¢ 02].

Os animais submetidos & nefrectomia unilateral ndo apresentaram variagGes
importantes do peso nos grupos aos 2°, 7° ¢ 28° dias pds cirurgia, em relagio a animais do
grupo controle (C:159 + 1g X Nfx 02d: 159 £ 1g, p=0,90; C:204 + 5g X Nfx07d:203 * Sg,
p=0,94; C:230 + 4g X Nfx28d:228 + Sg, p=0,71 respectivamente) {TABELA 02]. A
comparagdo dos niveis glicémicos dos animais controle e nefrectomizados ha 07 dias ndo
apresentou diferenga (C:93 £ 3 mg/dl X Nfx:88 + 5 mg/dl, p=0.383) enquanto que os niveis
de insulina sérica foram significativamente maiores (C:26 + 0,5 uU/ml X Nfx:55 + 3

uU/ml, p<0,0001) [TABELA 01].

Finalmente, os animais com digbetes mellitus (DM) Iinduzido por
sstreptozotocinag, apds 7 dias da injegBo desta droga, apresentaram peso corporal

significativamente menor que o daqueles do grupo controle (DM: 98 £ 4g X C: 141 £ 4g
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p<0,0001 respectivamente) [TABELA 02]. Como esperado, houve uma elevagio marcante
nos niveis glicémicos dos animais diabéticos em relagfio ao controle (DM: 362 + 16 mg/dl
X 122 + 6 mg/dl, p<0,001), acompanhada de uma reducdio significativa nos niveis de
insulina sérica (C: 29 + 4 pU/ml X DM: 6 + 2 plU/ml, p< 0,0001) {TABELA 01].

2, Caracterizacio das proteinas envolvidas nas etapas iniciais da acdo
insulinica:

2.1. Fosforilaciio de proteinas em tirosina apds estimulo com insulina em tecido

renal:

A FIGURA 2 demonstra o efeito da insulina sobre a fosforilagio em tirosinas
de proteinas celulares, em tecido hepatico ¢ renal de ratos normais. No estado basal, uma
banda ampla com peso molecular entre 110 ¢ 130 kDa foi observada em exiratos de tecido
renal, sendo denominada fosfoproteina 120 (pp120), nomenclatura esta que utilizaremos
para descrevé-la, Em uma analise de dezesseis experimentos realizados, apos a infusio de
insulina, esta banda apresentou mudangas inconsistentes e ndo-significativas. Apos infusfo
de insulina na wveia cava inferior, uma banda de 95 kDa for evidenciada no
“immunoblotting” com anticorpos antifosfotirosina, Estudos em outros tecidos e
experimentos nossos preliminares demonstraram que esta banda corresponde &
subunidade § do receptor de insulina. Adicionalmente, ap0s o estimulo insulinico, uma
banda migrando entre 165 ¢ 185 kDa foi também detectada. Estudos utilizando tecidos
muscular e hepatico demonstraram que o substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1),
embora ndo seja exclusivo, € o mais abundante e primeirc componente descrito desta
banda.. Recentemente, descreveu-se que outra proteina com peso molecular discretamente
mais elevado que o IRS-1 migra também nesta ampla banda, e foi denominada comeo
IRS-2. Em alguns dos nossos experimentos, a banda entre 165 ¢ 180 kDa, estimulada por
insulina, aparecia como dupla, possivelmente caracterizada pelo IRS-1 e IRS-2. Esta banda

¢ denominada de pp 185 e ¢ esta nomenclatura que utilizaremos para descrevé-la.
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Em diversos experimentos detectou-se outra banda, de peso molecular de 80
kDa, que apresentou aumento no grau de fosforilagio apés estimulo com insulina,
sugerindo que esta fosfoproteina {pp 80) possa ser um substrato do receptor de insulina no
tecido renal. Entretanto, uma analise pormenorizada desta banda ficou prejudicada em
fungiio do comportamento inconsistente frente a diferentes lotes do anticorpo
antifosfotirosina, sugerindo que as tirosinas fosforiladas desta proteina devam ter
particularidade de interagiio que as difere das tirosinas do receptor de insulina e

da pp 185,

2. 2. Efeito dose - resposta:

Com o objetivo de investigar o efeito de diferentes concentragdes de insulina
nos niveits de fosforilagiio do receptor de insulina e da pp 185, realizaram-se experimentos
onde eram injetadas, na veia cava inferior, doses crescentes de insulina regular diluidas em
solugio fisiologica 0.9 % (107 M; 16°M, 107 M, 16~ M ). Observa-se, na FIGURA 3,
que houve aumento gradual de fosforilagio do receptor de mnsulina e da pp 185, atingindo
um méximo com 107 M que é também a dose maxima quando se avalia o grau de
fosforilagio do IRS-1 em tecido muscular (SAAD et al, 1992). A dose infundida que
produziu metade do efeito maximo foi proximo a 107 M. Embora seja dificil calcular a
dose de insulina que atingiu o tecido renal, em fun¢io da diluigdo do horménic ¢ da
perfusdo renal, em experimentos preliminares realizamos determinagfio de insulina sérica,
collhida na veia cava 90 segundos apés infusio de 0,5 ml de 107 M do horménio, e o8
resultados revelaram nivets entre 80 e 110 plU/ml, o que ¢ discretamente mais elevado que
niveis fisiologicos pos-prandiais. Para cada dose, o grau de fosforilagio foi
proporcionalmente crescente , e com a dose de 107 M, em trés experimentos, o incremento
na fosforilagiio da pp 185, em relago ao basal, foi de aproximadamente 30% (382 + 45%,
p<0,001) ¢ da fosforilagio da subunidade B do receptor, de aproximadamente 200% ( 290 +
40%, p<0,05) [TABELA 13}
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2.3. Relaciio entre a fosforilagio das proteinas e o tempo pés-infusio da insulina:

A fim de determinarmos o tempo em que haveria um grau maximo de
tosforilagio das proteinas: receptor de insulina, pp 185, e pp80, realizamos experimentos
onde o tecido renal era retirado 30, 60, 90 segundos, 2, 3, 5 e 15 minutos apos injegfo de
wnsulina regular na veia cava inferior. Obtivemos um maior nivel de fosforilacio tanto da
pp 185 , quanto da subunidade § do receptor, aos 90 segundos (FIGURA 04). A
fosforilagio ocorreu de maneira crescente até os 90 segundos sendo gue, numa média de
trés experimentos, observamos um aumento de 110 2%, p<0,005; 132 + 12%, p<0,05;
203 = 9%, p<0,001 no grau de fosforilagfio do receptor de insulina (RI) aos 30, 60 ¢ 90
segundos, respectivamente em relagiio ao basal. Nos mesmos experimentos ¢ aumento no
grau de fosforilacio da pp185 fot de 171 + 17%, p<0,05; 440 £ 619, p<0,005; 511 £ 33%,
p=<0,001 aos 30, 60 e 90 segundos [TABELA 14]. O comportamento da pp 80 foi simifar
ao do receptor de insulina e ao da ppl85, aumentando de 117 + 12%, p=0,21; 196 + 7%,
p<0,001; 312 £ 20%, p< 0,001 aos 30, 60 e 20 minutos, respectivamente [TABELA 14].
Apos os 90 segundos, houve uma redugfio gradativa no grau de fosforilagio da pp 80, do
receptor de insulina e da pp185, sugerindo a acdio de fosfoproteinas fosfatases, que passam
entio a desfosforilar estas proteinas. (FIGURA 04). Assim sendo, em todos os
experimentos realizados nesse trabatho, o tecido renal foi sempre retirado 90 segundos apos

o estimulo com a insulina.

3. Efeito do jejum prolongado na fosforilacie do receptor de insulina e do

seu substrato 1 (IRS-1) no tecido renal:

O protocolo que utilizamos para avahiagiio do efeito do jejum na transmissdo do
sinal insulinico no tecido renal de ratos in vive contou com animais de 08 semanas
divididos em 2 grupos. Os animais do grupo controle (A) alimentavam-se normalmente e 3
ragio era mantida até o momento do experimenio, enquanto os amimais do grupo
experimental (jejum), mantiveram-se em dieta zero, sem restrigio hidrica, por 72 horas

prévias ao experimento. ApoOs anestesia ¢ abertura da cavidade abdominal, os
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tiveram injetados 107 M de solugdo salina ou de insulina regular e tiveram um fragmento
de tecido renal retirado 90 segundos apds a injegio. O tecido foi extraido e homogeneizado
conforme o descritc em Material e Métodos. Os extratos totais foram submetidos a
separagdo protéica no SDS-PAGE e as proteinas separadas foram transferidas para
membrana de nitrocelulose. Desta forma puderam ser analisadas com anticorpos

anti-receptor de insulina {(subunidade B), antiIRS-1 e antifosfotirosina.

Os filtros de nitrocelulose tratados com anticorpo anti-receptor de insuling
{C-terminal), demonstraram uma banda de 95 kDa caracterizada como o receptor de
insulina (FIGURA 05-A). A intensidade desta banda era maior nos animais em jejum,
sugerindo um aumento no nimero de receptores de insulina no tecido renal, neste grupo. A
guantificagdo por densitometria optica desta banda em quatro experimentos, demonstrou
um aumento significativo (189 £ 9 %, p<0,0001) nos animais em jejum em relagio aos
alimentados (FIGURA 07-A), Em relaciio a concentragdo do IRS-1, obtida através do
tratamento do filtro com o anticorpo antiiRS-1{C-terminal} também se observou um
aumento nos animais em jejum, embora menos marcante que o evidenciado para o receptor
{FIGURA 05-B). A densitometria optica de 9 experimentos demonstrou um aumento para
134 + 9%, p<0,001 nos niveis protéicos de IRS-1 nos animais em jejum, quando

comparados com animais alimemados (FIGURA 07-A).

Apds a estimulagdo ir vivo com insulina e procedendo ao “imunoblotting” com
o anticorpo antifosfotirosina, evidenciou-se uma banda de 95 kDa, previamente
identificada como a subunidade B do receptor de insulina. O nivel de fosforilagde em
tirosina dessa banda fol maior nos animais em jejum (FIGURA 06), apresentando um
aumento para 163 £ 7%, p<0,0001 (n=3). No mesmo experimento, apos estimulo com
insulina, detectamos outra banda que migra enire os pesos moleculares de 165 ¢ 185 kDa.
Fsta banda é conhecida como pp 185 e contém o IRS-1 como um de seus componentes
(TAMEMOTO et al., 1994 ¢ ARAKI et al., 1994). O grau de fosforilagdo da pp 185, apos
infusdio de insulina, foi significativamente maior (FIGURA 06) nos animais em jejum [211

+ 18%, p<0,0001 {n=8)}, em relagdo ao grupo alimentado (FIGURA 07-B),
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Ainda neste mesmo experimento, nota-se que uma proteina de peso molecular
de 80 kDa (pp 80) ¢ fosforilada em tirosina. Antes da estimulacio com insulina, o grau de
fosforilacdo desta banda € mator nos animais em jejum. Apds infusio de insulina houve um
aumento no grau de fosforilagio em tirosina da ppB0 nos dois grupos, embora mais

marcanie nos animais com restrigdo alimentar,

Num dos experimentos deste grupo, infundimos insulina na veia porta e
refiramos um fragmento de tecido hepatico aos 30 segundos e de tecido renal aos 90
segundos, objetivando comparar as alteragbes nas fosfoproteinas nestes dois tecidos. A
FIGURA 06 demonstra que o jejum de 72 horas exerce efeito similar nas fosfoproteinas em
tecido renal e hepatico, ou seja, um aumento significativo no grau de fosforilagio do
receptor de insulina e da pp 185. Estes resultados em tecido hepatico foram previamente

demonstrados (SAAD et al. 1992).

