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A insulina, agindo através do seu receptor (IR) pertencente a familia dos receptores
com atividade tirosina quinase, desencadeia uma série de respostas tecido-especificas
mediadas por diferentes vias intracelulares. Uma destas vias, com atividade
predominantemente ligada a crescimento celular e mitogénese envolve as proteinas SHC e
GRB2. No presente estudo avaliou-se a sinalizag8o da insulina através da vias SHC/GRB2
em sistema nervoso central (SNC) de ratos.

Inicialmente determinou-se presencga e quantidades de IR, SHC e GRB2 em cortex
cerebral e cerebelar. As trés proteinas foram encontradas em concentragfes similares em
ambos os tecidos. Entretanto, quando os animais experimentais foram submetidos a
tratamento agudo com insulina detectou-se aumento significaiivo da fosforilagio de IR ¢
SHC e da associagiio SHC/GRB2 somente em cerebelo e nfo em cortex cerebral.

Em seguida avaliou-se a variacéio da concentracdo de IR, SHC, GRB2 ¢ da tirosina-
fosfatase SHP2, desde o primeiro dia até a sexagésima semana de vida. Com relacdo ao
nivel de expressdo protéica somente SHP2 sofreu queda significativa no periodo avaliado,
mantendo-se as demais proteinas em niveis estaveis. Sob tratamento agudo com insulina
observou-se que no decorrer do periodo avaliado ocorreu uma queda progressiva da
fosforilagdo basal ou insulino-dependente de IR e SHC e da associacio entre SHC/GRB2
tanto em cérebro quanto em cerebelo.

Conclui-se que eclementos participantes de uma das vias intra-celulares de
sinalizag8o da insulina estdo presentes em SNC, que sua atividade sofre modulagio de
acordo com a idade e que existem diferengas funcionais entre cOrtex cerebral e cerebelar na

resposta & mmsulina.
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A insulina é um horménio/proteina de aproximadamente 7.000 daitons, produzida e
secretada pelas células P da ilhota pancredtica, e que tem como principal fungéo o estimulo
4 captagiio de glicose por tecidos alvos. Além de seus efeitos priméarios no controle da
homeostase de glicose, a insulina participa na modulagéo da expressio de diversos genes
seja através da regulagdo da transcrigio do DNA, seja através de efeitos estimulatdrios ou
inibitérios sobre o ritmo de tradugdio, ou pelo controle da sintese de DNA, ou ainda
regulando o transporte de ions e aminoacidos, em praticamente todas as células
(CHEATHAM & KAHN, 1995).

A insulina inicia seus efeitos metabdlicos e promotores de crescimento através da
ligacfio a um receptor especifico na membrana plasmatica. O receptor de insulina (IR) é
uma glicoproteina presente na membrana celular de praticamente todos os tecidos de
mamiferos, que pertence a familia dos receptores de fatores de crescimento com atividade
tirosina quimase intrinseca (RTK) (FREYCHET, ROTH, NEVILLE, 1971;
CUATRECASAS, 1972; KAHN, 1985; VIRKAMAKI, UEKI, KAHN, 1999). O IR é uma
proteina heterotetramétrica, composta de duas subunidades « e duas subunidades
. Regides ricas em residuos cisteina nas subunidades o e nas subunidades B, permitem
uma ligagio covalente inter- ¢ intra-subunidades, através de pontes dissulfeto, formando
assim uma estrutura funcional oy B; (MASSAGUE et al., 1981; KASUGA et al., 1982a).
Cada subunidade o com peso molecular de 135 kDa, é exclusivamente extracelular, ¢
contém o sitio de ligagdo da insulina. A subunidade P ¢ uma proteina transmembrana que
apresenta peso molecular de 95 kDa, e que possui atividade tirosina quinase. O IR desta

forma comporta-se, funcionaimente, como uma enzima alostérica com subunidades o
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regulatdrias e subunidades P cataliticas (KASUGA, KARLSSON, KAHN, 1982b;
KASUGA et al., 1982¢). Quando a insulina se liga & subunidade «, ocorre uma alteragdo
' na sua conformagéo fazendo com que a atividade quinase de uma das duas subunidades f
seja estimulada (HERRERA & ROSEN 1986; PERLMAN et al., 1989; WHITE et al,
1988; VIRKAMAKI et al., 1999), transferindo grupos fosfato do ATP para varios residuos
tirosina do receptor. O padrdo de autofosforilagéio do receptor € rapido e em cascata, e
envolve no minimo 5 rtesiduos tirosina. A fosforilagio de trés residuos tirosina (Tyr
1138711621163y 13 alca regulatoria da subunidade B, estabiliza a mudanca conformacional que
expde a porcio catalitica para ativagéo da por¢io quinase do receptor (HUBBARD et al,,
1994), ampliando desta maneira, a atividade quinase em dire¢de a outras proteinas
citosdlicas. Uma vez ativado, o receptor fosforila substratos intracelulares especificos,
cumprindo assim o primeiro passo de uma longa cadeia de interagGes destinadas a produzir
os efeitos biologicos finais da insulina (VAN OBBERGHEN et al., 1983).

Evidéncias tém sugerido que a atividade quinase do receptor tem papel essencial na
mediacio dos efeitos metabdlicos agudos e prolongados sobre o crescimento celular
estimulado pela insulina (EBINA et al., 1987; WILDEN et al., 1992ab). Estudos de
mutagénese in vitro onde a lisina '® localizada no sitio de ligagio do ATP do IR, foi
substituida por outro aminoécido, demonstraram que tais mutantes expressos em linhagens
celulares derivadas de tecidos classicamente responsivos a insulina, permitem a ligagio da
insulina ao seu receptor, porém nio permitem a ativagiio da porgdo quinase do mesmo.
Esses receptores mutanies foram totalmente ineficientes e incapazes de mediar os efeitos

metabolicos e promotores do crescimento da insulina (EBINA et al., 1987; CHOU et al.,
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1987; KROOK et al., 1996). MutacSes outras geradas no sitio de fosforilagdo em tirosina
(Tyr !1SWUEZIEYy postraram alteragbes similares, tendo o receptor mutante apresentado
uma reducdo na capacidade de autofosforilagdo e na sua atividade tirosina quinase (ELLIS
et al., 1986; WILDEN et al., 1990; WILDEN et al., 1992ab).

A tirosina * da subunidade B, localizada na por¢do justamembrana do receptor cria
o sftio de reconhecimento - NPXpY (onde N= aspargina, P = prolina, X = qualquer amino
acido e pY = fosfotirosina) do dominio PTB dos substratos do receptor de insulina que esta
presente em muitos recepiores tirosina quinase, inclusive do IR. Mutacfo induzida nesta
tirosina ¢ria um receptor que se liga a insulina ¢ € autofosforilado normalmente,
apresentando também atividade quinase dirigida a substratos exdgenos in vitro. Entretanto,
tal mutante € incapaz de fosforilar o IRS-1 e outros substratos do receptor de insulina, o
que provoca a perda da maioria das acdes bioldgicas da insulina, sendo esta uma evidéncia
da grande importdncia desempenhada por estes substratos na sinalizagfio insulinica
(WHITE et al., 1988; VIRKAMAKI et al., 1999).

O receptor do fator de crescimento semelhante & insulina (IGF-1R), como o IR
também € uma tirosina quinase, ¢ ¢ também composto por 2 subunidades o extra-celulares,
¢ 2 subunidades B transmembrana. Apds a ligacdo do IGF, o IGF-IR sofre igualmente
autofosforilacio em varios residuos tirosina situados na por¢do intracelular da subunidade
B. Estes residuos estdo localizados em posi¢des homologas aos do IR (CHEATHAM &
KAHN, 1995; VAN OBBERGHEN, 1994; ROCCHI et al., 1996).

Diferente da mator parte dos RTKSs, que uma vez fosforilados ligam-se diretamente

as proteinas com dominio SH2 para propagar o sinal, os receptores de insulina ¢ do IGF-1,
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uma vez fosforilados, catalizam a fosforilagdio de proteinas intermediarias, ou substratos do
receptor, responsaveis pela transmissao do sinal entre o receptor e proteinas possuidoras do
dominio SH2 (CHEATHAM & KAHN, 1995). Estes substratos sdo normalmente referidos
como proteinas de acoplamento, pois diversas outras proteinas intracelulares se ligam a
cles e deste modo transmitem o sinal em cascata para outras proteinas e substratos distais.
Estas interagdes intracelulares proteina-proteina sio essenciais para transmitic e
compartimentalizar o sinal e desta forma permitir que o efeito final do horménio ou fator
de crescimento seja alcancado.

E importante ressaltar o fato que, em células intactas, tanto o IR como o IRS-1 sdo
capazes de ser fosforilados em aminoacidos serina e treonina (KASUGA et al., 1982 ab;
SMITH et al., 1993). Tais fosforilagdes podem ser estimuladas por tratamento prolongado
com insulina, ésteres de forbol e analogos do AMP ciclico, ¢ presumivelmente sdo
resultantes da fosforilagdo do receptor pela proteina quinase C ou proteina quinase A
(TAXAYAMA et al, 1984). Em coniraste & fosforilagdo em tirosina, a qual ativa a
quinase, a fosforilagio em serina inativa a capacidade tirosina-quinase do receptor
(TAKAYAMA, WHITE, KAHN, 1988; SMITH et al., 1993). Esta regulagfo da atividade
quinase por fosforilagdes em aminoécidos distintos, apresenta-se como um importante
mecanismo regulador do sinal insulinico em situagdes fisiologicas e patologicas (MYERS
& WHITE, 1995).

Os substratos do receptor de insulina sdo uma familia crescente de proteinas que
sio fosforiladas pelo receptor de insulina. Até o momento, nove membros desta familia

foram identificados, incluindo o IRS-1, o primeiro substrato a ser identificado e o mais
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bem estudado (WHITE, TAKAYAMA, KAHN, 1985; SUN, ROTHENBERG, KAHN,
1991.), o IRS-2 (MIRALPEIX et al., 1992}, 0 IRS-3 (LAVAN & LIENHARD, 1993) e o
IRS-4 (PERROTI et al., 1987), que sio geralmente vistos como os mais especificos para a
sinalizacdo insulinica; Gab-1 (V IRKAMAKI et al., 1999); SHC, com suas trés isoformas
(PELICCI et al., 1992); e p62%°* (VIRKAMAKI et al., 1999).

Os substratos do receptor de insulina (IRSs), sfio proteinas citoplasmaticas
estruturalmente divididas em duas regides, as quais determinam sua especificidade. Assim,
a regifo amino-terminal (NH2) do dominio PH (plecksirin-homology) é altamente
conservada e estd envolvida na ligacdio das proteinas IRS 4 membrana e ao receptor de
insulina; ¢ encontrada em todas as proteinas desta familia com excecéio da SHC. Todos
estes substratos, com excegdo da Gab-1, tém um dominio PTB (phosphotyrosine-binding)
localizado em dire¢do a por¢do COOH-terminal com relagio a0 dominio PH. O dominio
PTB € critico para o reconhecimento da seqiiéncia NPXpY do receptor de insulina. Assim
na maioria dos substratos, ambos os dominios PH e/ou PTB contribuem para a interagio
com o receptor, possivelmente cooperando com outros dominios dos substratos. Do ponto
de vista funcional, todas as proteinas desta familia se ligam ao receptor autofosforilado
apenas transitoriamente e depois se desassociam, podendo entdo ser reconhecidas pelo
dominio SH2 de diversas proteinas (SUN et al., 1995; VIRKAMAKI et al., 1999).

Através de estudos realizados em cultura de células foi demonstrado que a insulina
¢ capaz de induzir a fosforilagédo de uma proteina efetora denominada SHC (PRONK et al.,
1993; OKADA, YAMAUCHI, PESSIN, 1995). Similar ao IRS-1, a SHC ¢ uma proteina

citoplasmatica passivel de ser tirosino-fosforilada por uma variedade de fatores de
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crescimento e citoquinas (OBERMEIER et al., 1993; SEGATTO et al., 1993; SASAOKA
et al., 1994 ab). Descrita pela primeira vez por PELICCI e colaboradores (1992), a proteina
SHC (src homology 2/a coliagen-related), cuja estrutura assemelha-se aquela do colageno,
¢ possuidora do dominio SH2, caracteristica da qual deriva-se o seu nome (PELICCI et al.,
1992). A familia das proteinas SHC consiste de 3 proteinas relacionadas: as isoformas de
46 ¢ 52 kDa resultam da utilizagiio de diferentes pontos de iniciagdo no mesmo
transcriptor; enquanto a isoforma de 66 kDa parece ser o resultado de “splicing”
alternativo (PELICCI et al., 1992; PRONK et al., 1993).

Com o objetivo de determinar a importancia da SHC na mediagdo das respostas
intracelulares iniciadas pela insulina, diversos estudos in vivo em cultura de células ¢ em
sistemas reconstituidos in vitro, tém sido realizados. Embora alguns estudos coincidam em
afirmar que as proteinas SHC nio co-imunoprecipitam com IR ou IGF-1R ativados
(PRONK et al., 1993), pesquisas realizadas utilizando receptores de insulina, IGF-1R ¢
receptores de citoquinas, apontam o IRS-1 ¢ a SHC como substratos diretos destes
receptores (MYERS & WHITE, 1993). Para evidenciar este fato, experimentos in vitro
usando o sistema duplo-hibrido em leveduras (GUSTAFSON et al, 1995) foram
realizados, demonstrando que a p52 SHC interage especificamente com o IR e o IGF-1R,
através da ligacdo dos aminoacidos da porcdo amino-terminal 46 a 209, com 0s scus
correspondentes localizados no dominio NPXpY da regifio juxtamembrana de ambos os
receptores (ISAKOFF et al., 1996).

A proteina SHC contém um dominio especial PTB, que torna a fosforilagdo possivel

mesmo sem a presenca do dominio PH (VIRKAMAKI et al., 1999). Também diferente dos
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outros membros da familia dos substratos do receptor de insulina, a tirosil-fosforilago da
SHC por insulina, liga esta proteina a uma unica molécula efetora, chamada GRB2
(LOWESTEIN et al. 1993; McGLADE et al. 1992; ROZAKIS-ADOCK et al., 1992).

A porgdo SH2 (Src homology 2, “counterpart of viral src™), parte importante da
estrutura de algumas proteinas citoplasmaticas, ¢ um dominio altamente conservado,
constituido por aproximadamente 100 aminoacidos, que se caracteriza por sua capacidade
de interagir, através de ligagOes de alta afinidade, com as seqii€ncias tirosina-fosforiladas
de receptores ¢ outras fosfoproteinas (ANDERSON et al., 1990; KOCH et al., 1991;
MCGLADE et al., 1992). A associacdo de proteinas com dominio SH2 ao receptor ativado
¢ estritamente dependente da autofosforilagio do receptor (KOCH et al., 1991;
MARGOLIS, 1992). Dentre as proteinas que possuem este dominio estdo a subunidade p85
da fosfatidtlinositol 3-quinase (PI 3-kinase) (MYERS et al., 1992; MYERS & WHITE,
1993), a GRB2 (SKOLNIK et al., 1993 ab), ¢ a proteina SHP2 {SHPTP-2, ou PTP1-D ou
Syp) (FREEMAN et al., 1992). Além destas proteinas adaptadoras, outras proteinas com
por¢do SH2 ligam-se aos residuos tirosina das proteinas IRS através deste dominio, como a
Nck (CHEATHAM & KAHN, 1995), a Crk (VIRKAMAKI et al, 1999), Fyn
(VIRKAMAK]I et al., 1999) e Csk (VIRKAMAKI et al., 1999).