Com o objetivo de investigar exclusivamente o grau de fosforilagio do IRS-1
em animais alimentados ¢ em jejum prolongado, imunoprecipitamos com anticorpos
antilRS-1 extratos de tecido renal destes animais, estimulados ou n#o com insulina. A
seguir realizamos o “immunoblotting” com anticorpos antifosfotirosina (FIGURA 08-A).
Demonstrou-se que, apds infusfo de insulina, a banda correspondente ao IRS-1 torna-se
evidente, com grau de fosforilagio maior nos animais em jejum. A densitometria Optica de
4 experimentos demonstrou um aumento de 192 * 8%, p<0,005 apos estimulo insulinico

nos animais em jejum em relagio aos animais alimentados (FIGURA 09-A).

Estudos anteriores sugeriram haver uma interagio relativamente estavel e de
alta afinidade entre o IRS-1 fosforilado e a subunidade de 85 kDa da fosfatidilinositol
3 quinase (PI 3-quinase), tal que ambas podem ser co-precipitadas com anticorpos contra
qualquer uma destas duas proteinas. Utilizamos as mesmas membranas de nitrocelulose,
que continham amostras de rim previamente imunoprecipitadas com anticorpo antilRS-1 e
apés, incubamos estas membranas de nitrocelulose com anticorpo anti PI 3-quinase.
Nota-se nas linhas correspondentes aos animais inoculados com salina 0,9% pouca ou
nenhuma associacio. Apés estimulo com insulina, uma banda correspondente & subunidade

regulatéria da PT 3-quinase fica evidente nas amostras imunoprecipitadas dos animais
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alimentados e em jejum, sugerindo associagdo entre IRS-1 fosforilado e a enzima PI
3-quinase. Comparativamente, nas amostras de animais estimulados com insulina, nota-se
um aumento na associagdo IRS-1/ P 3-quinase de 232 + 9%, p<0,0001 (n=4) nos animais
em jejum (FIGURA 09-B), sugerindo que um aumento no gray de fosforilagdo do IRS-1 ¢
acompanhado de um gumento na associagio IRS-1/ PI 3-quinase (FIGURA 08-B).

4, Efeito do envelhecimento sobre a fosforilacido do receptor de insulina e

do IRS-1 no tecido renal de ratos

A FIGURA 10-A apresenta os valores dos experimentos realizados com o3
ratos controles (08 semanas) e ratos senis {20 meses). Demonstra que nfo houve diferenga
nos niveis de proteina do receptor de insulina em tecido renal de ratos com 2 e 20 meses de
idade (V: 97 % 3%, p=0,29; n=4), determinado por “immunoblotting” com anticorpo
anti-RI. De maneira semelhante (FIGURA 10-B), os niveis de IRS-1 também ndo foram
estatisticamente diferentes em animais com 20 meses, quando comparados aos de animais

com dois meses de idade {V: 101 + 10 %, p=0,90; n=4) (FIGURA 12-A).

Por outro lado, apds infusdo de insulina, observou-se uma diminuigéio no grau
de fosforilagio do receptor de insulina nos animais senis (FIGURA 11). A densitometria
éptica em 06 experimentos evidenciou uma diminuig8o para 58 + 12 % (p<0,5) em relagio
20s animais com dois meses, A pp 185 apresentou um comportamento similar, com uma
reducio para 66 = 6 % (p<0,0001) em tecido renal de animais com 20 meses, quando

comparados aos jovens (FIGURA 12-B).

Ainda neste mesmo “immunoblotting”, ficou evidente um aumento de
fosforilagio de pp 80 em animais jovens e um aumento apenas discreto nos animais idosos
(nfic quantificada). A densitometria 6ptica revelou que a redugdo no grau de fosforilagio da
pp 80 em animais idosos, apos estimulo com insulina, foi para 69 8%, p<0,005, n=5, em

relacdo aos animais com dois meses (FIGURA 11).
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Quando os extratos de tecido renal foram submetidos & imunoprecipitacio com
o anticorpo contra IRS-1 e posteriormente submetido ao “immunoblotting” com anticorpo
antifosfotirosing, também se observou uma diminuigho para 60 £ 5% , (p<0,0001, 0= 5) no
grau de fosforilagio do IRS-1, apds infusdio de msulina, no tecido de animais velhos
{FIGURA 13-A). Tratando-se essa membrana com o anticorpo aniiPI 3-quinase, notamos
uma diminui¢io para 40 + 4%, (p<0,0001; n= 5) na associa¢io IRS-1 / PI 3-guinase em
tecido renal de animal idoso, apés estimule com insulina (FIGURA 13-B). Estes dados
sugerem que a reduglio de fosforilagio do IRS-1 € acompanhada de diminuigdo na

interacdo IRS-1/PI 3-quinase no tecido renal de ratos senis (FIGURA 14).

5. Efeito da nefrectomia parcial sobre a fosforilacdo do receptor de

insulina e do IRS-1 no tecido renal remanescente

Os animais, submetidos a nefrectomia contralateral, tiveram seu tecido renal
remansscente estudado 2, 7 e 28 dias ap0s a cirurgia realizada pelas téenicas previatmente
descritas. No “immunoblotting” com anticorpo anti-receptor de insulina, a intensidade da
handa de 95 kDa foi semelhante 4 dos controles nos animais operados ha 2, 7 e 28 dias
(FIGURA 15-A). A quantificagfio desta proteina, através da leitura por densitometria Optica
da banda referente, mostrou variaches ndo significativas de 120 = 9%, p=0,7 (n=4); 113 %
10%, p=0,86 (n=4) ¢ de 112 + 9%, p=0,24 (n=4) para os nefrectomizados ha 2, 7 e 28 dias,
respectivamente, em relac3o aos controles (ndo operados) (FIGURA 17-A). Com o
“immunoblotting”, utilizando-se anticorpo antilRS-1, os valores demonstram resultado
semelhante ac dos controles para os animais operados ha 02 ¢ 07 dias (94 + 18%, p=0,76
n=4 e 105 + 27%, p=0,86 n=5) respectivamente. Surpreendente:ﬁente, apOs 28 dias da
cirurgia, houve um decréscimo neste nivel protéico para 57  12%, (p<0,05; n=3)

(FIGURA 17-A).
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No “immunoblotting” com anticorpo antifosfotirosina, observamos que o grau
de fosforilacio da subunidade B do receptor reduziu-se no rim contralateral de animais
nefrectomizados. A densitometria Optica de cinco experimentos demonstrou que o grau de
fosforilagio do receptor reduziu-se para 76 £ 10% (p<0,05), 79 £ 5%, (p<0,005) ¢ 63 *
11%, (p<0,05) nos animais nefrectomizados ha 2, 7 e 28 dias, respectivamente (FIGURA
16).

De maneira semelhante, neste mesmo “immunoblotting” também houve uma
reduciio nos niveis de fosforilagiio da pp 185 para 63 £ 6%, p<0,0001 (n=8), 58 % 6%,
p<0,0001 (n=6); e 46 £ 5%, p<0,0001 (n=7) nos animais nefrectomizados hd 2, 7 ¢ 28 dias,
respectivamente (FIGURA 17-B).

Nos extratos de tecido renal contralateral de ratos uninefrectomizados ha 07
dias, quando imunoprecipitadas com anticorpo antilRS-1 e posteriormente submetidas ao
“immunoblotting”com anticorpo antifosfotirosina (FIGURA 18-A), houve uma reduglo
para 41 + 5%, p<0,0001 {n= 4), no grau de fosforilagio do IRS-1 em relagfo ao controle
(FIGURA 19-A). Quando esta mesmas membranas de nitrocelulose foram tratadas com
anticorpos antiP1 3-quinase (FIGURA 18-B), houve uma redugfio para 50 £ 12%, p<0,0001
{n= 4) na associaciio entre IRS-1 ¢ PI 3-quinase (FIGURA 19-B}.

6. Efeito do diabetes mellitus induzido pela estreptozetocina sobre a

fosforilagiio do receptor de insulina e do IRS-1 no tecide renal de ratos

Os animais com diabetes mellitus induzido pela estreptozotocina tiveram seu
tecido renal estudado 07 dias apos a injegiio desta droga. A FIGURA 20-A demonstra que,
quando o material foi tratado com anticorpo anti-receptor de insulina, numa meédia de 8
experimentos, o nivel do receptor de insulina aumentou significativamente no rim destes
animals para 186 + 9% (p<0,0001) em relago ao controle (ratos normais) (FIGURA
22-A). De maneira semelhante (FIGURA 20-B), no “immunoblotting”com anticorpo
especifico, o nivel do IRS-1 apresentou um aumento para 146 + 8%, p<0,0001 em relagio

ao controle, numa média de 8 experimentos (FIGURA 22-A).
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A FIGURA 21 demonstra que, apds estimulo insulinico e com o material sendo
tratado com anticorpe antifosfotirosing, houve um aumento marcante no grau de
fosforilagio da subunidade P do receptor de insulina e da pp 185 para 141 + 7% (p<0,0001)
n=35 e 238 + 42%, (p<0,01) (n=6), respectivamente, em tecido renal de animais diabéticos
em comparacdo aos controles (FIGURA 22-B). Ainda nos animais diabéticos, observou-se
um aumento no grau de fosforilag@o em tirosina da banda que migra ao redor de 120 kDa,
denominada pp 120, independente do estimulo com insulina. Na média de cinco
experimentos , na situagio basal (sem estimulo com insulina), esse acréscimo foi para 180