A mais bem estudada molécula sinalizadora ativada através do IRS-1 e do IRS-2 &
a PI 3-quinase, que possui um papel importante na modulacio de diferentes fungSes
celulares, incluindo captagio de glicose através da sua participacio na regulagdo da
translocagfo das vesiculas de GLUT4 para a membrana, antilipdlise, ativa¢io da sintese de

acidos graxos, sintese de glicogénio, fosforilagdo da AKT e estimulagdo da sintese protéica
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e da sintese de DNA (LAVAN & LEINHARD, 1993; ALESSI & DOWNES, 1998;
VIRKAMAKI et al., 1999), além de participar das vias que levam & apoptose (MILLER et
al., 1997, SHEPHERD, WITHERS, SIDDLE, 1998; ZHANG et al., 1998).

A GRB2 (growth factor receptor-bound protein-2), é uma pequena proteina
citoplasmatica de 25 kDa, constituida por dois dominios Src-homology 3 (SH3) e um SH2
(LOWENSTEIN et al., 1993; SKOLNIK et al., 1993a). A GRB2 estd constitutivamente
ligada a uma regiio rica em prolina da proteina “Son of Sevenless™ (SOS), uma
permutadora GDP/GTP para RAS. Uma vez ativada, GRB2 direciona a relocacfio de SOS
4 membrana, desta forma permitindo a ativagiio de RAS. A proteina RAS ligada ao GTP
inicia eventos em cascata da via da MAPK (mitogen-activated protein kinases)
(CATTANEO & PELICCI, 1998). Esta proteina portanto desempenha um papel
fundamental direcionando a via de sinalizagfio da insulina para fungdes controladoras do
crescimento e diferenciacio celular. Ela age como wma molécula adaptadora que, atraves
do seu dominio SH2, liga receptores tirosino-fosforilados ou outras fosfoproteinas como a
SHC e o IRS-1, ao fator intercambiador de nucleotideos da guanina do RAS, SOS
(SKOLNIK et al., 1993ab; PRUETT et al., 1995; CATTANEO & PELICCI, 1998). Esta
capacidade da GRB2 de ligar-se ao SOS é resultado da presenca dos dominios SH3 em sua
molécula (LOWENSTEIN et al., 1993).

Estudos destinados a identificar a especificidade das proteinas efetoras ativadas
pelas vias mitogénicas e/ou metabélicas, durante os processos de transmissdo do sinal em
células sensiveis a insulina (SASAOKA et al., 1994b; LAZAR et al., 1995), sugerem que a

interagio SHC/GRB2/SOS desencadeia um estimulo mitogénico especifico através da
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ativagio da via RAS/MAPK (ROZAKIS-ADCOCK et al, 1992; PAWSON, 1995;
CATTANEO & PELICCI, 1998) e¢ é fundamental no controle da proliferacéio e/ou
transformacio celular, assim como na ativagfio de certos mecanismos de crescimento
celular (SASAOKA et al., 1994ab; OWENS et al., 1994). Também foi proposto que a
isoforma SHC pS2 é capaz de se ligar ao PTEN (phosphatase and tensin homolog) assim
inibindo o recrutamento da GRB2 e subseqiiente ativacdo via da MAP kinase, desta forma
modulando véarios aspectos da adesfo e migracéo celular, apoptose e sobrevivéncia celular
(DI CRISTOFANOQ & PANDOLFI, 2000).

Estudos prévios sugerem que o complexo SHC/GRB2/SOS ativa a p2lras
diferentemente da associacdo IRS-1/GRB2/SOS, e que a homeostase no mecanismo de
mitogénese produzido pela insulina depende de um balango entre a associagio IRS-
1/GRB2/SOS e SHC/GRB2/80S. Parece haver uma especificidade funcional da SHC em
relagio ao IRS-I, de tal modo que a fungfo desta proteina na ativagiio das vias
mitogénicas, quando associado ao complexo GRB2-SOS, parece ser importante, mas nfo
fundamental, se comparada dquela da SHHC (WATERS, YAMAGUCH]I, PESSIN, 1993;
ROSE et al., 1994).

A SHP2 € uma proteina com atividade fosfatase fosfotirosina-especifica, (ECK et
al., 1996; MATOSAKI & KASUGA, 1996; NEEL & TONKS, 1997) que é ativada por
uma série de fatores de crescimento, incluindo o fator de crescimento epidermal (EGF), o
fator neurotrofico derivado do cérebro (brain-derived neurotrophic factor - BNDF), um
membro da familia das neurotrofinas (YAMADA et al., 1999), o fator de crescimento

derivado de plaquetas (PDGF), o IGF-1R e a insulina (FENG et al., 1993; KAZLAUSKAS
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et al., 1993; LECHLEIDER, FREEMAN, NELL, 1993; ROCCHI et al., 1996; ARAKI et
al., 2000). Sua ativagio ocorre em resposta ao estimulo de ligantes que induzem a
fosforilagéio em tirosina nos receptores ou substratos destes. Esta ativagdo € dependente de
mudangas conformacionais na estrutura da proteina (BARFORD & NEEL, 1998). Uma
vez ativado, o SHP2 pode ligar-se através de seu dominio SH2 ao GRBZ, levando a
ativagiio de RAS (BENNETT et al,, 1994; LI et al,, 1994; NOGUCHI et al., 1994). Estudos
usando SHP?2 fosfatase-inativada e células expressando SHP2 mutante sem o dominio
fosfatase sugerem que as fungdes da SHP2 como um possivel regulador da ativagdo da
MAPK e proliferaciio em varios tipos de células mitogénicas (MILARSKI & SALTIEL,
1994; YAMAUCHI et al,, 1995; ZHAO et al., 1995; SHI et al., 1998).

Assim sendo, a acdo insulinica envolve uma cascata de interagGes covalentes e nao
covalentes centralizadas num primeiro nivel, nos IRSs e na SHC. A ligagdo da insulina ao
seu receptor na superficie celular, determina a fosforilagdo da SHC e dos IRSs. Estes entéo
atuam como proteinas ancoradouros para vérias enzimas intracelulares € adaptadores
moleculares. Tais ligacSes determinam muiltiplos sinais na cascata da ago insulinica.
Como resultado, a SHC constitui-se em elemento importante das vias intracehulares de
acdo insulinica, cujas ligagdes determinam a multiplicidade dos efeitos bioldgicos finais
deste hormdnio.

Estudos recentes sugerem que a insulina pode agir como um sinalizador metabélico
aferente para o Sistera Nervoso Central (SNC). Resisténcias iniciais em se aceitar tal
conceito se deve ao fato das células neuronais ndo dependerem da insulina para a captagdo

de glicose. Com a descri¢do da presenga de insulina no cérebro (HAVRANKOVA et al,,
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1978a) sugeriu-se que esta era produzida no proprio SNC (HAVRANKOVA et al., 1978a),
entretanto, a presenca do hormoénio no liquido cefalo-raquidiano em concentragdes
proporcionais a dos niveis do plasma circulante (WOODS & PORTER Jr, 1978) e a
inexisténcia de transcritos de insulina em qualquer regido do cérebro provam que toda
insulina detectada no SNC era produzida pelas células B-pancreaticas, € que esta
atravessava a barreira hemato-encefalica (BHE) através de um sistema de transporte
especializado (PARDRIGE, 1986; BAURA et al., 1993). A alta densidade de receptores da
insulina no plexo coréide, sugere que o mesmo esteja envolvido no transporte da glicose
através da BHE (ZHAO et al., 1999).

Virias fungdes para a insulina no SNC tém sido sugeridas, como efeito pleotrdpico
no fluxo de ions (PORTE JR et al., 1998); acGes no crescimento, sobrevivéncia e regulagdo
de genes envolvidos na diferenciagfo celular (BOTHWELL, 1982; NAKAMURA,
SHITARA, TAKAKURA, 1988; COKER et al., 1990), captagdo e liberagdo de
neurotransmissores (PEINADC & MEYERES, 1991), o metabolismo das células
neuronats ¢ da glia (NAKAMURA et al., 1988), nas sinapses do SNC, através do seu
receptor (ABBOTT, WELLES, FALLON, 1999); e regulagdo central da fungfio
autondmica, da termogénese, do controle do apetite e consequentemente do peso corporal
(SCHWARTZ et al., 1992; PORTE JR et al., 1998; SCHWARTZ et al., 2000).

O impacto do diabetes mellitus no SNC tem sido demonstrado baseado em
alteragbes  neuroquimicas, eletrofisiolégicas, estruturals e  comportamentais
(MOORADIAN, 1988; POZZESSERE et al., 1991; MCCALL, 1992; BIESSELS et al,,

1994; KERN et al., 1994; BUSIGUINA et al., 1996; OTT et al., 1996; USIGUINA et al.,
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1996; LEIBSON et al., 1997; STRACHAN & DEARY, 1997; PORTE JR et al,, 1998).
Estudos de neuropsicologia tém evidenciado deficiéncias nas fungdes conigtivas, em
particular no aprendizado e memaria e em processos de informagdes complexas (TUN et
al., 1990; BIESSELS et al., 1999). Estudos neuroradiolégicos demonstram discreta atrofia
cerebral e um aumento de ocorréncia de lesdes corticais e subcorticais (DEJGAARD et al.,
1991; ARAKI et al., 1994; BIESSELS et al., 1999). Estudos neurofisiolégicos no SNC de
ratos com diabetes induzida por estreptozotocina demonstram um comprometimento da
newrotransmissio expresso pela lentificagdio ¢ reduc@io de potenciais de evocagdo visual
(VEPs) e potenciais de evocagdio auditivo (BAEPs) além do potencial de evocagdo
somatosensorial (Di MARIO et al., 1995). Alteragdes neurofisiologicas também foram
descritas no SNC de ratos diabéticos (CARSTEN, WHALEN, ISHI, 1989; RUBINI et al.,
1992). Em estudo recente BIESSELS e colaboradores (1999), observaram que apés 2 a 3
meses de diabetes induzide por STZ observa-se uma redugfio das VEPs e BAEPs
indicando comprometimento vias neurosensoriais centrais. Tal comprometimento € tardio
se comparado 2 lesdio desencadeada em Sistema Nervoso Periférico (BIESSELS et al,,
1999).

Alguns estudos tém demonstrado uma associagdo entre resisténcia a insulina e
diabetes com a doenca de Alzheimer, e também com a perda da memoria devido &
senilidade (KILANDER et al., 1993; BRETELER et al, 1996; OTT et al., 1996;
LEIBSON et al., 1997; KU et al,, 1997, HOYER, 1998; WICKELGEN, 1998). Estudos
recentes demonstraram que a interagdo insulina/IR tem sido reconhecida como importante

e possivelmente desempenhe papel na patogénese de desordens neuro-degenerativas. Na
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doenca de Parkinson foi observada, através de técnicas de imunohistoquimica, perda
neuronal seletiva na substancia negra acompanhando a diminuigiio da imunoreatividade
para o IR (MOROO et al., 1994; TAKAHASHI et al., 1996).

Zhao e colaboradores em estudo recente sugerem que o IR pode participar do
processo da memorizagdio através da ativagdo do seu receptor tirosina quinase,
possivelmente via SHC/GRB2/RAS/MAPK (ZHAO et al., 1999).

Os receptores da insulina, do IGF-1 e de outros fatores de crescimento sdo
expressos em alta concentragdo no SNC de mamiferos adultos ¢ em desenvolvimento
(POSNER et al., 1974; HAVRANKOVA et al., 1978b; VAN HOUTEN et al., 1980; HILL
et al.,, 1986; BOHANNON et al., 1988; LESNIAK et al.,, 1988; OCRANT et al., 1988
UNGER et al., 1989; MOSS et al., 1990; UNGER et al., 1991 ab; FOLLI et al., 1994:
SHERRARD et al., 1997). A ligagdo da insulina € relativamente alta em membranas
cerebrais fetais (KAPPY & RAIZADA, 1982) e pode permanecer alta por 2 semanas apds
0 nascimento na maioria das regides cerebrais, incluindo cortex cerebral e areas
subcorticais. Igualmente, a concentragio do mRNA do receptor de insulina, no SNC do
rato, ¢ maxima ao nascer ¢ declina a niveis minimos no cérebro adulto (BARON-VAN
EVERCOOREN et al., 1991).

O substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1), o principal substrato do receptor de
insulina, ¢ expresso em diversas reas do SNC, embora se discuta se sua localizacio
coincide (BASKIN et al., 1994) ou néo com a distribuigdo dos receptores de insulina ou de
IGF-1 (FOLLI et al., 1994). Também a enzima PI3-quinase, estd presente em vérias 4reas

do SNC (FOLLI et al., 1994). SHC, GRB2 (O’'BRYAN et al., 1996 a b; PELICCI et al.,
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1996; CONTI et al., 1997) ¢ SHP2 (SUSUKI et al., 1995, ARAKI et al., 2000), moléculas
sinalizadoras intracelulares envolvidas nos sinais mitogénicos iniciados pela insulina,
juntamente com outros fatores de crescimento € varias citoquinas, tambeém estéio presentes
no SNC.

Desta forma, a completa caracterizaco das vias de sinalizacdo da insulina no SNC,
bem como dos efeitos tréficos e metabdlicos deste horménio no cérebro vém contribuindo
para a compreensio dos mecanismos fisiopatolégicos das lesdes do SNC observadas em
pacientes ou modelos animais de diabetes mellitus ¢ de outras patologias degenerativas que

parecem ser, a0 menos em parte, consegiientes de desarranjos da sinaliza¢o da insulina.
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. Investigar a presenga de IR, SHC e GRB2 em cortex cerebral e cerebelar de ratos.

. Avaliar a modulacio idade-dependente da expressZo e funcionalidade de IR, SHC ¢

GRB2 em cortex cerebral e cerebelar de ratos.

. Avaliar a a¢fo da insulina sobre a funcionalidade de IR, SHC e GRB2 em cértex

cerebral e cerebelar de ratos.
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3.1. ANIMAIS

Em todos os experimentos foram utilizados fragmentos de cérebro ¢ cerebelo de
ratos (Rattus novergicus, variedade albina), da linhagem Wistar-Hannover, machos. Os
animais foram estudados em 6 diferentes idades: 1 dia, 7 dias, 21 dias, 6 semanas, 16
semanas ¢ 60 semanas, e-foram fornecidos pelo Biotério Ceniral da UNICAMP, Campinas

SP.

Ratos de 1 dia e 7 dias eram desmamados na véspera dos experimentos e deixados
em jejum de 12 horas. Os demais, apds o desmame aos 21 dias eram alimentados com ragio
padronizada para roedores Labina, marca Purina, que contém 0,3 a 0,5g de sodio/100g de
ra¢do (85% do sddio na forma de Cloreto) e 0,75g de potdssio/100g de ragfo, quantidade
superior ao nivel minimo de 0,05g recomendado para que ocorram o crescimento e

reprodugdo dos animais, ¢ agua a vontade (REEVES et al., 1993).