+ 15% (p<0,05) € 220 £ 20% (p<0,05) apos o estimulo, em relagio aos controles,

Nas amoétras previamente imunoprecipitadas com anticorpo antilRS-1 ¢ apds
procedimento de “immunoblotting” com anticorpo antifosfotirosina (FIGURA 23-A),
houve um aumento significativo no grau de fosforilaciio em tirosina do IRS-1 nos animais
diabéticos para 230 £ 13%, p<0,0001 n=5 em rela¢io ao controle (FIGURA 24-A), estudo
este concordante com o grau de fosforilagiio do pp 185, em extrato total de tecido renal de
animal diabético. E, tratando-se esse material imunoprecipitado com anticorpo antiPl
3-quinase (FIGURA 23-B) houve aumento para 210 + 15%, p<0,0001 n=5 na intensidade
da banda, demonstrando uma maior associacio IRS/PI 3-quinase em tecido renmal de

animais com Diabetes Mellitus.
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Figura 2; Avaliagio do grau de fosforilagdo em tirosina do receptor de insulina, da
pp 185 e da pp 80 em tecido hepatico e renal, antes (~) e apds (+) infusdo de insulina. As
proteinas foram extraidas em tampdo, separadas em gel e, apds transferéncia para
membrana de nitrocelulose, foi realizado "immunoblotting” com anticorpo antifosfotirosina
e ' Lproteina A. A membrana foi entdo submetida a auto-radiografia, conforme a

descrigiio em Material e Métodos.
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Figura 3: Avaliago do grau de fosforilagio em tirosina do receptor de insulina, da pp
185 e da pp 80 em tecido renal, antes (zero) e apods infusdo de diferentes doses de
insulina (10 !, 10, 107 ¢ 10-° M). As proteinas foram extraidas e homogeneizadas
conforme descricdo na figura 1 e o “immunoblotting” realizado com anticorpo

antifosfotirosing.
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Figura 41  Avaliagio do grau de fosforilagdo em tirosina do receptor de insulina,da pp
185 e da pp 80 em tecido renal extraidos em diferentes tempos (30 segundos a
15 minutos), apés infusdo de 10° M de msulina. As proteinas foram exiraidas ¢

homogeneizadas conforme descrigdio na figura 1 e o "immunoblotting” realizado com

anticorpo antifosfotirosina.
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Figura 5:  Avaliagio do nivel protéico do receptor de insulina, em tecido renal de animais
alimentados {Al) ¢ em jejum de 72 horas (J). As proteinas foram extraidas e
homogeneizadas como descritas na figura I, porém o "immunoblotting” foi realizado com

anticorpos (A) anti-receptor de insulina (RI) e (B) antiIRS-1.
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Figura 6: Avaliagio do grau de fosforilagdo em tirosina do receptor de insulina, dapp 185 ¢
da pp 80, em tecido hepatico e renal, antes (-) e apos {+) infusfo de insulina em animais
alimentados e em jejum de 72 horas. As proteinas foram extraidas ¢ homogeneizadas como

descritas na figura 1, e 0 "immunoblotting” realizado com anticorpo antifosfotirosina.
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Figura 7: Efeito do jejum sobre a concentragdo protéica (A) do receptor de insulina (RI) e do
substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1) e do grau de fosforilagdo (B) do RI, pp 185 ¢ pp 80, em
tecido renal de ratos. A densitometria optica foi realizada nas auto-radiografias de 5 experimentos
como os das figuras 5 (A e B) e 6. Os valores sdo expressos como média + EPM * p<0.05
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A. Fosforila¢do do IRS-1
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B. Associacdo IRS-1/PI 3-quinase
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Figura 8: Avaliagdo do grau de fosforilagdo em tirosina do substrato 1 do receptor de
insulina, em tecido renal, antes (-) e apos (+) infusdo de insulina, em amostras previamente
imunoprecipitadas com anticorpo antilRS-1 de ratos submetidos a jejum de 72 horas. As
proteinas foram extraidas e separadas em gel, conforme descrigdo em Material e Métodos.

Foirealizado "immunoblotting” com anticorpos antifosfotirosina (A) e antiPI 3-quinase (B).
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Figura9:  Efeito do jejum sobre o grau de fosforilagao (A) do IRS-1 e a
associagdo IRS-1/P1 3-quinase, em amostras de tecido renal de ratos submetidos ao
jejum de 72 horas, previamente imunoprecipitadas com anticorpo antilRS-1. A
densitometria optica foi realizada nas auto-radiografias de 4 experimentos como
os da figura 8 (A e B). Os valores sdo expressos como média + EPM * p<0.05
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Figura 10: Avaliagdo dos niveis protéicos do receptor de insulina e do seu substrato 1
(IRS-1), em tecido renal de animais com 2 e 20 meses de idade. As proteinas foram
extraidas e homogeneizadas como descritas na figura 1, e o "immunoblotting " realizado

com anticorpos (A) anti-receptor de insulina (RI) e (B) antiIRS-1.
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Figura 11: Avaliagdo do grau de fosforilagao em tirosina do receptor de insulina, da
pp 185 e da pp 80, em tecido renal de ratos com 2 e 20 meses de idade, antes (-) e
apos (+) infusdo de insulina. As proteinas foram extraidas e homogeneizadas

conforme Figura 1. O ” immunoblotting”  foi realizado com anticorpo

antifosfotirosina.
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Figura 12: Efeito do envelhecimento sobre a concentragdo protéica (A) do receptor de
insulina (RI) e do substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1) e sobre o grau de fosforilagao
(B) do Rl e da pp 185, em tecido renal de ratos. A densitometria optica foi realizada nas
auto-radiografias de 6 experimentos, como os das figuras 10 (A e B) e 11. Os valores sdo
expressos como média = EPM * p<0.05.
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Figura 13: Avaliagdo do grau de fosforilagao em tirosina do substrato 1 do receptor de insulina
(IRS-1), em tecido renal, antes (-) e apos (+) infusdo de insulina em amostras previamente
imunoprecipitadas com anticorpo antilRS-1, em animais com 2 e 20 meses de idade. As
proteinas foram extraidas e homogeneizadas conforme descrito na figura 1, realizado

"immunoblotting” com anticorpos antifosfotirosina (A) e antiPI 3-quinase (B).
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Figura 14: Avaliagdo do grau de fosforilagao em tirosina do substrato 1 do receptor de insulina
(IRS-1), em tecido renal, antes (-) e apos (+) infusdo de insulina em amostras previamente
imunoprecipitadas com anticorpo antilRS-1, em animais com 2 e 20 meses de idade. As
proteinas foram extraidas e homogeneizadas conforme descrito na figura 1, realizado
"immunoblotting” com anticorpos antifosfotirosina e antiPI 3-quinase. A densitometria optica
foi realizada nas auto-radiografias de 4 experimentos, como os da figura 13 (A e B) e os

resultados sdo expressos como média+ EPM * p<0,05.
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Figura 15: Avaliagdo do nivel protéico do receptor de insulina, em tecido renal

remanescente de ratos uninefrectomizados ha 2. 7 e 28 dias. As proteinas foram

extraidas e homogeneizadas como descritas na figura 1, e o “immunoblotting " realizado

com anticorpos (A) anti-receptor de insulina (RI) e (B) antiIRS-1.
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Figura 16: Avaliagdo do grau de fosforilagdo em tirosina do receptor de insulina e da
ppl85, em tecido renal, antes (-) e apds (+) infusdo de insulina em animais
uninefrectomizados ha 2, 7 e 28 dias. O "immunoblotting” foi realizado com anticorpo

antifosfotirosina.
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Figura 17: Efeito da nefrectomia unilateral, realizada ha 2 (Nx 2d), 7 (Nx 7d) e 28
(Nx 28d) dias, sobre o nivel protéico (A) do receptor de insulina (RI) e do substrato 1 do
receptor de insulina (IRS-1) e sobre o grau de fosforilagdo (B) do Rl e da pp 185, em
tecido renal remanescente de ratos. A densitometria Optica foi realizada nas
auto-radiografias de 7 experimentos, como os das figuras 15 (A e B) e 16. Os valores sdo
expressos como média+ EPM * p<0.05.
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Figura 18: Avaliagdo do grau de fosforilagao em tirosina do substrato 1 do receptor de insulina
(IRS-1) e da associagdo IRS-1/PI 3-quinase, antes (-) e apos (+) infusdo de insulina em amostras
de tecido renal remanescente, 7 dias apos uninefrectomia, previamente imunoprecipitadas com
anticorpo antilRS-1. As proteinas foram extraidas e homogeneizadas conforme descrito na figura

|. realizado "immunoblotting” com anticorpos antifosfotirosina (A) e antiPI 3-quinase (B).
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Figura 19: Avaliagdo do grau de fosforilago em tirosina do substrato 1 do receptor de insulina,
e a associagdo IRS-1/PI 3-quinase, antes (-) € apos (+) infusdo de insulina em amostras de tecido
renal remanescente, 7 dias apds uninefrectomia , previamente imunoprecipitadas com anticorpo
antilRS-1. As proteinas foram extraidas e homogeneizadas conforme descrito na figura 1,
realizado "immunoblotting” com anticorpos antifosfotirosina e antiPl 3-quinase. A densitometria
optica foi realizada nas auto-radiografias de 4 experimentos iguais aos da figura 18 (A e B) e os

resultados sdo expressos como média+ EPM * p<0,05.
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Figura 20: Avaliagdo do nivel protéico do receptor de insulina, em tecido renal de
animais com diabetes mellitus (DM) e controles normais (C). As proteinas foram
extraidas e homogeneizadas como descritas na figura 1, e o "immunoblotting" com

anticorpos (A) anti-receptor de insulina (RI) e (B) antiIRS-1.
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Figura 21: Avaliagdo do grau de fosforilagdo em tirosina do receptor de insulina, da pp 185
e da pp 80 em tecido renal antes (-) e apos (+) infusdo de insulina, em animais com diabetes

mellitus (DM). O "immunoblotting" foi realizado com anticorpo antifosfotirosina.
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Figura 22: Efeito do diabetes mellitus (DM) sobre a concentragdo protéica (A) do
receptor de insulina (RI) e do substrato 1 do receptor de insulina (TIRS-1) e sobre o
grau de fosforilagao (B) do RI, e pp 185 em tecido renal de ratos. A densitometria
optica foi realizada nas auto-radiografias de 5 experimentos como os das figuras 20 (A
e B) e 21. Os valores sd3o expressos como média + EPM * p<0.05.
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Figura 23: Avaliagdo do grau de fosforilagio em tirosina do substrato 1 do receptor de
insulina, e da associa¢do IRS-1/PI 3-quinase em tecido renal, antes (-) e apds (+) infusdo de
insulina em amostras previamente imunoprecipitadas com anticorpo antilRS-1, em animais

controles e com DM. As proteinas foram extraidas e homogeneizadas conforme descrito na

on; ne?

figura 2, sendo realizado “ "immunoblotting"” com anticorpos antifosfotirosina (A) e antiPI 3-

quinase (B).
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Figura 24: Avaliagdo do grau de fosforilagdo em tirosina do substrato 1 do receptor de
insulina, e da associagdo IRS-1/PI 3-quinase em tecido renal, antes (-) e apos (+) infusdo de
insulina em amostras previamente imunoprecipitadas com anticorpo antilRS-1, em animais
controles e com DM. As proteinas foram extraidas e homogeneizadas conforme descrito na

cen’

figura 1, sendo realizado “"immunoblotting

"7

com anticorpos antifosfotirosina e antiPl
3-quinase. A densitometria optica foi realizada nas auto-radiografias de 4 experimentos
semelhantes aos da figura 23 (A e B) e os resultados sd3o expressos como média + EPM

* p<0,05.
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A insulina inicia suas a¢des metabolicas e indutoras do crescimento ligando-se
& subunidade o de seu receptor tetramérico, ativando assim a capacidade tirosina quinase
na subunidade B. Isto catalisa a autofosforilagio intramolecular de tirosinas especificas na
subunidade B, aumentando a atividade tirosina quinase dirigida a substratos enddgenos
(WHITE & KAHN, 1994} Na maioria dos tecidos, este evento primirio induz a
fosforilaclio de uma proteina citoplasmatica com peso molecular entre 165-185 kDa,
chamada substrato 1 do receptor de insuling (WHITE, 1985; SUN, 1991). Evidéncias
oriundas de diversas fontes, e utilizando metodologia variada, demonstram que a atividade
tirosina-quinase do receptor e a fosforilacio do IRS-1 sfo essenciais para a maioria dos
efeitos biologicos da insulina (ROSEN, 1987). Em cultura de células e em tecidos muscular
e hepatico de ratos, o IRS-1 fosforilado liga-se 4 enzima fosfatidilinositol 3-quinase,
ativando-a (BACKER et al., 1992). Desse modo, o receptor de insulina, ¢ IRS-1 ¢ a PI
3-quinase representam irés das etapas iniciais da acfio insulinica, e estio presentes em
tecidos classicos da mesma. Estudos recentes demonstraram marcantes diferencas entre
figado e musculo em relagfo a regulagdo destas trés etapas iniciais. Assim, € importante a
investigagio do receptor de insulina (IR}, do IRS-1 e da PI 3-quinase em diferentes tecidos,
quando se pretende compreender a generalizacdo e a especificidade das agOes insulinicas

sistémicas.

0 papel do rim na homeostase de glicose foi, por longo tempo, considerado de
menor relevancia. CAHILL et al. (1966} demonstraram que a produgio renal de glicose era
desprezivel no estado pos-absortivo e s6 aumentava consideraveimente apés 4 a 6 semanas
de jejum, quando passa a contribuir com aproximadamente 50% da produgdo sistémica de
glicose. ADROGUE et al. (1990} demonstraram que animais em condigbes de
hipoinsulinemia tém capacidade de aumentar, de maneira significativa, a produgio renal de
glicose. Embora estas observagdes sustentem um papel potencial do rim na regulagio da
homeostase de glicose em condigdes especificas, considera-se que, na maioria da situagGes,
este papel € pouco importante. Os estudos in vive que avaliaram o metabolismo de glicose
no estado pos-absortivo (CAHILL et al,, 1966; OWEN et al,, 1969; FELING et al., 1969;

ADROGUE et al., 1990.), fizeram-no através da técnica do balanco arteriovenoso, um
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método com limitagGes nem sempre enfatizadas. Considera-se que a produgiio e a utilizacio
renal de glicose ocorram em locais anatdmicos separados no Orglo. Desta forma, estes
processos tendem a se cancelar, levando & interpretagio errdnea de que o rim é um local

pouco importante de produgio e utilizacic de glicose.

Evidéncias in vitro indicam que o nim produz glicose no tibulo proximal
(KREBS, HEMS, GASCOYNE, 1963; KREBS, 1980} e, ao mesmo tempo, células do
nefron distal e da medula intersticial sfo capazes de captar ¢ oxidar esta hexose
(WEIDEMANN & KREBS, 1969, GUDER & ROSS, 1984). A regulagio diferencial da
producio ou utilizagio de glicose no tecido renal é potencialmente importante para a

homeostase de glicose.

CERSOSIMO et al. (1994), utilizando métodos Iisotdpicos associados 4
cateterizagfio de arténa e veia renais, demonstraram que a producfo e utilizaco renal de
glicose sdo responsdveis por aproximadamente 30% do “turmover” de glicose em cles no
estado pos-absortivo. Ainda neste estudo, demonstrou-se que a hiperinsulinemia fisiologica
suprime a produco e estimula a captagdo renal de glicose, sugerindo que a agfo insulinica

em tecido renal € importante para a homeostase de ghicose.

Além desta aclio no metabolismo de glicose, o tecido renal responde a
incrementos nos niveis insulinémicos com respostas especificas, como o aumento da
reabsorcio tubular de sodio (DEFRONZO et al, 1975). O rim também desempenha um
papel central no "clearence” de insulina da circulagio sistémica (RUBENSTEIN, MAKO,
HOROQWITZ, 1976). Duas vias s3o utilizadas para isto: os capilares glomerulares,
representando & via principal, e os capilares peritubulares, responsaveis por pouco mais de

1/3 do "clearence™ renal total de insuling (CHAMBERLAIN & STIMMLER, 1967).

E provavel que a filtragio da insulina no glomérulo ocorra de maneira
inespecifica, por difusio simples, porém a insulina pode interagir com as células
glomerulares através de seu receptor especifico (MEEZAN & FREYCHET, 1982 )
Embora a via dos capilares peritubulares seja 3 menos estudada, sabe-se que o "clearence”

peritubular € mediado através do receptor de insulina. Em células onde a degradagfio da
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insulina ¢ mediada pelo receptor, a autofosforilagio e a atividade tirosina-quinase do
receptor sfo essenciais para o processo de internalizagdo do horménio (GONCALVES
et al, 1993}, Assim, considerando-se a regulacfo tecido especifica das etapas iniciais da
acdo msulinica e a importancia do tecido renal na homeostase da glicose e na degradacio
da msulina, investigamos, no presente estudo, a modulagBo das referidas etapas iniciais em
rim de ratos em quatro sttuagdes fisiopatoldgicas: o jejum prolongado, ratos diabéticos,

ratos senescenies e durante a hipertrofia renal compensatoria a uninefrectomia.

Os primeiros trabathos que avaliaram o receptor de insulina em diferentes
tecidos utilizaram métodos que necessitavam da purificacdio parcial prévia deste receptor e,
entdo, substratos exogenos aceptores de fosfato eram adicionados i vifro para analise da
atividade quinase. (KADOWAKI et al., 1984; OKAMOTO et al.,1986). Essa metodologia,
embora informativa, estd muito sujeita a artefatos bioquimicos resultantes dos
procedimentos de homogeneizagic dos tecidos e da purificacdo dos receptores, como por
exemplo, protedlise (KATHURIA et al, 1986) e desfosforilagio do receptor pela
contaminacdo por fosfoproteinas fosfatases (SWEET et al., 1987} Outra limitaciio deste
método € que, pela remocgio do receptor da membrana plasmatica, perde-se a interago
deste com outros componentes celulares que podem influenciar na atividade do proprio
receptor (FEHLMAN et al,, 1985). E ainda, diferengas na atividade quinase do receptor
podem ser manifestas i vitro com alguns substratos protéicos especificos aceptores de
fosfato, porém, ndo manifestando com outros (FRIEDENBERG et al, 1985) A
metodologia utilizada neste estudo ndo estd sujeita a tais complicages e permite uma
avaliagio direta da fosforilagdo em tirosinas do receptor de insulina ¢ de seu principal
substrato enddgeno, o IRS-1, em pequenas amostras de tecidos. (ROTHENBERG et al,
1991; SAAD et al., 1992).
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1. Animais mantidos em jejum prolongado:

O jejum prolongado (72 horas), tanto em ratos, como em humanos, &
caracterizado por deficiéncia e resisténcia a insulina (BALAGE et al., 1990). Estudos
utilizando "clamp" de glicose (PENICAUD, KANDE, LE MAGNEN, 1985) demonstraram
resisténcia a insulina sobre o metabolismo de carboidratos em tecidos periféﬁco ¢ hepatico.
Estudos demonstram que a insulina estimula o transporte eléirico de sédio, ativando
rapidamente os canais de sodio sensiveis & amilorida, na membrana celular apical, de
maneira similar & agdio da vasopressina e esta agdo insulinica, pelo menos em parte,
também depende da agdio tirosina quinase do receptor ¢ requer um aumento no cilcio
intracelular, para tornar a membrana permeavel ao sddio (RODRIGUES-COMMES et ai,
1994). Entretanto nenhum estudo descreveu resisténcia a aglio da insulina na reabsorgiio de
sodio em tecido renal durante o jejum prolongado. Na realidade, descreveu-se natriurese
durante o jejum e retengio de sédio com edema quando se elevam os niveis insulinémicos
com a realimentaciio (KOLANOWSKI et al, 1972; HOFFMAN et al, 1960;
KOLANOWSKI, 1981), sugerindo que o tecido renal mantém sensibilidade normal ao
efeito de retenglio de sodio da insulina. A obesidade, que & caracterizada pela resisténcia a
acdo insulinica no metabolismo de carboidratos, € acompanhada da sensibilidade normal ao
efeito natriurético deste hormdnio, sugerindo a existéncia de resisténcias especificas as suas
agBes, Tais dados também justificam a investigaglio das etapas iniciais da agfo insulinica
em tecido renal, procurando alteragdes moleculares que pudessem contribuir para explicar

resisténcia hormonal especifica.

Os resultados deste estudo demonstraram um aumento nos niveis e gran de
fosforilaciio, tanto do receptor de insulina quante do IRS-1, sugerindo uma regulagdo
similar & que ocorre no tecido hepatico. Em tecido renal, a fosforilagdo do IRS-1 aumentou
provavelmente como conseqiléncia do aumento na fosforilagdo da subunidade f3 do receptor
de insulina. A elevacdio dos nivels de IRS-1 ndo € suficiente para justificar o incremento no
grau de fosforilagio desta proteina. Existe, em outros tecidos, um paralelismo enire
fosforilagdo do receptor de insulina e do IRS-1 e nfio entre niveis protéicos e grau de

fosforilacio de cada uma dessas proteinas separadamente. Contudo, o fato de ser o aumento
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na fosforilagio do IRS-1 de maior magnitude que o do receptor sugere que também no rim
ocorta uma amplificago do sinal estimulado pela insulina (isto ¢, atividade tirosina-

quinase), entre a autofosforilagio da subunidade B ¢ a fosforilagio do IRS-1.

A elevacio dos niveis do receptor de insulina em tecido renal é um resultado
esperado, porque em todos os tecidos estudados a hipoinsulinemia do jejum levou a esta
Yup-reguiation” (SAAD et al, 1992). Interessante que, o IRS-1 também apresentou uma
glevagio em seus niveis durante o jejurmn, de maneira semelhante ao que ocorre no figado,
mas oposta ao que ocorre em tecide muscular, Estudos em modelos animais de resisténeia 4
insulima ¢ em cultura de células demonstraram que a hiperinsulinemia reduz ¢ a
hipoinsulinemia eleva os niveis de IRS-1, talvez por maior ou menor degradagio desta

proteina, respectivamente (SAAD et al,, 1992, 1993, 1994, 1995b).

A etapa seguinte da acdio insulinica, a ligagio/ativagio do IRS-1 fosforilado
com a enzima fosfatidil inositol 3-guinase, também estava aumentada no rim de ratos em
jejum por 72 horas, apds estimulo com insulina. O aumento na interago IRS-1/PI
3-quinase foi paralelo ao aumento no grau de fosforilagdio do IRS-1, de maneira similar ao

gue ocorre em outros tecidos.

O aumento no grau de fosforilagio do receptor de tnsulina, do IRS-1 e a maior
associagio IRS-1/PI 3-guinase durante o jejum, em tecido muscular, hepatico e renal,
sugerem que esta deve ser uma adaptaglio fisioldgica sistémica 2 hipoinsulinemia e ndo a
um mecanismo provavel de resisténcia & insulina. A resisténeia a aglio insulinica no
metabolismo de glicose, em tecido muscular e hepatico, pode ser conseqiiéncia da elevagiio
dos niveis circulantes de 4cidos graxos livres, que antagonizam o metabolizacio desta

hexose nestes tecidos (CHARRON & KAHN, 1990).

O efeito da insulina sobre a produgfio e utilizagdo de glicose em tecido renal,
bem como a interacdo glicose/acidos graxos livres neste tecido de animais mantidos em
jejum por 72 horas nfo foram ainda investigados, mas sfio, certamente, importantes para a
regulagio ¢ merecem futura investigagio. Assim sendo, torna-se dificil estabelecer
correlacbes dos nossos resultados com os efeitos biologicos finais da insulina em tecido

renal, sob estas condigdes.