Uma semana antes de qualquer experimento os animais de 6 semanas, 16 semanas e
60 semanas eram acomodados em gaiolas plésticas, contendo no maximo seis animais cada,
e mantidos em condi¢des de fotoperiodo (12hs x 12hs) com ragio e dgua fornecidos ad
libitum. A alimentacdo foi suspensa por 12 a 14 horas antes da coleta do material a ser

analisado.
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3.2. MATERIAIS

Os_ reagentes ¢ aparelhos utilizados para a eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) ¢ imunobloting foram adquiridos da Bio-Rad (Richmond, CA). A
hidroximetilamina metano (TRIS), o fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF), a aprotinina e o
ditiotreitol (DTT) foram obtidos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo). O agente
anestésico Amobarbital sédico ¢ a insulina humana (Humulin R) utilizados foram
fornecidos pelo Laboratorio Lilly. O "lodo (proteina A) foi fornecido pela Amersham
(Amersham, UK). A Proteina A sepharose 6MB foi da Pharmacia (Uppsala, Suécia). A

membrana de nitrocelulose (BA85-0.2um) foi da Schleicher & Schuell (Keene, NH).

Os anticorpos monoclonais antifosfotirosina foram adquiridos da UBI (Lake Placid,
NY) e os policlonais, anti-receptor de insulina (anti-IR), anti-SHC, anti IGF-R, anti-Grb-2 e

anti-SHP?2 utilizados foram adquiridos da Santa Cruz Technology (Santa Cruz, CA).

Solugdes Utilizadas nos experimentos:

3.2.1. Tampio de extrag¢io A (extrato total):

Utilizado para a extragiio das proteinas celulares dos tecidos estudados. Contém:

Trisma base pH 7,5 (hidroximetil amino metano) 100 mM, SDS (dodecil sulfato de s6dio)
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10%, EDTA 4cido etileno-diamino tetracético) 10 mM, fluoreto de sédio 100 mM,

pirofosfato de sédio 100 mM e ortovanadato de sédio 10 mM.

3.2.2. Tampéo de Laemmli (3X):

Para estocar o material extraido e sua posterior aplicagéo no gel de poliacrilamida.

Contém: azul de bromofenol 0,1%, fosfato de sédio 1M pH 7,0, glicerol 50%, SDS 10%.

3.2.3. Solucio Tampio para eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS - PAGE):

Empregada para a realizagfio da eletroforese no SDS-PAGE. Para uso, a solugéo
deve ser diluida 1:4. Contém: Trisma base 200 mM, glicina 1,5 M, EDTA 7 mM, SDS

0,4%.

3.2.4. Solucio tampio para transferéncia:

Usada para a transferéncia das proteinas separadas no SDS-PAGE, para a membrana
de nitrocelulose. Contém: Trisma base 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% e SDS

0,02% para facilitar a eluigdo de proteinas de alto peso molecular. Deve ser estocadaa 4°C.
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3.2.5. Soluciio tampéo para SDS-PAGE, gel de resolugio (“resolving”):

Empregada para a manufatura do SDS-PAGE, gel de resolugdo, um tampao
composto de: EDTA 4 mM, SDS 2%, Trisma base 750 mM e tem o pH ajustado para 8,9

com dacido cloridrico.

3.2.6. Solugio tampdo para SDS-PAGE, gel de empilhamento (“stacking™):

Utllizada na confeccdo do SDS-PAGE, fase de empilhamento das proteinas.
Contém: EDTA 4 mM, SDS 2%, Trisma base 50 mM, com pH ajustado para 6,7 com acido

Tosforico.

3.2.7. Solucio Basal:

Solugdo utilizada para o manuseio da membrana de nitrocelulose, apés transferéncia

das proteinas. Contém: cloreto de sédio 150 mM, Trisma base 10 mM, Tween 20 a 0,02%.

3.2.8. Soluciio bloqueadora:

Utilizada para incubar a membrana de nitrocelulose, apds a transferéncia. Contém:
5% de leite em pé desnatado ou soroalbumina bovina (BSA) ¢ azida sédica 0,02%

dissolvidos em solugdo basal.
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3.2.9. Solugiio tampio de extragio B, para imunoprecipitagio:

Para a extracio de proteinas, para imunoprecipitacio dos tecidos estudados.
Contém: Trisma base 100 mM, EDTA 10 mM, pirosfofato de sédio 100 mM, fluoreto de
s6dio 100 mM, ortovanadato de s6dio 10 mM, PMSF 2 mM (diluido em alcool etilico),
Triton X-100 1%, 0,1 mg/ml de aprotinina. Esta solugfo deve ser mantida a 4°c. 0

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

3.2.10. Soluc¢iio tampdo para lavagem do imunoprecipitado:

Contém: Trisma base 100 mM, EDTA 10 mM, ortovanadato de sddio 2 mM, Triton

X-100 a 0,5%.

3.2.11. Soluc¢io para anticorpos:

Solugdo contendo os anticorpos especificos que marcam as proteinas transferidas
para a membrana de nitrocelulose. Contém 0,3% de leite em pé desnatado ou BSA e azida
sodica 0,02%, diluidos em solugdo basal. Os anticorpos utilizados foram os seguintes, nas
dilui¢Ges indicadas: anticorpo antifosfotirosina, diluido 1:200 (V/V); os demais anticorpos,

diluidos cada um 1:100 (V/V).
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3.2.12. Solugio com proteina A marcada com 1251

123

Contém a proteina A com Iodo'” para a marcagdo dos anticorpos especificos,

prestando-se & visualizagdo em auto-radiografia. Contém 0,1% de leite desnatado ou BSA,
dissolvido em solu¢@o basal, com 2 HCi de proteina A 1'** (30MCi/Mg), fornecida pela

Amersham.

3.2.13. Solucéo de incubagio para strip de anticorpos de membranas de nitrocelulose:

Contém 10mM de Tris-HCI (pH 7,5), 0,1 M de P mercaptoetanol, 8M de uréia,

0,1mg/ml de soro albumina bovina.

3.2.14. Solu¢io de neutralizacio para strip de anticorpos de membrana de

nitrocelulose:

Contém 1 M de Tris-HC] (pH 7.5).
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3.3. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.3.1. Extracio das proteinas teciduais

Em todos os procedimentos os animais experimentais foram anestesiados com 15
mg/Kg de peso corpéreo de amobarbital sédico. Os experimentos eram iniciados apds a
perda dos reflexos corneano e pedioso. Os animais eram entfio submetidos a laparotomia
mediana ¢ NaCl (0,18 M) (controle) ou insulina eram injetados em bolo na veia cava
inferior. A dose de insulina variou de 0,06 Hg a 60 Mg nos experimentos de dose resposta.
Apds estabelecimento da dose ideal passou-se a trabalhar somente com a dose de 60 Hg. A
insulina era diluida em NaCl na concentragio de 120 Hg/ml. Nos animais com diferentes

idades utilizou-se sempre a dose de 500 Hg/Kg de peso, a qual se aproxima da dose ideal

encontrada para adultos.

Fragmentos de aproximadamente 2 g de cértex cerebelar ou da regifio frontal do
cortex cerebral eram retirados 3 minutos apds o tratamento com NaCl ou insulina, ou no

tempo determinado durante experimentos de tempo resposta.

O material extraido foi imediatamente submetido 4 homogeneiza¢dio por 30
segundos com processador do tipo politron PTA 208 generator (Brinkmann Instruments
modelo PT 10/35), operado em velocidade maxima, em 4 ml da solu¢do tampiio A para

extragfo, mantida em banho-maria a 100°C. Apds a homogenizacfio o material permanecia
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em banho-maria por mais 10 minutos com a finalidade de desnaturar completamente as

fosfatases que poderiam desfosforilar o receptor de insulina e seus substratos.

O material era centrifugado a 15000 rpm a 4°C por 40 minutos em centrifuga
refrigerada tipo Beckmanm 70 Ti para remogéo do material insoltvel, ¢ o sobrenadante era

entdo utilizado como amostra.

3.3.2. Immunoblotting

Uma pequena parte do sobrenadante foi utilizada para determinagdo da quantidade
de proteinas (BRADFORD, 1976) por método colorimétrico, ¢ outra preparada para
aplicagdo no gel, com a adigfio do tampédo de Laemmli (LAEMMLI, 1970) contendo 100
mM de DTT, e entdo fervidas a 100°C por 5 minutos em banho-maria. Aliquotas deste
Gltimo contendo quantidades padronizadas de proteinas (200Hg) foram aplicadas no gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE, 8% Tris acrilamida), em um aparelho de minigel da Bio-Rad

(Mini-Protean), banhados pelo tamp&o de corrida.

Em cada gel sempre se aplicou uma amostra de marcador padréo de proteinas com
pesos moleculares conhecidos, assim estabelecidos: marcador de alto peso: miosina (205
kDa), beta galactosidase (116 kDa), albumina sérica bovina (80 kDa) e ovalbumina
(49kDa) ou marcador de baixo peso: fosfolipase B (101 kDA), soroalbumina bovina (83
kDA), ovalbumina (50,6 kDA), anidrase carbdnica (35,5 kDA), inibidor da tripsina de soja

(28,6 kDa) ¢ lisosima (20,9 kDa). Os géis recebiam voltagem constante de 30 volts por 1

26 Material e Métodos



hora, e a seguir a 100 volis por aproximadamente 2 horas para que ocorresse a separagéio
adequada das proteinas. Apds o término da separagfio as proteinas eram transferidas para
uma membrana de nitrocelulose, em voltagem constante de 120 volts por 2 horas no
aparelho de transferéncia miniatura da Bio-Rad utilizando-se o tampdo para transferéncia
{TOWBIN, STAEHLIN, GORDON, 1979), adicionando-se 0,02% de SDS para facilitar a

eluigdo das proteinas de alto peso molecular.

A ligacdo inespecifica de anticorpos a membrana de nitrocelulose foi reduzida pela
pré-incubagdo do filiro com a solugdo bloqueadora, por um periodo de 2 horas em
temperatura ambiente ou 12 horas a 4°C. Em seguida as membranas eram incubadas com
anticorpos antifosfotirosina, anti-receptor de insulina, anti-SHC anti-GRB2 ou anti SHP?
diluidos em solucdc para anticorpos por 4 horas a temperatura ambiente ou por 14 horas a

4°C, e entdo lavados 3 vezes com solugfo basal.

Apos a lavagem a membrana de nitrocelulose era incubada com proteina A marcada
com '*lodo por 2 horas & temperatura ambiente ou 12 horas a 4°C, e em seguida lavada
novamente por 3 vezes com solucio basal. A ligat;ﬁo do material radioativo 4 membrana foi
detectada por auto-radiografia, utilizando-se exposi¢do com filme tipo Kodak XAR e
intensificador do tipo Cronex Lightning Plus, a - 80°C por periodos variaveis, de acordo

com a necessidade.

A mtensidade das bandas foi determinada através da densitometria das mesmas no
filme revelado, realizada no programa Eagle Eye scanner para computador (Stratagene). Os

resultados foram expressos como variagéo percentual em relagfio ao grupo controle (100%),
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e nos permitiram avaliar os niveis protéicos e grau de fosforilagdo em tirosina do receptor
de insulina, da proteina SHC, ¢ a associagdo do SHC/IR ¢ SHC/GRB2 e a quantidade de

proteina do SHP2.

3.3.3. Imunoprecipitagio

Fragmentos do cortex cerebral e cerebelar foram homogeneizados a 4°C, em solugdo
tampéo para extragio B. Apos a centrifugagdio por 45 minutos a 12000 rpm a 4°C, 0
volume das amostras foi normalizado por concentragéo protéica, tal como os extratos totais,
e as mesmas foram incubados com anticorpos anti-IR, anti-SHC ou anti-GRB2 e
permaneceram sob agitagdo continua, a 4°C por 12 horas. Em seguida foram acrescentados
50 Mi de proteina A-Sepharose 6MB a cada amostra para precipitagdo dos complexos
proteina/anticorpo especifico, os quais foram mantidos em agitagdo continua por mais duas
horas. Apds nova centrifugagdio o sobrenadante foi descartado ¢ o precipitado foi lavado
por trés vezes com a solugdo especifica para lavagem, e a seguir foi acrescentado o Tampéo
de Laemmli (LAEMMLI, 1970) contendo 100 mM de DDT, e fervidas a 100°C por 5
minutos em banho-maria. Apos estas etapas o material foi submetido aos procedimentos
habituais da eletroforese em SDS-PAGE 8% para os imunoprecipitades com anti-IR, aos
quais foram aplicados marcadores de aito peso molecular, e em SDS-PAGE 10% para os
imunoprecipitados com anti-SHC e anti-GRB2, aos quais foram aplicados marcadores de

baixo peso molecular. Seguiu-se a transferencia para membrana de nitrocelulose como
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descrito anteriormente. As membranas foram submetidas ao bloting com anticorpos anti-
fosfotirosina, para avaliar o nivel de fosforilagdo do IR e da proteina SHC.

Para estudar associagio de SHC com GRB2 foi realizado strip das membranas de
nitrocelulose imunoprecipitadas com SHC, incubando-se as membranas com 15 ml de
tampio para incubagio para stip por 60 minutos a 60°C em banho-maria, a soluggo
desprezada e a seguir estas membranas foram neutraiizadas com o tampéo de neutralizagéo
para strip por 30 minutos, a temperatura ambiente, em agitagiio continua. A seguir esta
solugfio foi também desprezada, e as membranas reequilibradas com solugio basal, e entfo
estas membranas foram submetidas a imunobloting com anti-GRB2 para quantificar o grau

de associacdo SHC/GRB2.

Para avaliar as quantidades de proteinas IR e SHC, foi realizado strip nas
membranas em que haviam sido imunoprecipitados os anticorpos acima, e apés o término
do processo as membranas foram submetidas a imunobloting com anticorpo anti-IR, ¢ anti-

SHC.

Para quantifica¢io protéica do SHP2, foi realizado strip nas membranas de extrato

total, e a seguir realizado imunobloting com anticorpo anti-SHP2.
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3.6. ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram realizados possibilitando a analise dos grupos de forma
concomitante. Para a andlise dos efeitos da insulina em animais adultos utilizou-se teste t de
Stundent para dados nio pareados com significAncia de 5% (p<0,05) e resultados expressos
com a média +/- erro padrio de uma variagfio percentual com relaggio ao tratado com NaCl
(0,18 M). Para a analise dos efeitos da idade utilizou-se ANOVA para dados multivariavels

com significdncia de 5% (p<0,05) e resultados expressos como variagdo percentual do valor

obtido para animais de 1 dia.
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4.1. Caracterizagio das proteinas envolvidas mas etapas iniciais da a¢ao

da insulina em sistema nervoso central de ratos.

4.1.1. Presenga do receptor de insulina, SHC ¢ GRB2 em tecidos cerebral e
cerebelar de ratos. Inicialmente investigou-se a presenga do receptor de insulina,
de SHC e de GRB2 em cortex cerebral e em cerebelo de ratos. Tal investigagéo foi
realizada através das de técnicas de imunoprecipitacdo e Imunobloting com
anticorpos especificos. Os trés elementos investigados foram detectados em ambos
os tecidos em niveis protéicos similares (Fig.1). O anticorpo anti-SHC utilizado
apresentava reatividade cruzada contra as trés isoformas conhecidas até entfio,
pdg3HeA, p52SHEA ¢ p66SHCA. Em experimentos iniciais, as medidas comparativas a
marcadores moleculares padrio sugeriram que a forma predominante em sistema
nervoso central fosse a p46SHCA, entretanto, recentemente CATANEC & PELICCI
(1998), utilizando anticorpos especificos para cada isoforma determinaram que
durante a vida embriondria tanto p46SHCA quanto p52°H€4 sdo expressas, e que apos
o nascimento a forma p52°H°? ¢ a predominante. Em andlises realizadas com
separagdo mais extensa por eletroforese em gel de poliacrilamida, ¢ utilizando-se
marcadores de massa molecular de baixo e alto peso em paralelo, observou-se
definitivamente que a forma predominante observada tanto em cértex cerebral

quanto em cerebelo era a p525HCA,
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Figura 1. Presenga de IR, SHC e GRBZ em cortex cerebelar e cerebral de ratos. Fragmentos de
cértex cerebral (CE) e cerebelar (CB) foram retirados e homogeneizados em tampdo B. Apds
centrifugacdo, aliquotas contendo 3,0 mg de proteina-total foram submetidas a imunoprecipitacéo
(IP) com anticorpos anti-IR, anti-SHC ou anti-GRB2. Os imunoprecipitados foram entio separados
por SDS-PAGE, transferidos para membrana de nitrocelulose e analisados por imunoblot com anti-
IR, anti-SHC e anti-GRB2 respectivamente.

4.1.2. Efeito da insulina sobre a expressio do receptor de insulina em tecidos
cerebral e cerebelar de ratos. Nio foi detectada alteragéo induzida por insulina, no
nivel de expressdo protéica do receptor de insulina, como determinado através do
imunobloting de  membranas de nitrocelulose onde transferiram-se
imunoprecipitados anti-receptor de insulina separados por eletroforese em gel de
poliacrilamida. A auséncia de modulagdo por insulina dos niveis de expressdo do
seu receptor foi determinada tanto em cortex cerebral (salina 100% +/- 4% vs
insulina 82% +/- 14%) (Fig. 2 A) quanto em cerebelo (salina 100% +/- 4% vs

insulina 102% +/- 10%) (Fig.2 B).
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Figura 2. Efeito da insulina sobre a expressédo de IR em cortex cerebral e cerebelar de ratos
Fragmentos de cériex cerebral (CE) e cerebelar (CB) foram retirados ¢ homogeneizados em tampéo
B. Apos centrifugacdo, aliquotas contendo 30 mg de protelna-total foram submetidas &
imunoprecipitagéo (IP) com anticorpos anti-IR ou anti-SHC. Os imunoprecipitades foram entio
separados por SDS-PAGE, transferidos para membrana de nitrocelulose e analisados por imunobiot
com anti-IR ou anti-SHC respectivamente.

4.1.3. Avaliacdo da fosforilacio em tirosina do receptor de insulina e da
proteina SHC em resposta a diferentes doses de insulina em tecidos cerebral e
cerebelar de ratos. Com o objetivo de investigar o efeito de diferentes
concentragBes de insulina sobre os niveis de fosforilagdo do receptor de insulina e
da proteina SHC, realizaram-se experimentos de dose resposta onde foram injetadas,
na veia cava inferior, doses crescentes de insulina regular (0,06 a 60 pg) diluidas em
solugdo de NaCl (0,18 M). Amostras de tecido foram retiradas trés minutos apos o
tratamento. Serviram como controle animais onde similar volume de NaCl (0,18 M)
foi injetado e fragmentos de tecidos retirados apos trés minutos. Os resultados
obtidos revelaram que as doses de insulina utilizadas nio promovem incremento
significativo no grau de fosforilagio do receptor de insulina ou da proteina SHC em

cortex cerebral. Por outro lado, significativa resposta traduzida por fosforilagio em
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tirosina tanto do receptor de insulina quanto da proteina SHC foi detectada em
cerebelo de ratos, sendo que a fosforilagdo maxima ocorreu entre as doses de 6 pge
60 ug (Fig. 3). Tal resultado em cerebelo apresenta similaridades com os efeitos
observados apds o tratamento com insulina, quando se analisam tecidos que
tradicionalmente sdo estudados come alvo da agfo insulinica, quais sejam, figado,

musculo e rim .

Cerebelo
IB: « PY
IB: o PY
Insulina — 0 0.06 0.6 6 60
19

Figura 3. Dose-resposta da insulina sobre a fosforilagio em tirosina de SHC e
IR. Animais experimentais foram tratados com doses crescentes (0,06 a 60 ug)
de insulina. Fragmentos de cortex cerebelar e cerebral foram homogeneizados
¢ submetidos # imupoprecipitacio com anticorpos anti-SHC ou anti-IR.
Imunoprecipitados foram separados por SDS-PAGE, transferidos para
membranas de nitrocelulose e avaliados por imunoblot utilizando-se anticorpos
anti-SHC ou anti-IR. Nesta figura sfio apresentados somente os resultados
obtidos em cerebelo.

4.1.4. Determinacio do tempo de fosforilagio do receptor de insulina e SHC em
resposta a insulina em tecidos cerebral ¢ cerebelar de ratos. Com o objetivo de
determinar o tempo no qual se detecta maior grau de fosforilagdo do receptor de
insulina € da proteina SHC em resposta a uma dose 6tima de insulina, realizaram-se
experimentos, nos quais fragmentos de cérebro e cerebelo foram retirados nos

tempos 0, 30 segundos, 1, 2, 3, 5 e 10 minutos apés o tratamento com insulina (60
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pg) ou NaCl (0,18 M) (Fig. 4). Tais experimentos demonstraram inicialmente que
em cortex cerebral, mesmo utilizando-se a dose ideal determinada para cerebelo,
ndo se detectou elevagio significativa do grau de fosforilagdo tanto do receptor de
insulina quanto do substrato SHC em quaisquer dos tempos avaliados. Em cerebelo
entretanto, detectou-se um aumento progressivo do grau de fosforilagdo tanto do
receptor de insulina quanto de SHC, sendo que a resposta méxima para ambas as
proteinas ocorreu entre 2 ¢ 3 minutos, e que a fosforilagio retornou a niveis basais

ap6s 10 minutos.

Cerebelo
Insulina —p - + + + + + +

IP: o SHC I
IB: o PY . T X B e

IP: a IR
IB: o PY

Minutos —p 0 0,5 1 2 3 5 10

Figura 4, Tempo-resposta da insulina sobre a fosforilacio em tirosina de SHC e IR. Animais experimentais
foram tratados com dose de 60 pg de insulina. Fragmentos de cértex cerebelar e cerebral foram retirados nos
tempos descritos e a seguir homogeneizados ¢ submetidos 4 imunoprecipitag@o com anticorpos anti-SHC ou
anti-IR. Os imunoprecipitados foram separados por SDS-PAGE, transferides para membranas de nitrocelulose e
avaliades com imunoblot utilizando-se anticorpos anti-PY. Nesta figura sdo apresentados somente os resultados
obtidos em cerebelo.
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4.1.5. Determinagio do tempo de associagio entre o receptor de insulina e
SHC, e entre SHC ¢ GRB2, em resposta 2 insulina, em tecidos cerebral e
cerebelar de ratos. Estudos recentes demonstraram (PRONK et al, 1993;
OKADA, YAMAUCHI, PESSIN, 1995) que o receptor de insulina, uma vez
fosforilado em resposta ao ligante é capaz de se¢ associar transitoriamenic e
fosforilar o substrato SHC. Homogeneizados de cortex cerebral ou cerebelo de ratos
tratados por 3 minutos com 60Mg de insulina ou de controles tratados com similar
volume de NaCl (0,18 M) foram utilizados em experimentos de imunoprecipitaggo
com anticorpos anti-receptor de insulina. Apds resolugfo dos imunoprecipitados em
gel de poliacrilamida e transferéncia para membrana de nitrocelulose, realizaram-se
imunoblots com anticorpo anti-SHC e observou-se que em dose e tempo ideais a
insulina é capaz de induzir um aumento na associa¢do enire o seu receptor € o
substrato SHC somente em cerebelo ¢ ndo em cérebro de ratos. Quando se
realizaram imunoprecipitagdes com anticorpo anti-SHC, de homogeneizados
obtidos de ratos tratados com insulina ou NaCl (0,18 M) por diferentes tempos, € a
seguir blotaram-se as membranas com anticorpo anti-receptor de insulina,
determinou-se que entre 30 segundos e 5 minutos apés a exposicdio 4 insulina,
ocorria associagio entre as proteinas avaliadas. Mais uma vez, somente em cerebelo
tal associagfo era induzida por insulina (Fig. 5).

A proteina SHC, uma vez fosforilada pelo receptor de insulina € capaz de se
associar & GRB2 (CATTANEO & PELICCI, 1998). Para determinar se tal

associagdo ocorria nos tecidos estudados, membranas que continham proteinas
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precipitadas com anticorpo anti-SHC foram submetidas a imunoblot com anticorpo
anti-GRB2. Os resultados demonstraram que a associagio entre SHC ¢ GRB2 em
cerebelo ocorreu a partir de 30 segundos e foi maxima aos 2 minutos (Fig. 5).
Avaliagdo similar realizada com imunoprecipitados anti-SHC obtidos a partir de
homogeneizados de cortex cerebral demonstraram que a insulina é incapaz de

induzir a associagéo entre SHC e GRB2 neste tecido nos tempos ¢ doses avaliados.

Cerebelo
Insulina —p - + + + + + +
IP: o SHC
IB: o IR
IP: a SHC
I1B: « GRB2

Minutos —p- 0 0,5 1 2 3 5 10

Figura 5. Tempo-resposta da insulina sobre a associagdo SHC/R e SHC/GRB2. Animais
experimentais foram tratados com dose de 60 pg de insulina. Fragmentos de cortex cerebelar e
cerebral foram retirados nos tempos descritos @ a seguir homogeneizados e submetidos a
imunoprecipitagio com anticorpos anti-SHC. Os imunoprecipitadas foram separados por SDS-PAGE,
transferidos para membranas de nitrocelulose e avaliados com imunoblot utilizando-se anticorpos

anti-IR ou anti-GRB2. Nesta figura s8io apresentados somente os resultades obtidos em cerebelo.
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4.1.6. Efeitos de doses e tempos ideais de tratamento com insulina sobre a fosforilacio
em tirosina de IR. Quando animais experimentais foram tratados com 60 ug de insulina
por 3 minutos detectou-se aumento de 71% +/- 13% (p< 0,005) na fosforilagio do IR em
cerebelo, entretanto, similar tratamento foi ineficaz em produzir aumento na fosforilag8o de

IR em cértex cerebral (Fig. 6).
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Figura 6. Efeito do tratamento agudo da insulina sobre a fosforilagio do IR em cerebelo (A) e
cérebro (B). Animais experimentais foram tratados com dose de 60 pg de insulina. Fragmentos de
cortex cerebelar e cerebral foram retirados apés 3 minutos e a seguir homogeneizados e submetidos
a imunoprecipitagdo com anticorpos anti-IR. Os imunoprecipitados foram separados por SDS-PAGE,

transferidos para membranas de nitrocelulose ¢ avaliados com blot utilizando-se anticorpos anti-PY

(n=17, *p<0,005).
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4.1.7. Efeitos de doses ¢ tempos ideais de tratamento com insulina sobre a
fosforilacio em tirosina de SHC. Quando animais experimentais foram tratados
com 60 ug de insulina por 3 minutos detectou-se aumento de 53% +- 6,5%
(p<0,001) sobre o basal, na fosforilagio de SHC em cerebelo, ¢ mais uma vez,
similar tratamento foi ineficaz em produzir aumento na fosforilagdo de IR em cortex

cerebral (Fig. 7).
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Figura 7. Efeito do tratamento agudo com insulina sobre a fosforilagdo de SHC em cerebelo
(A) e cérebro (B). Animais experimentais foram tratados com dose de 80 pg de insulina. Fragmentos
de cértex cerebelar e cerebral foram retirados apds 3 minutos e & seguir homogeneizados e
submetidos & imunoprecipitagéo com anticorpos anti-SHC. Os imunoprecipitados foram separados
por SDS-PAGE, transferidos para membranas de nitrocelulose e avaliados por imunoblot utilizande-

se anticorpos anti-PY (n=13, *p<0,001).
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4.1.8. Efeitos de doses e tempos ideais de tratamento com insulina sobre a
associacio SHC/IR em cérebro e cerebelo. Quando animais experimentais foram
submetidos a tratamento com 60 ug de insulina por 3 minutos ocorreu um aumento
de 157% +/- 26% (p<0,05) na associagdo do SHC/IR em cerebelo, entretanto, tal

tratamento foi ineficaz na indug¢io da mesma associagio em cérebro (Fig. 8).
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Figura 8. Efeito do tratamento agudo com insulina sobre a associagio entre SHC e IR em
cerebelo (A) e cérebro (B).. Animais experimentais foram tratados com dose de 60 pg de insulina.
Fragmentos de cortex cerebelar e cerebral foram retirados apds 3 minutos e & seguir
homogeneizados e submetidos a imunoprecipitagio com anticorpos anti-SHC. Os imunoprecipitados
foram separados por SDS-PAGE, transferidos para membranas de nitroceiulose e avaliados por

imunoblot utifizando-se anticorpos anti-IR (n=5, *p<0,05).
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4.1.9. Efeitos de doses e tempos ideais de tratamento com insulina sobre a
associacio SHC/GRB em cérebro e cerebelo. Quando animais experimentais
foram submetidos a tratamento com 60 pg de insulina por 3 minutos ocorreu um
aumento de 52% +/~ 1% (¥p<0,005) na associagdo SHC/GRB2 em cerebelo; em

“cérebro ndo houve variagdo significativa (Fig. 9).
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Figura 9. Efeito do tratamento agudo com insulina sobre a associacdo entre
SHC e GRB2 em cerebelo (A) e cérebro (B). Animais experimentais foram
tratados com dose de 60 ug de insulina. Fragmentos de cortex cerebelar e
cerebral foram retirados apds 3 minutos e a seguir homogeneizados e submetidos
4 imunoprecipitagdo com anticorpos anti-SHC. Os imunoprecipitados foram
separados por SDS-PAGE, transferidos para membranas de nitrocelulose e

avaliados por imunoblot utilizando-se anticorpos anti-GRB2 (n=12, *p<0,005).
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4.2. Efeito da idade sobre a expressdo e funcionalidade de clementos
participantes da via de sinalizacio da insulina em cortex cerebral e

cerebelo de ratos.

4,2.1. Efeito da idade na expressdo do receptor de insulina e de SHC em cortex
cerebral e cerebelo de ratos. Ao avaliar-se o nivel de expresso protéica do
receptor de insulina e de SHC em cértex cerebral e em cerebelo de ratos, desde o
primeiro dia apés o nascimento & pré-senilidade, observou-se que o receptor de
insulina manteve niveis protéicos constantes durante todo o periodo em cortex
cerebral (Fig. 10 A/C), enquanto que em cerebelo detectou-se tendéncia de aumento
entre o primeiro ¢ o sétimo dia apds o nascimento (Fig. 10 B), com posterior
estabilizagfio até a sexagésima semana (Fig. 10 B/D). A variacfio observada em
cerebelo entretanto, n#do apresentou diferenca estatistica. Similarmente, as
concentra¢Bes protéicas de SHC ndo foram afetadas pela idade em ambos os tecidos

estudados (Fig. 10).
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Figura 10. Expresséo de IR € SHC mantém-se constantes durante a vida. Fragmentos de cortex
cerebral e cerebelar foram retirados e homogeneizados em tampéo B. Apds centrifugagdo, aliquotas
contendo igual quantidade protéica foram submetidas a imunoprecipitagdo com anticorpos anti-IR e
anti-SHC. Os imunoprecipitados foram entdo separados por SDS-PAGE, transferidos para membrana

de nitrocelulose e analisados por imunablot com anti-IR e anti SHC respectivamente.