IHscuzsdo 02



C?:mc. receptor
Conce. IRS-1

Fostorilagio receptor

= T
T TR S
e e

Fosforilagdo IRS-1

2. Ratos idosos

Além do jejum prolongado, outra situagiio comum de resisténcia & agio da
insutina € o envelhecimento, Esta forma de resisténcia hormonal foi bem estabelecida em
humanos por diferentes técnicas (FINK et al,, 1983, REED et al., 1993). Em animais foi
também previamente demonstrada através de técnicas de "clamp" normoglicémico,
estudando-se ratos de 2 a 20 meses de idade (YOSHIMASA, et al, 1988). Diversas
alteracdes nos efeitos bioldgicos da insulina s8o descritas em animais idosos. A sintese de
glicogénio, em resposta a estimulacfio com insulina, € marcadamente diminuida no tecido
muscular esquelético de ratos Wistar com 85 semanas (GOODMAN et al, 1983). A
captagiic de glicose estimulada pela insulina esta prejudicada em relagfo direta com a
depleciio do “pool” de transportadores de glicose (MATHAEI et al., 1990.). Demonsirou-
se, ainda, uma diminuigdo na inibico da producio hepatica de glicose por concentrages

fisiologicas de insulina em animais senescentes (YOSHIMASA et al., 1988).

Os defeitos primarios deste fendmeno ainda sfo pouco conhecidos, embora
varios estudos concordem que a idade determine uma forma de resisténcia 2 insulina,
provaveimente por alteragdo, apds sua ligagio ao receptor (KONO et al., 1990). Estudo
recente em nosso laboratorio demonstrou que, em tecido muscular e hepatico de ratos
idosos (20 meses), os niveis do receptor de insulina ndo se alteram, mas ocorre uma

reducio de aproximadamente 30 % na autofosforilagio deste receptor. Em relagfio a
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concentragio de IRS-1, demonstrou-se uma regulagio tecido-especifica, com reduciio no
tecido muscular e niveis normais no tecido hepatico. No grau de fosforilagio em tirosina
desta proteina, notou-se uma redugio de aproximadamente 70% em ambos os tecidos,

concordante com a diminuic#o na autofosforilacdo do receptor de insulina.

No tectdo renal de ratos, observamos nfio ter havido diferenca nos niveis de
receptor de insulina quando comparamos animais com 2 ¢ 20 meses, bem como no nivel do
IRS-1, similar a0 que ocorreu em tecido hepatico. O estimulo com a insulina endovenosa,
evidenciou uma diminuicdo significativa na fosforilagdo do receptor e do IRS-1,
acompanhado de uma diminuigdo em 60 % na associagio IRS-1/PI 3-quinase. Assim, esta
reducio na atividade das etapas iniciats da agfio insulinica parece ser um fendmeno

sistémico, observado em todos os tecidos estudados até o momento.

A redugdo na fosforilagio do receptor de insulina e no IRS-1 observada em
ratos de 20 meses pode estar relacionada a alteragdes da membrana plasmatica, na atividade
de proteinas tirosino-fosfatases (PTPases) ou em outros fatores ainda ndo descritos.
Demonstrou-se, recentemente, que ratos velhos tém, na membrana plasmatica, lipides
diferentes dos encontrados nas membrana de ratos jovens (NADIV et al,, 1994). Nesse
sentido, & importante destacar que, alierando-se qualitativamente os lipides da membrana
plasmatica, altera-se a sensibilidade a insulina. Também demonstrou-se que o tipo de
fosfolipide que compde a membrana plasmatica é um importante modulador da fosforilaggo
do receptor de insulina e do substrato do receptor (ZOPPINI & KAHN, 1992).

As enzimas que desfosfonilam o receptor ¢ o IRS-1 tambeém devem ser
consideradas quando se procura explicar as alteraces encontradas nas etapas inicials da
aclo insulinica renal de ratos idosos Demonstrou-se um aumento da atividade de
fosfotirosinas fosfatases que atuam sobre o receptor de insulina, em tecido hepatico de ratos
wdosos (NADIV et al, 1994) Embora nenhum estudo tenha, ainda, procurado investigar a
atividade destas fosfatases em tecido renal de ratos idosos, € possivel que estejam com
atividade aumentada, como em tecido hepatico, por serem estes os tecidos com

concentracdo mais elevadas destas enzimas (SALE, 1991).
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3. Ratos diabéticos

A investigacho das etapas iniciais da agdo insulinica em tecido renal de ratos
diabéticos demonstrou aspectos interessantes, porque contribuiu para a compreensiio da
regulagio do receptor de insulina, do IRS-1 e da PI 3-quinase em situacio de
hipoinsulinemia e hiperglicemia, ¢ também pelo crescimento renal que se observa nestes
animais.

A analise dos resultados demonstrou um aumento nos niveis e grau de
fosforilagio em tirosina do receptor de insulina , do IRS-1 e da interagdio IRS-1/P1
3-guinase em tecido renal de ratos diabéticos, similar ao que ocorre no jejum, sugerindo
serem estas alteragBes conseqiéneia da hipoinsulinemia e completamente independentes
dos niveis glicémicos. Em concordincia com estes resultados, GRUNBERGER et al (1990}
demonsiraram um aumento no namero de recepiores de insulina, na autofosforilagdo e na
atividade tirosina-quinase destes, em membranas basolaterais de rim de ratos com diabetes
hipoinsulinémicos. Confirmou-se, também, a ampliagdo do sinal insulinico pelo aumento

progressivo da fosforilagio em tirosina do receptor para o IRS-1.
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A regulagdo das etapas iniciais da agfio insulinica, muito similar em tecido renal
de animais em jejum prolongado e animais com diabetes induzido por estreptozotocina,

também foi observada em musculo e figado, sugerindo um efeito sistémico da

hipoinsulinemia.

O inicio do diabetes mellitus em humanos ¢ em animais experimentais ¢
acompanhado por um rapide aumento na massa renal e um incremento na taxa de filtracdo
glomerular ¢ fluxo plasmatico renal (MOGENSEN & ANDERSEN, 1973). O rim de ratos
diabéticos ¢ caracterizado morfologicamente por hipertrofia glomerular precoce, seguido
por um aumento de tamanho de células do tdbulo proximal (SEYER-HANSEN, 1976). Os
niveis circulanies de GH e IGF-1 estio reduzidos em ratos diabéticos, dificultando a
implicagdo destes horménios na hiperfuncio e hipertrofia renal deste estado patolégico.
Evidéncias oriundas de diferentes fontes, demonsiraram, porém, um aumento renal de IGF-
I em ratos diabéticos , sugerindo que este hormdnio possa exercer um papel no crescimento
renal destes animais por um efeito paracrino (D'ERCOLE, STILES, UNDERWOOD,
1984; MATHEWS, NORSTEDT, PALMITER, 1986; MURPHY, BELL, FRISEN, 1987).

FLYVBIERY et al. (1990) demonstraram um aumento renal de IGF-1, 24
horas apos a induglo do diabetes mellitus em ratos, com retorno a niveis basais apds uma
semana de diabetes. O aumento tecidual nos niveis de IGF-1, bem como o crescimento do
rim, podem ser prevenidos pelo tratamento dos animais diabéticos com insulina ou pela
administragio de analogos da somastotatina, consistente com uma relagio causal entre
aumento da expressdo renal de IGF-1 e crescimento deste orgo. Os niveis de receptor do
1GF-1 também se mostraram elevados em membranas renais de ratos diabéticos (WERNER

et al, 1990},

A atividade tirosina quinase, o evento bioquimico inicial no processo de
geragio da resposta biolégica 2 ligagio da insulina ou do IGF-1 em seus respectivos
receptores, & seguida da fosforilagio do substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1).
MYERS et al. {1993) demonstraram que o IRS-1 funciona como uma via citoplasmatica
para facilitar a interagio entre o receptor de insulina ou de IGF-1 e a subunidade

regulatoria da PI 3-quinase.
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Dentro deste contexto, nossos resultados, demonstrando um aumento nos niveis
renats de IRS-1 em ratos diabéticos, sfo relevantes, por ser esta proteina o principal
substrato do receptor de IGF-1. A associagio desse resultado com estudos prévios
demonstra um aumento nos niveis de IGF-1, do receptor de IGF-1 ¢ do IRS-1 em tecido
renal de ratos diabéticos, sugerindo que as condigdes bioquimicas favorecem a agdo do

IGF-1 no crescimento do rim destes ratos.

Além do aumento na fosforilacio do receptor e do IRS-1, observou-se também
um aumento no grau de fosforilagio em tirosina da ppl20 nos animais diabéticos,
independente do estimulo insulinico. A ppl20 € uma banda ampla e provavelmente deve
conter mais de uma proteina. Um componente importanie desta banda foi clonado e
seqiienciado, e receben a denominagio de FAK (quinase de adesfo focal). Esta proteina
tem 125 kDa e é fosforilada em tirosina. Embora sua fungdo precisa ndo esteja
completamente elucidada, ela parece desempenhar um importante papel na conexéo entre
ligacio de fibroelastina e vias intracelulares que aumentam a produgdio de prostaglandinas,
bermn como as interaghes entre matriz extracelular e células (DUNLOP, KEOGH,
LARKINS, 1993). CLARK et al. {1995) recentemente demonstraram um aumento no grau
de fosforilagio em tirosina da FAK no glomérulo de ratos diabéticos. SHo fatos bem
estabelecidos e precoces no rim de animais diabéticos as alteragSes na matriz extraceluiar
de glomérulos e o aumento na produgiio de prostaglandinas. A associagdo destes dados
sugere que um aumento no grau de fosforilagho e atividade quinase da FAK pode ter um
papel etiopatogénico na fase inicial da nefropatia diabética. Nossos resultados,
demonstrando um asmento no grau de fosforilagio da pp120 em rim de animais diabéticos,

indiretamente confirmam a maior fosforilagio da FAK recentemente descrita.

- Miscul

.Cﬁnc; | feceptor F
Conc. 1RS-] 0 1 4
Fosforilagfo receptor = 0 2
Fosforilagdo IRS-1 = 0 +
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4. Hipertrofia renal

Crescimento renal compensatéric do rim contralateral em seguida 2
nefrectomia unilateral ¢ demonstravel em 24 e 48 horas. Este crescimento envolve
primariamente os glomeérulos e tubulos proximais. O papel de fatores de crescimento como
EGF/TGF-a (ephidermal growth factor / transforming growth factor ), IGF-1 (insulin-like
growth actor), IGF-II | PDGF (Platelet-derived growth factor), TGF-B, FGF (fibroblast
growth factors) e NGF (nerve growth factor) vem sendo intensamente investigado nos
tftimos anos. O crescimento renal compensatorio € acompanhado de um aumento nos
nivels renais de IGF-1 (D’ERCOLE et al., 1984; FLYVBIERG, THO’RLACIUS-USSING,
NAERAA, 1988) ¢ a adnmunistragio de andlogos da somasiotatina previne o incremento
tecidual deste peptideo e o crescimento compensatério (FLYVBERG, et al, 1991).
MULRONEY et al. {1992) demonstraram também aumento no nimero de receptores de

IGF-1 nesta situagio.

0O IRS-1, que ¢ substrato do receptor de IGF-1, tem sido implicado como
essencial no crescimento de diversos tecidos, e também na regeneragio hepética
{SASAKI, 1993). Animais transgénicos que ndo expressam IRS-1, apresentam redugio
importante do crescimento e, na fase adulta, pesam 40% menos que os controles. Estes
fatos demonstram que o IRS8-1 ¢ essencial para o crescimento, mas ¢ papel desta proteina

no crescimento renal compensatoric ndo tinha ainda sido investigado.