4.2.2. Efeito da idade no grau de fosforilagiio do receptor de insulina em cortex
cerebral e cerebelo de ratos. Ao analisarem-se os imunoprecipitados de receptor
de insulina obtidos a partir de fragmentos de cortex cerebral ou de cerebelo de ratos
tratados com insulina (60pg) ou NaCl (0,18 M), por 3 minutos, observou-se que

quando submetidos a imunoblot com anticorpo anti-fosfotirosina, o grau de
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fosforilagdo em tirosina do receptor apresentou queda progressiva em ambos 0S
tecidos estudados tanto quando os animais experimentais foram fratados com
insulina como quando tratados com NaCl (Fig. 11 A/B). A variac8o maior ocorreu
entre os dias 1 e 21 ap6s o nascimento. A partir de entfio, a queda foi mais lenta e,
apenas em cerebelo de animais tratados com NaCl, houve nova intensificagdo do
ritmo de queda entre 16 e 60 semanas de vida.

Como nfo se detectou variagdo na quantidade protéica do receptor de
insulina em ambos os tecidos durante o periodo analisado, a redugdo observada na
fosforilagdo do receptor ocorreu devido a reducéio da incorporacdo de fosforo em

tirosina por molécula, numa base estequiométrica.
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Figura 11. A fosforilagdo do IR decresce progressivamente durante a vida. Fragmentos de
cortex cerebral e cerebelar foram retirados & homogeneizados. Apds 3 minutos da inje¢&o de insulina
ou salina, aliguotas do sobrenadanfe com igual quantidade protéica foram submetidos 2
imunoprecipitacdo {IP) com anticorpos arti-IR. Os imunocomplexes foram coletados com proteina A-
sefarose BMB e separados por SDS-PAGE. As proteinas foram entdo transferidas para membrana de
nitroceluiose e detectadas com anticorpo antifosfotirasina (PY), marcadas com proteina A-'® & entdo

submetidos a autoradiografia (n=10, p<0,05).
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4.2.3. Efeito da idade no grau de fosforilagio de SHC ¢ no grau de associagio
entre SHC e GRB2 em cértex cerebral ¢ cerebelo de ratos. Imunoprecipitados de
SHC obtidos a partir de fragmentos de cortex cerebral ou de cerebelo de ratos
tratados por 3 minutos com 60Mg de insulina ou com NaCl (0,18 M), e que
subseqiientemente foram submetidos a imunobloting com anticorpo  anti-
fosfotirosina revelaram uma progressiva queda no grau de fosforilagio em ambos os
tecidos avaliados e em ambas as situagdes experimentais. Como pode ser observado
nas figuras (Fig. 12 A/B) ocotreu um decréscimo significativo, progressivo e
constante, que se detecta desde o primeiro dia de nascimento até a sexagésima
semana de vida, sem que tivessem sido observadas maiores oscilagbes nas varias
situa¢@es analisadas.

Similarmente ao que foi observado para o receptor de insulina, o decréscimo
no grau de fosforilagdo de SHC ocorreu em razio de uma variago na incorporagao
de fosforo por molécula de SHC, e ndo em virtude de uma redugéo na concentragio
da proteina.

O grau de associagio entre SHC e GRB2 induzida pela insulina, sofreu
reducdo progressiva e significativa durante o periodo de vida analisado e em ambos
os tecidos estudados (Fig. 12 C/D). A variaco desde o nascimento até a sexagésima

semana de vida seguiu o mesmo padrio observado para a fosforilagéo de SHC.
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Figura 12. A fosforilagdc de SHC e a associagio SHC/GRB2 decrescem progressivamente
durante a vida. Fragmentos de cortex cerebral e cerebelar foram retirados e homogeneizados. Apos
3 minutos da injecdo de insuilina ou saling, aliquotas do sobrenadante com igual quantidade protéica
foram submetidos a imunoprecipitagas (IP) com anticorpos anti-SHC. Qs imunocomplexos foram
coletados com proteina A-sefarose 6MB e separados por SDS-PAGE. As proteinas foram entdo
transferidas para membrana de nitroceluiose e detectadas com anticorpo antifosfotirosina (PY) (A/B)
ou anticorpo anti-GRB2 (C/D), marcadas com proteina A-1'® e entdo submetidos a autoradiografia
(n=10, p<0,05).
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4.2.4. Efeito da idade sobre a expressio da proteina SHP2 em cortex cerebral €
cerebelo de ratos. A enzima tirosina-fosfatase SHP2, além de exercer um papel
adjuvante na transmissio intracelular do sinal da insulina e de outros mensageiros
que utilizam receptores da familia dos receptores-tirosina-quinase, dessmpenha um
papel na modulagio do sinal dos mesmos mensageiros. Como 08 niveis de
fosforilagdo do receptor de insulina e de SHC diminuem progressivamente durante a
vida tanto em cortex cerebral quanto em cerebelo de ratos, decidiu-se estudar o nivel
protéico de SHP2 em ambos os tecidos em questdo, durante 0 mesmo periodo em
que se realizou a avaliagdo dos demais elementos da via de sinalizaggo da insulina.
Em ambos os tecidos avaliados os niveis de SHP2Z cairam
progressivamente, ¢ de modo significativo desde o sétimo dia apos o nascimento
até 60 semanas de vida (Fig. 13). O aumento observado do primeiro ao sétimo dia

néo foi significativo.
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Figura 13. O nivel protéico de SHPZ decresce durante a vida. Fragmenios de cortex cerebral e
cerebelar foram retirados e homogeneizados. Aliquotas do sobrenadante com igual quantidade
protéica foram submetidos & imunoprecipitagao (IP) com anticorpos anti-SHPZ e entdo separados
por SDS-PAGE. As proteinas foram entdo transferidas para membrana de nitrocelulose e
detectadas com anticorpo-SHP2, marcadas com proteina A-'™® e entdo submetidos a

autoradiografia (n=7, p<0,005}.
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As acbes da insulina em tecidos alvos sio mediadas pelo receptor de insulina, uma
molécula hetero-tetramérica, transmembrana, pertencente a4 familia dos receptores de
fatores de crescimento com atividade tirosina quinase intrinseca (FREYCHET et al, 1971;
CUATRECASAS, 1972; KAHN, 1985; VIRKAMAKI, UEKI, KAHN, 1999). Apés a
ligagio da insulina & subunidade ® do seu receptor, a atividade tirosina quinase da
subunidade P ¢& ativada. O substrato inicial do receptor de insulina é a propria subunidade
B, que uma vez fosforilada passa a recrutar ¢ fosforilar em tirosina, diversas proteinas
citoplasméticas denominadas substratos do receptor da insulina. Estes substratos sao
chamados de moléculas de acoplamento, por serem capazes de, uma vez fosforilados,
ligarem-s¢ a outras proteinas e assim deflagrar uma séric de eventos intracelulares que
culminario com os efeitos finais da insulina em um determinado tecido (WHITE et al,
1985; PERROTI et al., 1987; MIRALPEIX et al., 1992; PELICCI et al., 1992; LAVAN &
LIENHARD, 1993; OBERMEIER et al., 1993; PRONK et al., 1993; SEGATTO et al,,
1993; SASAOKA et al., 1994a; GUSTAFSON et al., 1995; OKADA et al., 1995; SUN et
al.. 1995; ISAKOFF et al., 1996; SASAOKA et al., 1996, VIRKAMAKI et al., 1999).

As principais moléculas de acoplamento da via de sinalizagéo da insulina séo o IRS-
1, 0 IRS-2 e SHC (VIRKAMAKI et al., 1999). Os IRSs sfo aparentemente especializados
na transmissio do sinal da insulina, do IGF-1, e de alguns outros poucos hormdnios que se
mostraram capazes de ativar esta via (SAAD et al, 1995d; VELLOSO et al,, 1996;
THIRONE et al, 1997). A SHC, de maneira diferente, € capaz de ser fosforilada através de
diversas vias de sinalizagio (OBERMEIER et al, 1993; SEGATTO et al, 1993;

SASAQKA et al., 1994a), Também de modo diferente dos IRSs, que sfio capazes de se
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ligar a diversas proteinas citoplasmaticas, a SHC, uma vez fosforilada € capaz de se ligar
apenas ao complexo GRB2-SOS (CATTANEO & PELICCI, 1998). Ao ocorrer tal ligago,
SOS ¢ ativado e se liga 4 RAS, desta forma levando a ativagiio da via RAS/MAPK, que
estimula o crescimento celular € a mitogénese (CATTANEO & PELICCI, 1998).

Sinalizacdo e a¢do insulinicas t8m sido amplamente estudadas em figado, musculo e
tecido adiposo, sitios de maior importdncia metabdlica para o organismo, e onde se
detectam alteragGes funcionais mais evidentes induzidas pelo horménio pancredtico
(SAAD et al., 1992 ab, 1993, 1994ab, 1995abed, 1996, 1997; VELLOSO et al., 1996).
Como as células neuronais ndo dependem da insulina para a capiagdo de glicose,
investigadores sempre direcionaram seus estudos para os sitios tradicionais da agfo da
insulina. Durante muito tempo se supds que a insulina nfo exercesse papel importante no
metabolismo, crescimento ou desenvolvimento cerebral (CRONE, 1965). Entretanto,
HAVRANKOVA e colaboradores (1978 ab) descreveram a presenc¢a da insulina e de
receptores de insulina no cérebro ¢, desde entfo, um nimero crescente de estudos v€m
sendo realizados com o objetivo de se avangar no conhecimento e caracterizagio das agdes
da insulina no SNC.

Atualmente sabe-se que o receptor de insulina esta amplamente distribuido no
cérebro, sendo as mais altas concentragdes detectadas no hipotdlamo (SCHWARTZ et al.,
2000). Sabe-se ainda que o IRS-1 esta presente no SNC, existindo entretanto controvérsias
a respeito de sua co-localizacio (BASKIN et al., 1994) ou ndo com os receptores de
insulina e de IGF-1 (FOLLI et al., 1994). Finalmente, sabe-se que SHC, GRB2, SHP2 ¢

elementos da via se sinalizacio da MAP quinase também sdio expressos em vdrias regifes
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cerebrais (POSNER et al., 1974; HAVRANKOVA et al., 1978 ab; FOLLI et al., 1994;
SUSUKI et al., 1995; PELICCI et al.,1996; ARAKI et al., 2000).

No presente reconhece-se que toda insulina detectada no SNC atravessa a barreira
hemato-encefalica através de um sistema de transporte especializado que inclui receptores
de insulina presentes em capilares cerebrais (PARDRIGE, 1986; BAURA et al., 1993). Por
outro lado, a insulina também pode atingir o SNC por difusdo (ERMISCH et al., 1993;
BEGLEY et al., 1994). As regifes circunventriculares do cérebro, por exemplo, sio
conhecidas por possuirem uma vascularizagio pouco restritiva e que, portanto permite a
passagem de moléculas maiores, sem que estas sofram a caracteristica seletividade
encontrada em regides onde a barreira hemato-encefalica esta presente (VAN HOUTEN,
1980, BEGLEY et al., 1994).

Poucos estudos investigaram o tempo necessario para insulina plasmatica chegar ao
cérebro. Em experimentos com insulina marcada o nivel do hormdnio aumenta lenta e
progressivamente no liquido céfalo-raquidiano (LCR), levando de 30 a 180 minutos para
que se atinja o pico. Porém, a presencga de insulina marcada ja ¢ detectada apds 1 minuto
em certas regides do cérebro (ERMISCH et al., 1993). Estes fatos sugerem que a insulina
circulante se localiza inicialmente no parénquima de certas regides, e somente depois no
LCR (SCHWARTZ et al., 1992; BAURA et al., 1993; BAURA et al., 1996; BANKS et al.,
1997).

O transporte de insulina plasmatica para o SNC apresenta caracteristicas de restrigdo
por saturagiio, o que favorece a hipotese de ser mediado principalmente pelo receptor de

insulina, restando para a difusfo um papel secundério.
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Uma vez estabelecido que receptores de insulina e elementos envolvidos na
mediaco intracelular do sinal insulinico estdo presentes em diversas regifes do SNC; que
a insulina, produzida pelas células P das ilhotas pancresticas atravessa a barreira hemato-
encefalica, seja através de transporte por receptores, seja através de difusdo, se fez
necessario, estabelecer os efeitos da insulina nas vérias regides do cérebro ¢ os
mecanismos moleculares envolvidos nestas a¢oes.

CRANSTON e colaboradores (1988) demonstraram, que em pacientes diabéticos, o
metabolismo da glicose era mais baixo no cerebelo do que em cortex cerebral, e que as
constantes de captacio e fosforilacfo da glicose eram inversas.

Existem diferengas regionais, na capacidade metabdlica cerebral, que poderiam
explicar as razGes pelas quais o cortex cerebral € mais sensivel a hipoglicemia em relagio
ao cerebelo. O metabolismo da glicose cerebral néo € sensivel as concentragdes de insulina
dentro dos limites fisiologicos. Isto sugere que os receptores de insulina intracerebrais € os
receptores periféricos tém papeis diferentes entre si.

A maior parte dos estudos da acfo da insulina no SNC foi realizada em ratos e em
cultura de células neuronais (BASKIN et al, 1994; ANTONETTI et al., 1996; O’ BRYAN
et al.,, 1996 ab). Em neurbnios (SCHWARTZ et al., 1992) e em células da glia
(NAKAMURA et al, 1988) a insulina exerce efeitos primarios de promocgio do
crescimento e modulagfio sinaptica, enquanto a regulacdo do metabolismo da glicose é
independente do horménio pancreatico (SCHWARTZ et al., 1992). Da mesma maneira, o
transporte e oxidacfio da glicose, e também a sintese de glicogénio, nfo sfo alterados em

neurdnios de embrifio de aves cultivados na auséneia de insulina (HEIDENREICH, DE
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VILLIS, GILMORE, 1988). Entretanto, as células da glia podem ser sensiveis 2 insulina, ja
que esta estimula a captagdo de glicose por aquelas células (CLARKE et al.,1984), € por
células de glioblastoma humano (GRUNBERGER et al., 1986), além de promover 0
actmulo de glicogénio em cultura primdria de astroglia de cérebro de ratos recém natos.

No presente trabalho, analisou-se a presenga € a ativagio de proteinas envolvidas nas
etapas iniciais da agfo da insulina, numa via evolvida em crescimento celular e
mitogénese, em cortex cerebelar € cortex cerebral de ratos.

Numa primeira etapa, determinaram-se diferencas regionais entre as 4reas analisadas
com relagfio a expressio protéica e capacidade de responder ao tratamento agudo com
insulina. Na etapa seguinte, avaliou-se o efeito do tempo e do envelhecimento sobre a
expressio e funcéio destes elementos.