Nossos resultados, demonstrando que os niveis de IRS-1 ndo se alteram numa
fase inicial e que até decrescem apos 28 dias, sugerem que esta proteina deve ter um papel
menor ou nio estd envolvida no crescimento renal compensatorio a uninefrectomia. O
mecanismo responsavel por esta redugdo ndo estd claro, mas deve-se considerar a
possibilidade de uma maior degradagio, porque este parece ser o principal mecanismo de
diminuiciio nos niveis teciduais desta proteina (SAAD et al, 1994). Dentro deste contexto, a
maior degradaciic do IRS-1 poderia ser conseqiiéncia de uma estimulagio continua no seu
grau de fosforilagdo, como ocorre em cultura de células sob tratamento crénico com
insulina, e diversos fatores de crescimento como IGF-1, angiotensina II e hormdnio do

crescimneto poderiam estar envolvidos(WHITE & KAHN, 1994; SAAD et al, 1995).
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O encontro de redugio nos niveis de fosforilagiio do receptor de insulina e do
IRS-1, bem como da interacdio IRS-1/PI 3-quinase apds estimulo insulinico, fol interessante
e surpreendente. Reduglio nestas etapas iniciais de agfo insulinica em tecidos muscular e
hepatico foi demonstrada em diversos modelos animais de hiperinsulinemia (SAAD et al,,
1992; FOLLI et al, 1993), hipercortisolemia (SAAD et al, 1993), apos injegdo de
adrenalina (SAAD et al., 1995a} ou glucagon {SAAD et al, 1995b) e GH (THIRONE,
CARVALHO, SAAD, 1995), e em ratos idosos (CARVALHO et al,, 1996). No entanto, ¢
mecanismo responsavel pela diminuigio na fosforilagio em tirosina do receptor de insulina
e do TRS-1 nfc esta elucidado, mas algumas considerages devem ser feitas. Estudos
recentes sugerem que enzimas que desfosforilam proteinas em tirosinas, as fosfoproteinas
fosfatases, podem estar elevadas em algumas situacles de crescimento tecidual. Desta
maneira, ¢ possivel que fosfatases pudessem estar em concentragdes e {ou) atividade
aumentada no rim com crescimento compensatorio, e atuar reduzindo o grau de
fosforilacio de receptor de insulina e do IRS-1. Um resultado que reforga esta possibilidade
¢ a redugfio no grau de fosforilacio da pp 120, que € uma fosfoproteina constitutivamente
fosforilada, e ndo estd envolvida nas vias de transmissfio do sinal insulinico, por ser

inespecifica a agfio das fosfatases em geral.

Outra possibilidade a ser considerada é o aumento sistémico ou renal de fatores
de crescimento que, paralelamente, podem exercer antagonismo nas vias de agdo da
insulina. Nesse interim, a angiotensina II se apresenta como um possivel candidato, porque
seus niveis se elevam em animals com crescimente renal compensatorio (JOHNSON et al,,
1992), ¢ nos demonstramos recentemente que a infusdo de All prévia reduz o grau de

fosforilagdo do receptor de insulina e de IRS-1 em tecido renal.

Deve-se considerar, ainda, a possibilidade de dissociagiio dos dois fendmenos,
com as causas de alteracdo nas etapas iniciais da acfo insulinica, ser independente dos

fatores que levam ao crescimento renal.
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Um ponto que merece ser estudado em futuras investigacfies ¢ se estas
alteragdes, no receptor de insulina, no IRS-1 e na interaciio TRS-1/PT 3-quinase no tecido
renal com hipertrofia compensatoria, também sio observadas em outros tecidos, o que
poderia contribuir para a compreensio deste fendmeno como exclusivamente renal ou

sistémico, 0 que certamente facilitaria a interpretacio. Estudos a este respeito, estdo sendo

realizados em nosso laboratério.
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1- Em situagdes de hipoinsulinemia, como no jejum prolongado e diabetes
mellitus, induzido pela estreptozotocina, as etapas iniciais da agdo insulinica, no tecido
renal, apresentaram wma regulagiio similar a do tecido hepatico, caracterizada pelo aumento
ne nivel protéico do receptor de insulina e do IRS-1, do aumento do grau de fosforilagio
da pp 185 e do RI bem como no aumento da fosforilagdo do IRS-1 e no nivel da associagfo

IRS-1/PI3 quinase.

2~ Nos animais idosos, com hiperinsulinemia, houve tambem uma modulagio
em tecido renal semelhante ao do tecido hepatico e ao caracterizado por manutenciio dos
nivels protéicos do receptor de insulina e do IRS-1, porém com importante decréscimo no
grau de fosforilagiio do receptor e da ppl185. O grau de fosforilagio do IRS-1 e o nivel de

associagio IRS-1/PI3 - quinase sofreu sensivel decréscimo nos animais senis.

3- Na situagio de crescimento renal, estimulada pela uninefrectomia, o nivel
protéice do R1 ¢ do IRS-1 mantiveram-se iguais ao controle, para animais operados ha 2 e
7 dias, sendo que apos 28 dias da cirurgia houve, surpreendentemente, um decréscimo no
nivel protéico de IRS-1. O grau de fosforilagio do RI e da pp185 também diminuiu para os
animais operados ha 2, 7 e 28 dias, em refagio ao controle. Nos animais operados ha 7 dias,
observamos uma diminuicio no grau de fosforilagio do IRS-1 bem como da interaco

IRS-1 /P13 quinase.

4~ Além do receptor de insulina e da ppl85, apés estimulo insulinico, pode se
observar uma banda fosforilada em tirosina, de peso molecular de 80 kDa. Esta banda
apresentou variagdes similares as da pp18S frente a diferentes situagbes fisiopatologicas ¢

pode ser um substrato especifico do receptor de insulina em tecido renal.
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7. Summary




Insulin stimulates the tyrosine kinase activity of its receptor, resulting in the
phosphorylation of ifs cytosolic substrate IRS-1, which, in turn, associates with
phosphatidylinositol 3-kinase (P 3-Kinase). In the last few years its has been shown that
the first steps of insulin action have a tissue-specific regulation in different
physiophatologic sttuations. These studies have been done in muscle, liver and adipose
tissue but not in kidney. In the present study we have examined the levels and
phosphorylation status of the receptor, IRS-1, and P I 3-Kinase in kidney using four animal

models: fasting, diabetes (STZ), aging and kidney hypertrophy.

In the methodology used there was insulin infusion into cava vein and kidney
was removed and wused for Immunoprecipitation and immunoblotting with

antiphosphotyrosine, anti-insulin receptor, anti IRS-1 and anti PI 3-kinase antibodies.

After stimulation with insulin three broad bands appeared in
antiphosphotyrosine immunoblotting: A band of ~ 80 kDa ( probably tissue-specific insulin
receptor substrate), a band 95 kDa (B-subunit of insulin receptor} and 2 band of 165-185
kDa (it contains IRS-1 and IRS-2). A time course and dose-response experimenis were
performed and showed that the maximal phosphorylation of IRS-1 occurs between 60-90

. .. .
seconds after 107 M insulin infusion.

In the fasting group there was an increase to 189 £ 9% (p<0.0001) and to 134 +
9% (p<0.001) in IR and IRS-1 protein levels, respectively. There was a simultaneous
increase in insulin receptor, pp 185 and pp 80 after insulin stimulation phosphorylation, to
163 + 7% (p<0.0001), 211 + 18% (p<0.0001) and 150 % 9% (p<0,0001) respectively
determined by immunoblotting with antiphosphotyrosine antibody. In samples previously
immunoprecipitated with antilRS-1 antibody and blotted with antiphosphotyrosine
antibody, there was a 92 £ 8% (p<0.005) increase in phosphorylation levels, accompained
by an increase to 232 9% {p<0.0001) in insulin stimulated IRS-1 association with P 1

3-kinase.

In the STZ diabetes rats there was an increase of 186 + 9% (p<0.0001} and 146
+ 8% {(p<0.0001) in IR and IRS-1 protein levels, respectively. There was a simultaneous

increase after insulin stimulation of insulin receptor and pp 185 phosphorylation
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to 141 + 7%{(p<0.0001) and 238 + 42% (p<0.01) respectively determined by
mmunoblotting with antiphosphotyrosine antibody. In the basal state a closely spaced
doublet band with molecular mass between 110 and 120 kDa has an increase in
phosphorylation status in the kidney of STZ-diabetes rats. The increase in IRS-1 protein
level in STZ diabetes rats maybe important because this protein is a substrate of number of
polypeptyde growth factors.Taken together the results these data suggest that in
hypoinsulinemic animal (fasting and STZ-diabetes) the regulation of IR and IRS-1 in

kidney s similar to liver.

There were no changes in insulin receptor and IRS-1 protein levels in kidney of
2-20 months-old rats, as determinated by immunoblotting using antibody to the
COOH-terminus of the receptor and to IRS-1. However, insulin stimulation of the insulin
receptor, IRS-1 and pp80C phosphorylation, as determined by immunoblotting with
antiphosphotyrosine antibody, was reduced by 58 £ 12% (p<0.05), 66 = 6% (p<0.0001)
and 69 + 8% (p<0.005) respectively in the kidney of rats at 20 months. These data suggest
that changes in the early steps of insulin signal transduction in kidney tissue are also similar

to what happened in the liver tissue in aging.

In remaining kidney after 2, 7 and 28 days unilateral nephrectomy, there were
no changes in insulin receptor concentration. IRS-1 protein levels decreased to 57 & 12%
{p<0.05) after 28 days of nephrectomy. After insulin stimulation there was a reduction in
insulin receptor phosphorylation to 76 + 10% (p<0.05), 79 & 5% (p<0.005), 63 %11 %
(p<0.05) and of pp 185 to 63 + 6% (p<0.0001), 58 £ 6% (p<0.0001), 46 £ 5% (p<0.0001)
to 2. 7 and 28 respectively. In samples previous immunoprecipitated with anti-IRS-1
antibody and blotted with antiphosphotyrosine antibody, there were 50 % decrease in the

insulin-stimulated IRS-1 association with PI 3-kinase after 7 days later nephrectomy.

In conclusion, our results showed that in hypoinsulinemic animal there were an
increase in the phosphorylation levels of insulin receptor, IRS-1 and IRS-1/Pf 3-K
association, while in the aging model there were a reduction in the phosphorylation status

of these proteins in kidney.
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In situations of kidney growth there is a heterogenous behaviour of the
phosphorylation of these proteins, increasing in STZ-diabetes and decreasing in

compensatory renal hypertrophy after uninefrectomy.
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ANEXO 1

TABELA 01 - Caracteristicas gerais dos animais quanto & idade, peso, glicemia expressa em
mg/dl e insulina sérica expressa em pl/ml nos diferentes grupos dos protocolos estudados. Os

resultados sfo expressos na média + erro padrio da média e a significincia expressa em * p.