Iniciou-se a investigacdo pela determinagfio da presenca do receptor da insulina, de
SHC ¢ de GRB2 em ambos os tecidos esitudados. Nio se encontraram diferengas
significativas entre as quantidades de cada um dos elementos, quando se compararam
cortex cerebral ou cerebelar. Observou-se entretanto, que apesar de presente em ambos 0s
tecidos, a regulagdio funcional do IR, de SHC e de GRB?2 ocorria de forma diferente em
cada tecido, quando os animais experimentais eram expostos a tratamento com insulina.
Desta forma, em cerebelo a insulina induziu uma répida fosforilagio do seu receptor, que
foi imediatamente seguida pela fosforilagdo de SHC e, subsegiientemente pela ligagdo
entre SHC ¢ GRB2. Os experimentos de tempo-resposta mostraram que, a associagdo entre
o receptor de insulina e SHC se iniciava 30 segundos apds a infusfio de insulina e

permanecia detectivel por pelo mepos 5 minutos. Tal associa¢io induzia a imediata
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fosforilacdo de SHC, a qual era méxima ap6s 3 minutos, enquanto a associagdo
SHC/GRB2 era méaxima entre 2 e 3 minutos. Os experimentos de dose-resposta mostraram
que os eventos functonais foram desencadeados por concentragdes fisiologicas de insulina.

Em contraste com os achados em cerebelo, ndo houve resposta a infusfo de insulina
em cértex cerebral. Em experimentos de tempo-resposta prolongados (maior que 20
minutos) ou com doses maiores de insulina (acima de 60 Mg), nio houve aumento na
fosforilagfio do receptor, na associagio entre o receptor de insulina e SHC ou na associagio
entre SHC e GRB2. A possibilidade de que a concentragio de insulina na regifio anterior
do cértex seja menor, ou que se eleve de forma mais lenta do que em cerebelo, nio pode
ser descartada. Entretanto, pode-se concluir que, caso a insulina estimule a fosforilacio do
seu receptor em tecido cerebral, tal estimulo deve ocorrer em tempos ou doses diferentes
daqueles testados nos presentes experimentos.

Os metodos utilizados, estimulagéo in vivo com insulina, extra¢io e homogeneizaco
de tecidos cercbral e cerebelar em condigdes desnaturantes ou em condigdes apropriadas
para imunoprecipitacao, e posterior imunoblotting com anticorpos especificos anti-receptor
de insulina, anti-SHC, anti-GRB2 e anti-fosfotirosina, permitiram uma avaliagdo das
etapas iniciais da agdo insulinica, apds sua ligacdo ao receptor. Estes métodos raramente
sofrem interferéncias, como aquelas decorrentes de artefatos bioquimicos resultantes da
homogeneizacdo do tecido e purificagdo do receptor, protedlise e desfosforilagio do
receptor por fosfatases contaminantes (KATHURIA et al., 1986), bem como da remocfo
do receptor da membrana plasmatica, onde interagdes com outros componentes celulares

podem influenciar sua atividade (FEHLMAN et al., 1985). O método utilizado permitiu
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uma determinagdo direta do grau de fosforilagéo do receptor de insulina, da proteina SHC
e da sua associagdo com GRB2, assim como da relagéo destes pardmetros com o grau de
fosforilagdo do receptor de insulina, o que implicou em uma avaliaco da atividade quinase
in vivo do receptor de insulina, dirigida a um substrato endodgeno, a proteina SHC.

Ocorreu falha metodologica na mensuragdo da massa molecular da isoforma
detectada de SHC em cérebro e cerebelo. O método de eletroforese, em gel de
poliacrilamida—SDS empregado ndo permitiu, a principio, que se determinasse com
exatidio a massa molecular de SHC, sendo inicialmente sugestivo de se tratar da isoforma
de 46 kDa. Na época das analises iniciais ndo se dispunha de anticorpos especificos para as
diferentes isoformas. Apés as determinagdes de CATTANEO & PELICCI (1998), e entdo
utilizando-se separagbes mais longas em eletroforese, pudemos confirmar que a forma
predominante de SHC, durante a vida pos-natal, em cérebro ¢ cerebelo de ratos € p52SHCA.

A seguir estudou-se o efeito da idade na expressfo e ativagdo do receptor de insulina,
de SHC e de GRB2 em cérebro e cerebelo. Para tal utilizaram-se ratos com 1 dia, 7 dias,
21 dias, 6 semanas, 16 semanas e 60 semanas de vida.

Alguns poucos estudos haviam avaliado em cérebro, as variagdes dos niveis de
receptor de insulina com a idade. A maior parte desies estudos utilizou metodologia que
avaliava a ligacdo de insulina marcada aos tecidos (ZAIA & PIANTANELLI, 1997;
POMERANGE et al., 1988; ZAIA & PIANTANELLI, 2000) ¢ ndo a quantificagio
protéica do receptor de insulina (GARAFOLO & RO SEN, 1989).

Ao analisarem-se os sitios de ligagfio da insulina, a maior parte dos autores detectou

uma diminuicio progressiva desde o nascimento até a senilidade (SONNTAG et al., 1999).
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Entretanto KAPPY & RAIZADA (1982), trabalhande com membranas purificadas de
cérebro de ratos nfio encontraram diferencas nos sftios de ligacdo da insulina entre fetos a
termo ¢ adultos. A andlise de sitios de ligagdo do IGF-1 no cérebro segue o mesmo padréo,
onde, em geral, encontrou-se uma diminui¢iio no decorrer da vida (SONNTAG et al.,
1999).

Na presente investigacdo, utilizando-se métodos imunoldgicos que permitem a
avalia¢do quantitativa do receptor de insulina e do receptor de IGF-1 em cérebro € cerebelo
de ratos, demonstrou-se que, entre 1 dia e 60 semanas de vida nfo ocorrem variagbes
significativas nos niveis destas proteinas em qualquer dos sitios avaliados. Apds uma
extensa revisdo da literatura, encontrou-se apenas um trabalho onde a expressdo do
receptor de insulina e do receptor de IGF-1 foi avaliada usando métodos imunolégicos.
Neste trabalho, GARAFOLO & ROSEN (1989), empregando diversos anticorpos que
apresentavam reagfio cruzada com a subunidade P do receptor de insulina e do receptor de
IGF-1, descreveram uma progressiva queda na forma imunoreativa de ambos os
receptores, desde a vida embriondria até a vida adulta. De modo diferente da metodologia
empregada em nosso estudo, estes autores usaram anticorpos inespecificos, realizaram
imunoblots de exiratos totais de cérebro, e basearam suas conclusdes nas quantificagbes
densitométricas de apenas 2 experimentos.

Com respeito 4 queda no numero de sitios de ligacio da insulina e do IGF-1 descrita
na maioria dos estudos, acredita-se que tal metodologia se preste para uma avaliagio dos
sitios de ligagdo disponiveis na supetficie da célula, o que pode ser afetado pela dindmica

dos fluxos de externalizagfio e internalizagio dos receptores num determinado tecido.
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Através dos métodos quantitativos empregados no presente estudo, definin-se que apoés o
primeiro dia de nascimento até a sexagésima semana de vida (senilidade incipiente), néo
ocorreu mudanga significativa na expressio do receptor de insulina em cortex cerebral e
cerebelar de ratos. De modo similar ao IR, ndo houve mudanca significativa na expressio
da proteina SHC em ambos os tecidos analisados.

Estudos recentes de CATTANEQ & PELICCI {1998) ¢ de CONTI ¢ colaboradores
(1997) descreveram uma maior expressio de SHC durante a vida embrionaria, em
comparacdo com a vida adulta. Entretanto, nenhuma avaliagdo da variagdio temporal foi
realizada no decorrer da vida adulta.

Ao analisar-se o grau de fosforilagdo em tirosina do receptor de insulina e de SHC, ¢
da associacdo entre SHC e GRB2, em cortex cerebral e cerebelar de ratos tratados com
salina ou insulina, uma queda progressiva foi observada, desde o primeiro dia de
nascimento até a sexagésima semana de vida, em todas as situacdes estudadas.

CARVALHO e colaboradores, (1996) estudando a fosforilagio do receptor de
insulina, do IRS-1 e do IRS-2, e a associagio e ativago entre os IRSs e a enzima PI-3
quinase, em figado e musculo de ratos idosos, observaram que nestes tecidos, apds
estimulo insulinico, ocorriam alteragdes tanto no grau de fosforilagio como no grau de
associacdo destas proteinas, sugerindo que estes eventos poderiam desempenhar um papel
na resisténcia insulinica associada ao envelhecimento.

A regulagdo da atividade quinase por fosforilagdes em aminoacidos distintos, como
em serina ou treonina, ¢ um importante mecanismo regulador do sinal insulinico em

situacdes fisiolégicas e patologicas (KASUGA et al, 1982ab; SMITH et al., 1993;
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MYERS & WHITE, 1995). Diversas enzimas com atividade quinase, como a proteina
quinase-C (PKC) e a proteina quinase-A (PKA), podem fosforilar substratos em serina ou
treonina, interferindo desta forma com a sua atividlade (TAKAYAMA et al., 1984,
TAKAYAMA, WHITE, KAHN, 1988; SMITH et al., 1993). ISHIZUKA ¢ colaboradores
(1993) demonstraram um aumento na quantidade de PKC em tecido adiposo de ratos
idosos e, um aumento na atividade desta proteina quinase associada 2 membrana em tecido
muscular. E possivel que, o aumento da PKC descrito possa induzir fosforilagdo em serina
do IR, dificultando a interacio deste com 0 SHC ou com outros substratos e, desta forma,
modular negativamente o sinal da insulina.

Outro fator que pode coniribuir para explicar as alteragdes no grau de fosforilagdo do
IR ou seus substratos, é a constitui¢do da membrana celular. ZOPPINI & KAHN (1992)
observaram, em cultura de células, variagBes importantes no grau de fosforilagdo do
receptor de insulina e de seus substratos, em fungdo de variagdes do constituinte lipidico da
membrana, que softre alteragBes de sua composigio lipidica com o envelhecimento,
aumentando a relago colesterol/fosfolipide.

Ainda deve ser considerado, como possibilidade que explique a redugdo da
fosforilagio dos substratos do receptor de insulina em ratos idosos, a atividade de enzimas
que desfosforilam estas proteinas, tais como as fosfotirosina-fosfatases (PTPases). NADIV
e colaboradores (1994), demonstraram um aumento da atividade de PTPases em tecido
hepatico de ratos idosos, sugerindo ser este um possivel mecanismo envolvido na redugdo

do grau de fosforilagfio do IRS-1 ¢ IRS-2 em tecido hepético de ratos senis.
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A tirosina-fosfatase SHP2 ¢ uma proteina citosdlica, com expressio generalizada no
organismo, € que, estruturalmente contém dois dominios SH2 que permitem sua interagdo
com proteinas fosforiladas em tirosina. Sua express@o ocorre em niveis bastante elevados
em cérebro (SUSUKI et al., 1995), sendo que, no rato adulto, a expressdio € restrita a
algumas classes de neurdnios (SERVIDEI et al., 1998). Uma vez que se ligue a um residuo
tirosina em um receptor da familia dos RTKs, a SHP2 ¢ fosforilada em tirosina e, desta
forma, torna-se ativada. A SHP2 pode entdio agir, promovendo desfosforilagdo de residuos
tirosina, modular ou potencializar a sinalizagio (NOGUCHI, et al., 1994; MILARSKI &
SALTIEL, 1994; YAMAUCHI et al., 1995; SHI, LU, FENG, 1998). Esta atividade de
desfosforila¢éio ainda nd3o foi demonstrada in vive. Estudos recentes entretanto, sugerem
que a SHP2 tem papel modulador positivo na transmisséo do sinal insulinico (MILARSKI
& SALTIEL, 1994; YAMAUCHI et al., 1995; SHI et al., 1998).

No presente estudo, avaliou-se a expressio protéica de SHP2 desde o primeiro dia de
nascimento até a sexagésima semana de vida, em cérebro € cerebelo de ratos. Os resultados
desta avaliagfio mostraram uma discreta tendéncia a aumento na quantidade de proteina
entre o primeiro € o sétimo dia de vida, com posterior queda progressiva e significativa até
a sexagésima semana.

Apesar de ndo se ter avaliado, no presente estudo, uma relagéio direta entre SHP2 e
elementos da via de sinalizagdo da insulina, o paralelismo encontrado entre wma
progressiva queda nos niveis protéicos da fosfatase em ambos os tecidos analisados ¢ uma

diminuicio da fosforilagio basal e estimulada do IR e de SHC, e da associagio
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SHC/GRB2, sugere que esta queda contribua para a redugfio do sinal da insulina nestes
tecidos, merecendo futura investigagéo.

Conclui-se portanto que IR, SHC, GRB2 ¢ SHP2 estio presentes em cortex cerebral
e cerebelar de ratos. IR, SHC ¢ GRB2 nio sofrem importante modulagdo na sua expresséo
protéica entre o nascimento e sessenta semanas de vida, ao passo que SHP2 apresenta
queda significativa no periodo avaliado. Com respeito a resposta a insulina observou-se
que, em cerebelo, o hormdnio pancreatico é capaz de induzir a fosforilagéo do IR ¢ de SHC
e a associagio entre SHC ¢ GRB2 em doses fisiolégicas, entretanto o mesmo néo ocorre
em cortex cerebral. Finalmente, entre nascimento ¢ sessenta semanas de idade, observa-se
uma progressiva redugdo na fosforilagio basal e insulino-induzida do IR, de SHC e na
associagio SHC/GRB2, tanto em cOrtex cerebral como cerebelar. Estes resultados
reforcam a hipétese de que a insulina desempenha um papel relacionado a crescimento
celular e mitogénese em SNC e, estimula futuros estudos que visem caracterizar os

mecanismos ¢ efeitos da acdo insulinica em tecido nervoso.
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6. Conclusoes
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O presente estudo investigou a presenga e a regulagdio das proteinas envolvidas no sinal

insulinico em cortex de cérebro e cerebelo de ratos.

1. Demonstrou-se a presenca do receptor da insulina (IR), SHC, GRB2 e SHP2 em ambos

os tecidos.

2. A insulina induziu aumento no grau de fosforilagdo do IR e de SHC em cortex cerebelar,

mas ndo em cértex cerebral de ratos.

3. A insulina induziu aumento no grau de associagio do IR ao SHC e de SHC ao GRB2 em

cortex cerebelar, mas nfio em cortex cerebral.

4. A expressdo do IR, SHC ¢ GRB2 entre as idades de 1 dia ¢ 60 semanas se mantiveram

constantes em ambos os tecidos estudados.

5. A insulina induziu diminui¢do progressiva no grau de fosforilagdo do IR e de SHC e no

grau de associac@o IR/SHC e SHC/GRB2 entre as idades de 1 dia e 60 semanas.

6. A expressdo de SHP2 apresentou queda progressiva entre as idades de 1 dia e 60

semanas em ambos 0s tecidos.
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7. Summary
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Insulin, acting through its protein tyrosine kinase receptor (IR), induces a series of tissue-
specific responses that are mediated by different intracellular pathways. One of these
pathways, which promotes mitogenic and growth-related effects involve SHC and GRB2.
In the present study insulin signaling was evaluated through the SHC/GRB2 pathway in the
central nervous system (CNS) of rats.

Initially we determined the presence and amounts of IR, SHC and GRB2 in
forebrain cortex and cerebellum. All three proteins were found at similar concentrations in
both tissues. However, when the experimental animals were submitted to treatment with
insulin we found signiﬁcant imcrease in IR and SHC phosphorylation and SHC/GRB2
association only in cerebellum, but not in forebrain cortex.

Next we determined the IR, SHC, GRB2 and SHP2 concentrations during postnatal
development. Concerning protein expression, only SHP2 was shown to suffer a progressive
fall from day one to week sixty of life. When acutely treating with insulin, we observed a
progressive, time-dependent decrease on both basal and insulin-stimulated phosphorylation
of IR and SHC and SCH/GRB?2 association in forebrain cortex and cerebellum.

We conclude that, the elements involved in the intracellular pathway of insulin
signaling are present in the CNS, their functional status suffer variation with age and there

is a site-specific variation in the response to insulin.
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Absiract

A growth-related branch of the insulin-signaling pathway was studied in the forebrain cortex and cerebellum of Wistar rats.
Anesthetized rats received a bolus injection of saline or insulin through the cava vein after which fragments of cerebellum and forebrain
cortex were excised and immediately homogenized. Insulin receptor and p465%* phosphorylation, and p465H<* /GRB2 association were
detected by immunoprecipitation and blotting with specific antibodies. Insulin stimulated the rapid phosphorylation of its receptor in
cerebellum, followed by pd63¥C* phosphorylation and GRB2 recruitment. The optimal insulin dose for the induction of p46°#“* /GRB2
binding was 60 pg, and time-course experiments showed that maximum phosphorylation /binding occurred 2—3 min after stimulation.
Although insulin receptors and SHC were present in forebrain cortex, there was no increase in their phosphorylation, nor was there any
recruitment of GRB2 following stimulation with insulin. Thus, although elements involved in the early intracellular response to insulin
are present in the ceniral nervous system, differences in their activation /regulation may account for the functional roles of insolin in these

tissues. © 1999 Published by Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Keywords: Insulin; SHC; GRB2; Insulin receptor; Brain; Cerebellum

1. Introduction

Recent evidences suggest that insulin may act as an
afferent metabolic signaler to the central nervous system
(CNS). Various functions for insulin in the CNS have been
suggested, including a role in neuronal growth and differ-
entiation [37], neuronal and glial cell metabolism [37], and
the central regulation of autonomic function and body
weight [51].

The impact of diabetes mellitus on CNS function has
been demonstrated at neurochemical, electrophysiological,
structural and behavioral levels [8,11,28,32,34,3542,
47,55]. Some studies have reporited an association of in-
sulin resistance and diabetes with Alzheimer’s disease, and
have suggested that senile memory loss may be associated
with central resistance to insulin action [29,30,32,42,
64]. Indeed, reduced immunoreactivity towards the insulin
receptor in the substantia nigra of patients with Parkinson’s
disease have been observed [36,561.

* Corresponding auther. Departamento de Clinica Médica, FCM-UN-
ICAMP, 13081-970 Campinas, SP, Brazil. Fax: + 55-19-7888925; E-mai:
diagmed @rantac.com.br

The insulin signaling pathway has been widely studied
in recent years. Protein blotting and immunocytochemistry
have shown that insulin, insulin growth factor-1 (IGF-1}
and IGF-2 receptors are expressed in the developing and
adult mammalian CNS [9,19,24,26,33,40,46,52,58—60]. In-
sulin receptor substrate-1 (IRS-1), the main substrate for
the insulin receptor, i1s expressed in several areas of the
CNS [2,4,19], although its distribution is distinct from that
of insulin and IGF receptors [19]. The lipid-metabolizing
enzyme phosphatidylinositol 3-kinase (PI 3-kinase), which
is involved in insulin-induced glucose uptake by target
cells, is also present in various areas of the CNS [19]. SHC
and GRB2 [14,38,39.45], two intracellular signaling
molecules involved in the mitogenic signals triggered by
insulin, together with several growth factors and various
cytokines, also occur in the CNS,

SHC is an ubiquitously expressed cytoplasmic protein
that serves as a phosphotyrosine substrate for a wide
variety of growth factors and cytokine receptors {20,27,
41,44}, The mammalian SHC-A gene encodes three over-
lapping proteins of 46, 52 and 66 kDa that contain a single
C-terminal SH2 domain. One of the branches of the in-
sulin-signaling pathway involves SHC phosphorylation fol-

0006-8993 /99 /% - see front matter @ 1999 Published by Elsevier Science B.Y. All rights reserved.
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lowing autophosphorylation of the insulin receptor in re-
sponse to insulin binding [41,48]. The tyrosine phosphory-
lated SHC binds to GRB2, a 23 kDa adaptor protein which
is constitutively associated with the proline-rich domain of
808, a guanylnucieotide exchange factor for p2! Ras
[43,49]. Once stimulated, the SHC-GRB2/SOS complex
activates a specific mitogenic pathway by removing the
mechanism that inhibits initiation of the cell cycle
[22,43,53,54,63]. The latter action represents a crucial step
in the transmission of the mitogenic signal within the cell.

In the present work, we examined the effect of insulin
upon the insulin receptor—p46°#CA_GRB2 branch of the
insulin-gignaling pathway in the forebrain cortex and cere-
bellum of rats.

2, Materials and methods

2.1. Antibodies, chemicals and buffers

Antisera against the insulin receptor, SHC and GRB2
were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA).

Antibodies against phosphotyrosine were from UBI (Lake
Placid, NY). 51 Protein A was from Amersham
(Buckinghamshire, UK). Protein A—Sepharose 6MB was
from Pharmacia (Uppsala, Sweden). The other chemicals
were from Sigma (St. Louis, MO). Buffer A consisted of
100 mM Tris, 1% Triton X-100, 50 mM Hepes (pH 7.4),
100 mM sodium pyrophosphate, 100 mM sedium fluoride,
10 mM EDTA, 10 mM sodium vanadate, 2 mM PMSF and
0.1 mg aprotinin /ml. Buffer B contained 100 mM Tris, 10
mM sodium vanadate, 10 mM EDTA and 1% Triton
X-1040.

2.2, Animals

Male Wistar rats {6 weeks old/150-200 g) from the
University’s animal breeding facilities were used through-
out these experiments. The rats were allowed access to
standard rodent chow and water ad libitum. Food was
withdrawn 12 h before the experiments. The rats were
anesthetized with sodium amobarbital (15 mg/kg body
weight, i.p.), and used after the loss of corneal and pedal
reflexes.

IP: a IR
IB: a IR

FB CB

IP: o SHC
IB: ¢« SHC

FB CB

IP: « GRB2
IB: ¢« GRB2

FB CB

GRB2»
~|(23kDa)

Fig. 1. Presence of IR, SHC and GRB2 in the forebrain cortex (FB) and cerebellum (CB) of rats. Proteins from FB and CB were isolated as described in
Section 2. Briefly, rats were anesthetized and fragments from each tissue wers excised and homogenized in extraction buffer A ar 4°C. After centrifugation,
aliquots of the homogenate supernatants containing equal amounts of profein were immuncprecipitated (IP) with anti-IR, anti-SHC or anti-GRB2
antibodies and the immunocomplexes collected with protein A—Sepharose 6MB and then resolved on SDS-PAGE. The protein bands were subsequently
ransferred to nitrocellulose membranes and detected by immunoblotting (IB) with anti-IR, anti-SHC and anti-GRB2 antibodies and '**I-protein A, after

which the membranes were autoradiographed.
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2.3. Tissue extraction, immunoprecipitation and blotting

Insulin (60 g in 500 wl of saline, or as stated in the
dose—response experiments) or saline alone (500 wl) was
injected via the abdominal cava vein. A fragment of the
forebrain cortex or cerebellum was excised 3 min later (or
as stated in time-course experiments) and immediately
homogenized in freshly prepared buffer A. Insoluble mate-
rial was removed by centrifugation for 45 min (50000 X g)
at 4°C. The protein concentration of the supernatant was
determined by the Bradford method [10]. The doses of
insulin used in the dose—response experiments and the
time lag for tissue extraction in the time-course experi-
ments are presented in Section 3.

Samples containing 3 mg of total protein were incu-
bated with 10 pL of anti-IR or anti-SHC antiserum at 4°C
overnight, followed by incubation with Protein A—Sep-
harose 6MB for 2 h. The pellets were washed five times in
ice-cold buffer B, resuspended in 30 pl of Laemmli
sample buffer [31], and boiled for 5 min prior to loading
onto polyvacrylamide gels. Electrotransfer, blotting and sig-
nal detection using antibodies against phosphotyrosine, IR,
SHC and GRB2 were performed as described previously
[50,57,62].

2.4. Data presentation and statistical analysis

Where appropriate, the results are expressed as the
mean + SEM of the indicated number of experiments.

A. Cerebellum

IP: ¢ IR
IB: o PY

*

180 -
160
140
120
100 - .
80 -
60 -
40 |
20 -

Arbitrary Units

C. Cerebellum

insulin

100
50
0

Arbitrary Units

. +

P 0805

IP: « IR
IB: o IR

- +

B. Forebrain

- +

Phosphorylation

D). Forebrain

Protein

Fig. 2. Insulin-stimulated tyrosine phosphorylation of IR. Forebrain cortex and cerebellumn samples were extracted and homogenized as described in Fig. 1,
4 min after the i.v. injection of saline (—) or 60 pg of insuliz (+3, as shown in the figure. Aliquots of the homogenate supernatants containing equal
amounts of protein were immunoprecipitated with anti-IR and the immunocompiexes were collected with protein A—Sepharose 6MB and then resolved on
6% SDS-PAGE. The proteins were transferrad to nitrocellufose membranes and detected with antiphosphotyrosine antibody (Py) (A/B) or the same
antibodies (C /D) and "**I-protein A followed by asutoradiography (n = 17, ¥ p < 0.005).



M.L. de LA. Fernandes et al. / Brain Research 826 (1999) 74-82 77

Immunoblots are presented as direct comparisons of the
bands seen in the fluorographs. The band intensities were
quantified by densitometry. Student’s I-test for paired data
was used in all statistical comparisons with p <0.05
indicating significance.

3. Results

The presence of insulin receptor, SHC and GRB2 in
forebrain cortex and cerebellum of rats was investigated by

immunoprecipitation and immunoblotting with specific an-
tibodies. All three elements analyzed were readily detected
in both tissues (Fig. 1) and the amount of each was similar
in 2l tissues as shown by blotting of tissue extracts. The
predominant isoform of SHC observed in forebrain cortex
and cerebellum was p4637©4. For this reason, we referred
to this protein only as p4657¢~,

Treatment with insulin significantly increased phospho-
rylation of the insulin receptor in cerebellum (saline-treated
100% + 2% vs. insulin-treated 171% + 13%, p < 0.005)

IP: a SHC
IB: o PY
A. Cerebellum B. Forebrain
tnsulin - + - +
*
180 | ’ P o0
160 —
140
=
120 - 2
100 - = T %
£ 80 - £
z =
. 60 - g
£ 40 - o
< 20 4
0
IP: « SHC
C. 1B: o PY
SHC »
Insulin 0 0.06 0.6 6 60 11+
D. IP: a SHG
IB: « PY
Insulin - + + + + + +
Minutes 0 0.5 1 2 3 5 10

Fig. 3. Insulin-stimulated tyrosine phosphorylation of SHC. Forebrain cortex and cerebellum samples were extracted and homogenized as described in Fig.
1. Saline {—) or insulin {+ ) was administered i.v. as a bolus injection. Aliquots of homogenate supernatants containing equal amounts of protein were
immunoprecipitated with anti-SHC and protein A—Sepharose 6MB and then resolved on 10% SDS-PAGE (n = 13, *p < 0.001) (A /B). In dose—response
experiments {C), the forebrain coriex and cerebellum were excised 3 min after insulin infusion and homogenized in extraction buffer at 4°C,
immunoprecipitated with anti-SHC antibody and immunobloited as deseribed in the Jegend for Fig. 2 (n = 2). In time-course experiments (D), 60 pg of
insulin was injected i.v. and the cerebellum was excised and homogenized in extraction buffer at the indicated time (n=2)
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{Fig. 2A). No tyrosine phosphorylation was observed in
forebrain cortex following an insulin load (Fig. 2B). Stim-
ulation with insulin did not change the amount of insulin
receptor protein in forebrain cortex (saline-treated 100% +
4% vs. insulin-treated 82% + 14%) (Fig. 2C) or cerebel-
lum (saline-treated 100% + 4% vs. insulin-treated 102% +
10%) (Fig. 2D), as detected by immunoprecipitation and
blotting of tissue extracts.

The administration of insulin significantly increased
p46SHCA  phosphorylation in cerebellum (saline-treated
100% + 2% vs. insulin-treated 153% + 6.5%, p < 0.001)

(Fig. 3A), but not in forebrain cortex (Fig. 3B). Dose-re-
sponse experiments revealed that maximal insulin-induced
pd65H<2 phosphorylation occurred between 0.6 pg and 60
ug of insulin (Fig. 3C), while time-course experiments
showed maximal stimulation to occur between 2-3 min
post-administration, the phosphorylation returned to near-
basal levels after 10 min (Fig. 3D). The insulin-induced
binding of insulin receptor and p46""“* was analyzed
using 60 wg of insulin and a 3 min exposure. Extracts of
forebrain cortex or cerebellur: from rats treated with saline
or insulin were immunoprecipitated with antiserum against

IP:a IR
IB: o« SHC
A. Cerebellum B. Forebrain
Insufin - +. - .+
*
300 - _ |
*P <05
250 - 5
g
200 - E-
£ 450 s
s T 8
e o
,i_E 100 - T I
< 50 4
0
C. IP: o SHC
IB:a IR
Insulin - + + + + + +
Minutes 0 0.5 1 2 3 5 10

Fig. 4. Insulin-stimulated association of R /SHC, Forebrain cortex and cerebellum fragments were extracted and homogenized as described in the legend
for Fig. 1 after the i.v. injection of saline (—) or 60 g of insulin (+ ). Aliquots of the homogenate supernatants containing equai amounts of protein were
immunoprecipitated with anti-IR antibodies and then resclved on 6% SDS-PAGE (A /B). The proteins were transferred to a nitrocellulose membrane and
detected with anti-SHC antibody and "**I-protein A followed by autoradiography (n =5, * p < 0.05). For the time course of the SHC-IR association in
cerebellum (C), saline (—} or 60 g of insulin (+) was administered i.v. as a bolus injection, and the cerebellum excised and homogenized in extraction
buffer A at the indicated time. Aliquots of the homogenate supernatants containing equal amounts of protein were immunoprecipitated with anti-SHC
antibodies and then resolved by SDS-PAGE cn 6% gels. The proteins were transferred to nitrocellulose membranes and detected with ant-IR antibody and

'**].protein A followed by autoradiography (n = 2).
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IP: ¢ SHC
IB: a GRB2
A. Cerebellum B. Forebrain
Insulin - & - =
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Fig. 5. Insulin-stimulated $HC-GRB? association. Samples of forebrain cortex and cerebellum were immunoprecipitated with anti-SHC antibodies 3 min
after an inira venous injection of saline (—) or 0 g of insulin (+). Aliguats of the homogenate supernatants containing equat amounts of protein wers
immunoprecipitated with anti-SHC antibodies and then resolved by SDS-PAGE on 10% gels (A/B). The proteins were transferred to nitrocellulose
membrane and detected with anti-GRB2 antibodies and '*>T-protein A followed by antoradiography (z = 12, * p < 0.005). For the time-course of the
insulin-stimulated SHC/GRB?2 association in cerebellum (C), saline (—} or insulin (+) was administrated i.v. and tissue samples then obtained at the
indicated time. Aliquots of the homogenate supernatants containing equal amounts of protein were immunoprecipitated and detected as described in Fig. 2

(n=2)

insulin receptor and blots were performed using anti-
p463H<4  antibodies. Insulin induced insulin receptor/
p46°<4 association in cerebellum (saline-treated 100% +
9.5% vs. insulin-treated 257% + 26%, p < 0,05) but not in
forebrain cortex (Fig. 4A,B). Time-course experiments
demonstrated that binding of p465H<# to the insulin recep-
tor in cerebellum occurred within 30 s and was maximal at
2 min (Fig. 4C).