Alimentado 08 semahés 158 + 4 mg/d 38+ 4 ulU/ml

Jejum 08 semanas 74 + 1 mg/dl 13 £ 2 ul/mi
*n<,001 *p<0,001
Jovem 02 meses 116 £ 7 mg/dl 18 £ 5 ulU/ml
Velho 20 meses 116 = 11 mg/dl 52+ 5 pU/ml
*p<0,001
Controle (8 semanas 93 + 3 mg/dl 26 1 pli/mi
Nfx 074 08 semanas 88 £ 5 mg/dl 55 + 3 uU/ml
*p<0,0001
Controle 07 semanas 122 + 6 mg/dl 29+ 4 uli/ml
Diabético 07 semanas 362 + 16 mg/d! 6+ 2 pll/ml
*p<0,001 *p<0,0001
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ANEX( 2

TABELA 02 - Peso dos animais, peso do rim esquerdo expresso em grama {(g) e o peso relativo

expresso por 100 gramas do peso total do animal nos diferentes protocolos estudados. Os

resultados sdo expressos na média + erro padrio da média e a significincia expressa em * p, entre

0 grupo expenimental € 0 seu controle.

Alimentado 08 semanas 186 + 1g 0,68 = 0,01g 0,36+ 0,01

fejum 08 semanas 146+ 1g 0,58 £ 0,01g 04+ 0

* p<0,0001  *p<0,0001 *p<0,0001

Jovem 02 meses 154 + 4g 0,56 £ 0,03g 0,36+ 0,02

Vetho 20 meses 438 £ l6g 1,56 + 0,06g 0,34 + 0,01
* p<0,001 * p<0,001

Controle 07 semanas 159+ 1g 0,55+0,02¢ 0,35+0,01

Nix 02d 07 semanas 159 +2¢ 0,63 £0,01g 0,40 + 0,01

* p<0,0001 * p<0,0001

Confrole 08 semanas 204 t 3g 0,72 + 0,02¢g 0,35+ 0,01

Nix 07d 08 semanas 203 + 5g 0,80 £ 0,02g 0,43 + 0,01

* p<0,0001 * p<0,0001

Conirole 08 semanas 230 + 4 ¢ 0,84 +0,02g 0,37 + 0,01

Nfx 28d 08 semanas 228 + 5g 1,02 £0,03g 045+ 0,01

* p<0,0001 * p<6,0001

Controle 07 semanas 141 + 4g 0,50 +0,03g 0,35 £0,01

Diabético 07 semanas 98 + 4g 0,59 + 0,03g 0,61 +0,02

* 0<0,0001 *p<0,05 *p<0,0001
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ANEXO 3

TABELA 03 - Peso total, peso do rim esquerdo expressos em grama (g) e peso do rim esquerdo
expresso por 100 g do peso total dos animais do grupo controle (alimentado) e do grupo em
jejum por 72 horas. Sfo expressas as médias, desvio padrio e erro padrio da média com o grau

de significincia entre 0§ grupos.

CONTROLE (Alimentado) JEJUM

183 0,681 0,372 149 0,553 0371
185 0,721 0,389 149,5 0,87 0,392
192 0,728 0,379 143 0,542 0,379
189 0,718 0,379 142 0,563 0,396
184 0,698 0,373 150 0,567 0,378
187 0,656 0,350 146 0,551 0,377
182 0,636 0,349 147 0,597 0,406
187 0,642 0,343 145 0,584 0,402
189 0,658 0,348 147 0,612 0,416
186 0,633 0,315 150 0,623 0,415
148 0,602 0,406
147 0,599 0,407
146 0,602 0,412
186,4 0,68 0.36 146,5 0,58 6.4 M
3,06 0,03 0,01 2,52 0,03 0,02 DPM
0,9 0,01 0,01 0,7 0,01 0 EPM
p<0,0001  p<0,0001  p<0,0001 p
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ANEXO 4

TABELA 04 - Peso total, peso do rim esquerdo expressos em gramas (g) e peso do rim esquerdo
expresso por 100 g do peso dos animais do grupo controle (06 semanas) e do grupo idoso (20
meses). 530 expressas as meédias, desvio padrio e erro padrio da média com o grau de

significincia entre os grupos.

CONTROLE (Jovem) MOS0 (20 meses)

0,458

145 0,524 0,361 410 0,374
158 0,621 0,393 380 0,306
169 0,469 0,303 376 0,344
130 0,395 0,353 476 0,345
142 0,502 0,325 482 0,354
170 0,554 0,277 495 0,315
162 0,603 0,372 491 0,341
155 0,715 0,461 517 0,352
162 0,703 0,433 522 0,357
165 0,658 0,398 484 0,291
1545 0,56 0,36 460 1,56 0,34 M
13 0,10 0,06 52,4 0,21 0,02 DPM
3,9 0,03 0,02 15,8 0,06 0,01 EPM
p<0,05 p<0,05 p=0,2 P
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ANEXO S

TABELA 05 - Peso total dos animais controles € dos animais submetidos & nefrectomia
contralateral hé 02 dias, bem como o peso total do rim remanescente e este mesmo peso expresso
por 10Q g do peso total do ratos. So expressas as médias, desvios padrdes e erros padrdes da

média, com a significincia estastistica entre 0s grupos.

NFX 02 DIAS
CONTROLE NEX 02 DIAS
56 0339  03% 144 0,606 0420

163 0,566 0,347 160 0,638 0,398
170 0,619 0,364 162 0,624 0,385
158 0,522 0,330 167 0,620 0,371
165 0,606 0,367 167 0,668 0,400
155 0,532 0,343 161 0,665 0,413
158 0,539 0,392 158 0,623 0,394
154 0,522 0,339 168 0,620 0,369
152 0,510 0,335 166 0,623 0,375
164 0,602 0,367 160 0,660 0,412
157 0,515 0,328 148 0,585 0,395
152 0,518 0,341 150 0,625 0,416
1580 0,55 0,35 159.2 0.63 0,40 M
5,58 0,04 0,02 7,98 0,01 0,02 DPM
1,61 0,02 0,01 2,30 0,01 0,01 EPM
p=0,90  p<0,0001  p<0,0001 p

Anexos a7



ANEXO 6

TABELA 06 - Peso total dos animais controles e dos animais submetidos a nefrectomia
contralateral ha 07 dias, bem como o peso total do rim remanescente e este mMesmMo Pesc EXPresso
por 100 g do peso total do ratos. Sio expressas as médias, desvios padrdes e erros padrdes da

media, com a significincia estastistica entre 08 grupos.

NFX 07 DIAS
CONTROLE NFX 07 DIAS
oo e T ._
T 6355 0.826
225 0,353 184 0,851
182 0372 190 0,857
195 0372 205 0,853
192 0,375 207 0,874
224 0,354 224 0,940
217 0,331 232 0,063
215 0,333 207 0,876
200 0,364 208 0,960
203 0,309 195 0,863
5536 0.72 0,35 203 4 0.89 043 M
15,57 0,05 0,02 16,25 0,05 0,02 DPM
492 0,02 0,01 5,14 0,02 0,01 EPM
p=0,94  p<0,0000  p<0,0001 P
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ANEXO 7

TABELA 97 - Peso total dos animais controles e dos animais submetidos & nefrectomia
contralateral ha 28 dias, bem como o peso total do rim remanescente e este mesSMo PESO EXPresso
por 100 g do peso total do ratos. S%o expressas as médias, desvios padres ¢ os erros padrdes da

média, com a significincia estastistica entre os grupos.

CONTROLE NFX 28 DIAS

220 0,819 0,372 229 1,083 0,473
233 0,856 0,364 225 0,962 0,427
218 0,719 0,329 231 1,032 0,446
220 0,825 0,375 245 0,958 0,391
208 0,701 0,337 236 1,209 0,512
253 0,542 0,372 250 1,215 0,486
226 0,897 0,396 212 1,000 0,471
243 0,921 0,379 209 0,919 0,423
239 0,905 0,378 220 1,054 0,479
246 0,915 0,372 217 0,910 0,419
222 0,796 0,358
230,42 0,84 0,37 2283 1,02 0,45 M
13,45 0,08 0,02 13,25 0,11 0,04 DPM
3.88 0,02 0,01 4.8 0,03 0,01 EPM
p=0,71 p<0,0001 p<0,0001 P

Anexos 49



ANEXO 8

TABELA 08 - Peso total dos animais controles e dos animais com Diagbetes mellitus induzido
por estreptozotocing, bem como o peso total do rim remanescente e este mesmo peso eXpresso
por 100 g do peso total do ratos. Sdo expressas as médias, desvios padrdes e os erros padries,

com a significincia estastistica entre os grupos.

CONTROLE DIABETICO

138 0,515 0,373 91 0,599 0,658
142 0,518 0,364 94 0,531 0,564
148 0,643 0,434 103 0,615 0,597
170 0,602 0,354 110 0,732 0,665
138 0,465 0,336 100 0,706 0,706
130 0,415 0,319 94 0,525 0,558
130 0,408 0,313 102 0,615 0,602
137 0,406 0,296 110 0,631 0,573
141 0,508 0,360 167 0,662 0,618
125 0,673 0,538
72 0,371 0,515
92 0,584 0,634
71 0,457 0,643
141,3 0,50 0,35 97.7 0,59 0,61 M
12,06 0,08 0,04 14,9 0,10 0,06 DPM
4,02 0,03 0,01 4,1 0,03 0,02 EPM
p<0,0001  p<0,0001  p<0,0001 P
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ANEXO 9

TABELA 09 - Nivel da glicose plasmatica, expressa em mg/dl e da insulina sérica, expressa em
#U/mi dos animais alimentados (Controle) e em jejum por 72 horas prévias ao experimento
{(Jejum). 530 expressas as médias, desvios padrdes da média e erros padrdes da média, com a

significincia estastistica entre os grupos.

ALIMENTADO JEJUM

167 44 77 18
168 29 74 1
146 30 76 17
162 46 72 10
157 42 75 9
149 76
71
158,2 38 74,4 13 M
9.2 & 2,23 4 DPM
37 3,6 0,84 1,8 EPM
p<0,08 p<0,05 P

Anexos 1GI



ANEXO 10

TABELA 10 - Nivel da glicose plasmatica, expressa em mg/d! ¢ da insulina sérica, expressa em
pU/ml dos animais jovem (com 2 meses de idade) e idosos (20 meses de idade). S3o expressas as
medias, desvios padrio da média e os erros padrio da média, com a significincia estastistica

enire 08 grupos.

CONTROLE {(jovem) IDOSO

154 2 76 64

113 25 76 74
105 29 154 64
116 52 140 45
104 47 131 37
115 116 42
104 121 42
115,8 17,6 116,3 52,8 M
17,6 11,6 30,1 14,4 DPM
6,6 5,2 11,4 5.4 EPM
p=0,97 p<6,001 p

Anexas 12



ANEXO 11

TABELA 11 - Nivel da glicose plasmatica, expressa em mg/dl e da insulina sérica, expressa em
uiJ/ml dos animais do grupo controle e submetidos & uninefrectomia ha 07 dias (Nfx 07). Sio
expressas as médias, desvios padrdes e erros padrdes da média, com a significincia estastistica

enire 0§ grupos.

CONTROLE NFX 07 DIAS

78
91 25 79 45
82 29 77 43
104 29 73 48
90 23 80 44
87 26 85 78
114 27 74 64
82 28 101 59
95 24 92 58
102 28 96 47
90 28 125 52
27 49
93 26,2 88 35.4 M
10 2,05 15 12,3 DPM
3 0,3 5 3,5 EPM
p=0,383 p<0,0001 P
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ANEXO 12

TABELA 12 - Nivel da glicose plasmatica, expressa em mg/d! e da insulina sérica, expressa em

ull/ml dos animais do grupo controle ¢ portadores de Diabetes mellitus.

S80 expressas as

médias, desvios padres ¢ erros padrdes da média, com a significincia estastistica entre 0s

LIUPOS.

CONTROLE

DIABETICO

25

a7

104 284 X
137 24 371 42
104 25 302 4,2
157 29 333 4,0
115 40 415 15
127 52 381 6,0
118 33 311
114 35 436
15 412
13 300
476
277
397
368
122 29 3616 6,35
17,9 11,6 61,8 43
6,34 3.6 16,5 1,7
p<0,0001 p<0,0001

M
DPM
EPM

Anexos



ANEXO 13

TABELA 13 - Média, desvio padrio e erro padrio da meédia dos valores percenmtuais de

densitometria dptica das bandas correspondentes & subunidade § do RI e da pp 185, em trés

experimenios realizados com material coletado no estado basal (sem insulina) e apds a

estimulagio com

antifosfotirosina.

360 152
294 132
223 106
290 130

70 23
40 13
p<0,05 p<0,08

DPPM
EPM

107 M de insulina; e submetido ao “immunobiotting” com anticorpo

Awmzxos
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ANEXO 14

TABELA 14 - Média, desvio padrfio e erro padrio da média dos valores percentuais de
densitometria optica do grau de fosforilagio da banda correspondente a subunidade § do RI, pp
185 ¢ pp 80, em trés experimentos realizados com material coletado aos 30, 60 e 90 segundos
apds a estimulagio com insulina e submetido ao “immunoblotting” com anticorpo

antifosfotirosina e comparados com as respectivas bandas no tempo zero da estimulacio com

wmsulina

i13 110 185 156 532 533 123 184 274

17 132 215 153 324 506 134 195 320

110 132 203 171 440 511 117 196 312 M

3 21 16 29 106 57 20 13 35 DPM
p 12 9 17 61 33 12 7 20 EPM

p<8,608 p<0,05 p<0,001 p<0,03 p<6,005 p<0,001 p=0,21 p<0,001 p<0,001 P

Amexeys 106



ANEXO 15

TABELA 15 - Medida da densitometria oOptica, em unidades arbitrarias, das bandas
correspondentes a fosforilagiio da subunidade § do receptor de insulina (pp 95), da pp 185 e da
pp 80, quando submetidas ao “immunoblotting” com anticorpo antifosfotirosina (antiPhy); do
nivel protéico do receptor (IR) ¢ do substrato 1 do receptor de insulina {IRS-1}, quando
submetidos ao “immunoblotting” com anticorpos anti-receptor ¢ antilRS-1; e das bandas
correspondentes & fosforilagiio do IRS-1 de amostras previamente imunoprecipitadas com
anticorpo antiIRS-1 ¢ submetidas a “immunoblotting” com anticorpo antifosfotirosina e da
banda correspondente a associacdo IRS-1/PI 3-quinase (PI 3-k), em tecido renal de ratos em
jequm por 72 horas. Os resultados sdo expressos em valores percentuais, com média (M), desvip
padrio da média (DPM) e erro padrio da média (EPM). A significdncia € expressa em p,

comparando-se cada grupo com o controle (100%).

Experimento . RATOS ALIMENTADOS & RATOS JEJUM 72 HORAS

203 115 173 257 186 212 248
195 162 149 260 142 198 237
198 146 184 173 164 183 218
162 113 167 138 125 171 228
132 144 172 135
105 192 145
104 209
178 28%
152
1895 1343 163.4 211 1495 i92 232 M
18,6 26,6 16,7 52,2 22 16,7 22 DPM
9,3 8.9 7.4 18.5 9 8,3 9 EPM
p<f,0001 p<0,001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,000% p<0,005  p<0,0001 p

Anexos 17



ANEXQ 16

TABELA 16 - Medida da densitometria oOptica, em unidades arbitrarias, das bandas
correspondentes a fosforilagiio da subunidade B do receptor de insulina (pp 95), da pp 185 e da
pp 80, quando submetidas ao “immunoblotting” com anticorpo antifosfotirosina (antiPhy}; do
nivel protéico do receptor {IR) e do substrato 1 do receptor de mnsulina (IRS-1) quando
submetidos ac “immunoblotting” com anticorpos anti-receptor ¢ antilRS-1; das bandas
correspondentes a fosforilagio do IRS-1 de amostras previamente imunoprecipitadas com
anticorpo antilRS-1 e  submetidas a “immunoblotting” com anticorpo antifosfotirosina e da
banda correspondente a associag8o IRS-1/ PI 3-quinase (PI 3-k), em tecido renal de ratos jovens
{controle com 00 semanas) e ratos sents (20 meses). Os resultados sfo expressos em valores
percentuals, com meédia (M), desvio padriio da meédia (DPM) e erro padrio da meédia (EPM). A

significdncia € expressa em p, comparando-se cada grupe com o controle {100%).

Experimento : RATOS JOVENS (6 semanas) & RATOS SENIS (20 meses})

Subunidade B

91 86 71 76 79 56 51

99 116 28 75 93 45 29

103 120 64 84 99 74 46
34 43 103 67 40
39 54

97 161.2 57.8 65,6 69 60,4 40,8

52 19,4 31,1 15,4 18 1l 8.3

2.6 9.7 12,7 6,3 8,1 4.9 3.7

p=0,289  p=0,902 p<0,05 p<0,0001 p<0,005  p<0,0001  p<0,0001

AngRos 108
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ANEXO 17

TABELA 17 - Medida da densitometria Optica, em unidades arbitrarias, das bandas
correspondentes 4 fosfortlagdo da subunidade § de receptor de insulina {pp 95), da pp 185 e da
pp 80, quando submetidas ao “immunoblotting” com anticorpe antifosfotirosina (antiPhy); do
nivel protéico do receptor (IR) e do substrato ! do receptor de insulina (IRS-1), quando
submetidos ao “immunoblotting” com anticorpos anti-receptor ¢ antilRS-1, em tecido renal
remanescente de ratos submetidos, ha 02 dias, & nefrectomia unilateral. Os resultados sio
exprassos em valores percentuais, com média (M), desvio padrio da média (DPM) e erro padrio
da média (EPM). A significincia ¢ expressa em p, comparando-se cada grupo com o controle

néo-operado (100%).

Experimento : Efeito da nefrectomia parcial de 02 dias sobre receptor de insulina e do IRS-1 em

tecido renal remanescente

131 140 97 45
137 54 81 47
120 84 40 83
87 50
55
72
86
120,7 94 76,4 63.1 M
18,5 35,8 21,7 16,2 DPM
9,3 17,9 9,7 5,7 EPM
p=0,7 p=0,76 p<0,05 p<0,0001 P
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ANEXO 18

TABELA 18 - Medida da densitometria Optica, em unidades arbitrarias, das bandas
correspondentes 4 fosforilagfio da subunidade B do receptor de insulina (pp 95), da pp 185, e da
pp 80, quando submetidas ac “immunoblotting” com anticorpo antifosfotirosina (antiPhy); do
nivel protéico do receptor {IR) e do substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1), quando
submetidos ao “immunoblotting” com anticorpos anti-receptor e antilRS-1 e das bandas
correspondentes & fosforilagio do IRS-1 de amostras previamente imunoprecipitadas com
anticorpo antiiRS-1 ¢ submetidas a “immunoblotting” com anticorpo antifosfotirosina ¢ da
banda correspondente a associagio IRS-1/ PI 3-quinase (PI 3-k), em tecido renal remanescente de
ratos submetidos, ha 07 dias, a nefrectomia unilateral. Os resultados s@io expressos em valores
percentuais, com média (M), desvio padrio da média (DPM) e erro padrio da média (EPM). A

significincia € expressa em p, comparando-se cada grupo com o controle nfo- operado (100%).

Experimento : Efeito da nefrectomia parcial, ha 07 dias, sobre receptor de insulina e do IRS-1 no

tecido renal remanescente

110 140 82 435 37 46
127 145 62 78 51 39
86 49 84 59 28 64
30 90 48
75
113,2 164,8 79,6 58 43 50,5 M
20,2 60,4 10,53 15,4 10,5 16,6 DPM
10,1 27,03 4,7 6,2 5,28 5.3 EPM
p=8,237 p=0,863 p<0,005 p<8,0001  p=0,0001 p<0,0001 p

Amexoy
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ANEXO 19

TABELA 19 - Medida da densitometria Optica, em unidades arbitrartas, das bandas
correspondentes 4 fosforilagfio da subunidade 3 do receptor de insulina (pp 95), dapp 185 e da
pp 80, quando submetidas ao “immunoblotting” com anticorpo antifosfotirosina (antiPhy) e do
nivel protéico do receptor (IR) ¢ do substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1), quando
submetidos 20 “immunoblotting” com anticorpos anti-receptor ¢ antilRS-1, em tecido renal
remanescente de ratos submetidos, ha 28 dias, & nefrectomia unilateral, Os resuiltados sio
expressos em valores percentuais, com meédia (M), desvio padric da média (DPM) e erro padrio
da média (EPM). A siznificincia é expressa em p, comparando-se cada grupe com o controle

nio-operado (100%).

Experimento : Efeito da nefrectomia parcial, ha 28 dias, sobre receptor de insulina e do IRS-1 no

tecido renal remanescente

107 58 54 | 23

93 55 04 37
138 101 50 34
111 40 72 55
30 37 53
30 57
63
12,2 56.8 62.8 46 M
18,82 27,2 28,1 14,7 DPM
9,4 12,2 11,4 55 EPM
p=0,241 p<0,05 p<0,05 p<0,0001 p

Anexos i1l



ANEXO 20

TABELA 20 - Medida da densitomeiria Optica, em unidades arbitrarias, das bandas
correspondentes 4 fosforilagiio da subunidade 3 do receptor de insulina {pp 95), da pp 185 e da
pp 80, quando submetidas ao “immunoblotting” com anticorpo antifosfotirosina (antiPhy); do
nivel protéico do receptor (IR} e do substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1), quando
submetidos a0 “immunoblotting” com anticorpos anti-receptor e antilRS-1; das bandas
correspondentes & fosforilagio do IRS-1 de amostras previamente imunoprecipitadas com
anticorpo anti-IRS-1 ¢ submetidas a “immunoblotting” com anticorpo antifosfotirosina e da
banda correspondente a associagio IRS-1/ P1 3~quinase (PI 3-k) em tecido renal remanescente de
ratos portadores de Diabetes mellitus induzido pela estreptozotocina. Os resultados sdo expressos
em valores percentuais, com média (M), desvio padrdo da média (DPM) e erro padrio da média

{(EPM). A significincia é expressa em p, comparando-se cada grupo com o controle (100%).

Experimento : Efeito do Diabetes mellitus sobre receptor de insulina e do IRS-1 no tecido renal .

Proteite i ity ity
154 121 122 256 234 224
205 153 163 226 264 234
192 188 139 152 206 186
208 140 134 135 194 165
210 140 422
190 122
178 166
186,2 1457 1414 2383 730 7104 M
26,3 22,3 155 1023 29,7 33.4 DPM
9.3 8 6,9 41,7 13,3 14,9 EPM
p<0,0001  p<0,0001 p<0,0001 p<0,01  p<0,0001  p<0,0001 p
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