The insulin-induced association pd6SH<A /GRB2 was
examined in forebrain cortex and cerebellum 3 min after
administering 60 wg of insulin. Insulin increased the asso-
ctation of p463HC* and GRB2 in cerebellum (saline-treated
100% + 3%, vs. insulin-treated 152% + 1%, p <0.003)
(Fig. 5A), but not in forebrain cortex {Fig. 5B). Time-
course experiments showed that increased association was

already present after 30 s and was maximal at 2 min (Fig.
5C).

4. Discussion

The presence of insulin and insulin receptors in the
brain indicates that this pancreatic hormone may play a
physiological role in the CNS. Initial reports suggested that
brain insulin was produced within the CNS {23], although
current knowledge points to a pancreatic origin for all
insulin in the CNS [13]. The key determinants of insulin
levels within the brain are the plasma insulin level and the
efficiency with which insulin crosses the blood—brain bar-
rier (BBB) [3,16,18,51]. The likely existence of a special-
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ized transport system for insulin across the BBB does not
exclude a potentially important role for diffusion as a
means of delivering insulin to certain brain areas [7,18].
The circumventricular organs of the brain, for example, are
known to be supplied by a vasculature lacking a BBB, and
plasma solutes diffuse freely into these areas [7,61]. Few
studies have investigated the time-course of plasma insulin
uptake by the CNS. Apparently, labeled insulin levels rise
slowly and constantly in cerebrospinal fluid (CSF) from 30
min up to 180 min after an infusion of the hormone.
However, the presence of labeled insulin is detected much
faster (as early as 1 min) in certain regions of the CNS
parenchyma [{8]. Thus, it is suggested that circulating
insulin localize initially in the parenchyma of certain re-
gions, and subsequently in the CSF [3,5,6,51]. The deliv-
ery of plasma insulin to the CNS is saturable, and is likely
facilitated by an insulin receptor-mediated transport pro-
cess.

Cranstor: et al, [}5] demonstrated that in diabetic pa-
tients cerebellum glucose metabolism was lower than in
the cortex and that the ratio between the rate constants for
glucose uptake and phosphorylation was reversed. There
are regional differences in the cerebral metabolic capacity
that could explain why the cerebral cortex is more sensi-
tive to hypoglycemia than the cerebellum. Brain ghicose
metabolistn i3 not sensitive to the insulin concentration
within the physiological range. This suggests that intrac-
erebral insulin receptors have a different role from periph-
eral receptors.

Most studies of insulin action in the CNS have been
performed with cultured cells [2,4,38,39]. Insulin exerts
primarily growth promoting and synaptic modulatory ef-
fects in neurons [51] and glioma cells [37], while the
regulation of glucose metabelism is independent of insulin
[51]. Thus, glucose transport, glucose oxidation and glyco-
gen synthesis are not altered in chick embrye neurons
exposed to insulin [25]. However, glial cells may be
insulin-sensitive since insulin stimulates glucose uptake in
rat brain glial cells [12] and human glioblastoma cells [21]
and enhances glycogen accumulation in astroglia-rich pri-
mary cultures from neonatal rat brain [17].

SHC protein is involved in the coupling of activated
tyrosine kinase growth factor receptors to the Ras activa-
tion pathway [43,49]. In contrast to IRS-1 and IRS-2 which
can associate with a wide variety of downstream effector
molecules, the tyrosine phosphorylation of SHC protein
leads to specific association with a small 23 kDa adaptor
protein, growth factor receptor-bound protein-2, GRB2
[22,43]. GRB2 is constitutively associated with the
proline-rich domain of son of sevenless (SOS), a guanyl-
nucleotide exchange factor for p21 GTP-biding protein
Ras [22,43,63].

The role of SHC activation in the CN$ is currently
under intense investigation. In neuronal cells, SHC is
involved in Ras-dependent MAP kinase activation [37,45],
and channels the incoming signals towards cell growth.

The adult mamunalian brain comprises many functionally
distinct neuronal types which are generated during devel-
opment as a result of a coordinated signaling cascade- that
drives neuroblasts from proliferation into differentiation.
Conti et al. [14] reported that the expression and activation
of SHC A proteins in forebrain were strictly regulated
temporally and spatially during embryonic development.
These phenomena were pecaliar to SHC A since the GRB2
adaptor protein was expressed at a constant level through-
out development.

In the present work, we analyzed the activation of the
early steps of an intracellular growth-promoting pathway
linked to the insulin signal in forebrain cortex and cerebel-
Ium of rats. In both sites we detected IR, p46°"©A, and
GRB2. In adult rats p46°HC4 is not present in the cerebral
cortex, but is transitorily expressed in certain areas of the
embryonic brain. A persistent zone of proliferative activity
is present in the forebrain of rats during the first few
weeks after birth [1]. The present finding of p465HCA in
forebrain cortex coincides with residual growth activity in
this region. Although present in the forebrain and cerebel-
lum, the functional regulation of IR, SHC and GRB2
seems to be different. Thus, in cerebellum, insulin induced
a rapid phosphorylation of the insulin receptor which was
followed by p46%H1¢A binding and phosphorylation and
GRB2 engagement. Time-course experiments detected the
insulin receptor /p4654 association as early as 30 s after
insulin infusion, and p465H€4 phosphorylation and GRB2
binding followed immediately. Dose—response experi-
ments showed that the events were triggered by physio-
logical concentrations of insulin.

In contrast to cerebellum, no response to insulin was
detected in forebrain cortex. In prolonged time-course
experiments (up to 20 min) or at high doses of insulin (up
to 60 pg), there was no increase in insulin receptor
phosphorylation, pd6°1¢*  binding /phosphorylation or
p465HCA /GRB2 binding. The possibility that insalin up-
take by forebrain cortex is much slower than by cerebel-
lum cannot be discarded. H insulin dees stimulate insulin
receptor phosphoryiation in the former tissue, it must do so
in a manner different from that observed in most other
target tissues for insulin.
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Abstract

Insulin action in central nervous system has been the focus of crescent investigation
in the latest years. Besides playing a complementary role in the control of food ingestion
and other functions related to metabolic homeostasis commanded by the hypothalamus,
insulin may influence learning, memory, and other cognitive functions of the upper brain.
Insulin resistance is known to play a pivotal role in type 2 diabetes. Senile individuals,
besides being prone to imsulin resistance and consequently to type 2 diabetes, manifest
diseases of the central nervous system that may be influenced by disturbances of insulin
signaling in brain, such as impairment of memory, Parkinson’s disease and Alzheimer’s
disease. In the present report elements involved in the insulin signaling pathway were
investigated for their expression and response to insulin in forebrain cortex and cerebellum
of rats aged one day to 60 weeks. Protein content of insulin receptor and SHC did not
change significantly along the time frame analyzed. However, tyrosine phosphorylation of
the insulin receptor and SHC, and the association of SHC/GRB2 felt significantly from day
one to week 60 of life in both tissues investigated. Moreover, the expression of SHP2, a
tyrosine phosphatase involved in insulin signal transduction and regulation of the insulin
signal, suffered significant decrease during the lifetime studied in both forebrain cortex and
cerebellum of rats. Thus, elements involved in the insulin signaling pathway, are regulated
at the expression and/or functional level in central nervous system and, such regulation may

play a role in insulin resistance in brain.



1. Introduction

Although a metabolic role for insulin in Central Nervous System (CNS) has been
contested on the basis of a lack of action upon glucose uptake and metabolism in neuronal
cells (33), undisputed evidences demonstrate that insulin acts in CNS influencing feeding
behavior by inducing satiety (33). Receptors for insulin are present in several areas of the
CNS with highest concentrations being detected in olfactory bulb (OB), paraveniricular
nucleus (PVN), arcuate nucleus (ARC) and ventromedial nucleus (VMH) (4, 19, 23, 33). In
those hypothalamic nuclei insulin might act in concert with other regulators of feeding
behavior, as for example leptin, serotonin, CRH and NPY, in order to maintain the
homeostasis of the organism, by regulating the ingestion of food, thermogenesis and the
stocks of energy (34). Nevertheless, the presence of both insulin and elements of the insulin
signaling pathway in other areas of the CNS has evoked a series of studies attempting to
characterize the action of the pancreatic hormone on such sites.

During rat embryogenesis both insulin receptor (IR) and insulin-like growth factor
receptor (IGF-R) are highly expressed in several areas of the CNS and may play a role in
growth and development (35, 13, 36). Following birth, a progressive decrease in expression
is observed for IR in most regions of the brain, however, in forebrain cortex, cerebellum
and several hypothalamic nuclei the presence of IR is still detected at high concentrations
during adulthood (13, 20, 23, 28, 36, 44). Concerning IGF-IR, both in cerebellum and
several sub-areas of the forebrain, the binding of labeled IGF to brain slices increases
slightly from birth to middle adulthood and then decreases progressively (10, 28, 37).
However, the levels of IGF-IR transcripts and proicin are kept constant throughout life,
suffering a subtle decrease in senile rats (37).

Aging is a physiologic condition that leads fo insulin resistance (2, 15, 21, 42). The
mechanisms that link aging to progressive impairment of insulin action are not completely
understood but involve a reduction on insulin stimulated IR, IRS-1 and IRS-2
phosphorylation, followed by a reduced IRS-1/2 associated PI 3-kinase activity in muscle
and liver of rats (7). One possible reason for the observed changes in the regular patterns of

signal transduction through the IR-IRSs-PI 3-kinase pathway is an increase in tyrosine



phosphatase activity, which may modulate negatively the timing of signaling through
molecules activated by receptor tyrosine kinases (24, 41).

Although IRSs are present in SNC they are not phosphorylated in response to acute
insulin treatment {3, 12). In fact IRS-1 is not encountered in the same neurons expressing
either IR or IGF-1R (12) suggesting that this docking protein may participate in the
transmission of the signal generated by hormones or growth factors other than insulin or
IGF-1. Nevertheless, acute insulin treatment stimulates IR and SHC phosphorylation and
SHC/GRB2 association in cerebellum but not in forebrain cortex of adult rats (11). As
levels of protein expression of elements involved in insulin signaling may suffer variations
from embryonic life to senility, and supposing that this variation may play a role in the
function of insulin in CNS, the objective of the present study was to determine age
dependent variations in the expression of IR, SHC, GRB2 and SHP2 in forebrain cortex
and cerebellum of rats. IR, SHC and SHC/GRB?2 association were also evaluated for their

responses to acute insulin treatment during different periods of life.

2. Materials and methods

2.1. Antibodies, chemicals and buffers: Antibodies against IR, SHC, GRB2 and SHP2 were
from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). The SHC antibodies utilized recognize
both the 46 and 52 kDa isoforms, and by molecular mass analyzes it was determined that
the major isoform expressed in post-natal CNS is SHC-A 52. Thus, in the present work
when referring to SHC we mean SHC-A 52 kDa. Antibodies against phosphotyrosine (py)
were from UBI (Lake Placid, NY). '*I-Protein A Sepharose was from Amersham
(Buckinghamshire, UK). Protein A Sepharose 6MB was from Pharmacia (Uppsala,
Sweden). All the remaining chemicals used in the experiments were form Sigma (St. Louis,
MO). Buffer A consisted of 100 mM Tris, 1% (v/v) Triton X-100, 50 mM Hepes (pH 7.4),
100 mM sodium pyrophosphate, 100 mM sodium fluoride, 10 mM EDTA, 10 mM sodium
vanadate, 2 mM PMSF and 0,1 mg/ml aprotinin. Buffer B consisted of 100 mM Tris, 10
mM sodium vanadate, 10 mM EDTA and 1% Triton X-100.



2.2. Experimental Animals: All experiments were performed with male Wistar rats from the
University of Campinas Breeding Center. Animals were studied at six different ages; day
one (D1), day seven (D7), day twenty one (D21), week 6 (W6), week 16 (W16) and week
60 (W60) after birth. Day one and day seven rats were nursed by their progenitors, while
the remaining rats were fed standard rodent chow and water ad /ibitum, the experimental
animals were housed under a 12 h light and dark cycle at 23 °C. D1 and D7 rats were
separated from their progenitors two hours before the experiments, the remaining rats were
food deprived 6-8 hs before experimental procedure. All experiments were approved by the

University of Campinas Ethical Committee.

2.3, Experimental procedures: Rats were anesthetized by ip. injection of sodium
amobarbital (15 mg/kg body weight) and experiments started after the loss of corneal and
pedal reflexes. The abdominal cavity was opened and insulin (500 Mg /kg body weight,
diluted 120 Hg/ml in saline) or saline alone (same volume/kg body weight as the insulin
solution) was injected. Three minutes after injection (optimal time as previously
determined) (11), a fragment of forebrain cortex or cerebellum was excised and
immediately homogenized in buffer A at +4 °C. Insoluble material was removed by
centrifugation for 45 min (50,000 x g) at +4 °C. Protein quantification in the supernatants
were determined by the Bradford method (6). Samples containing 3 mg of total protein
were used in immunoprecipitation experiments with anti-IR, anti-SHC or anti-SHP2
antibodies. Immunoprecipitates were evaluated by SDS-PAGE followed transfer and
blotting with specific antibodies (21). IR immunoprecipitates were blotted with anti-IR
antibodies and with anti-py antibodies, SHC immunoprecipitates were blotted with anti
SHC antibodies, anti-py antibodies and anti-GRB2Z antibodies and anti-SHP2
immunoprecipitates were blotted with anti SHP2 antibodies. Visualization of blots was
performed by incubating membranes with '2[_Protein A Sepharose and exposure to RX-
films. On each set of experiments, samples collected from rats of each of the studied ages
were run side by side in the same gel.

2.4. Statistical analyses: Specific bands present in the blots were quantified by
densitometry. Data were analyzed by multivariate ANOVA and is presented as means +/-

SEM. A p<0.05 was accepted as statistically significant.



3. Results

3.1. IR and SHC expression are kept constant during life: The protein amount of IR suffers
no significant variation from birth to senility in forebrain cortex and cerebellum of rats. As
observed in Figure 1 A the variation of IR is kept constant in forebrain cortex while in
cerebellum there is a tendency to increase from D1 to D7 and then it stabilizes up to W60
(Fig. 1 B). The observed variation in cerebellum had no statistical significance. Similarly,
SHC protein concentration was unaffected by age, either in forebrain cortex or in
cerebellum. As depicted in Figures 1 C and 1 D the constancy in SHC protein expression in
forebrain cortex or cerebellum is clear and not even the tendency of increase observed for

IR in cerebellum in initial days of life was present.

3.2. Tyrosine phosphorylation of IR decreases progressively during life: When IR
immunoprecipitates from saline or insulin treated rats were analyzed for tyrosine
phosphorylation, a significant and progressive decrease in the ratio of phosphorylation was
detected in both forebrain cortex (Fig. 2 A) and cerebellum (Fig. 2 B). In either tissue
greater variation occurred from D1 to D7 or from D1 to D21, thereafter the rate of decrease
was lower, and only in saline treated IR precipitates from cerebellum, there was again an
intensified decrease from W16 to W60 (Fig. 2 A and Fig. 2 B). As no variation occurred in
the protein amount of IR in forebrain cortex or cerebellum during the life span analyzed,
the observed reduction in phosphorylation was due to reduced incorporation of phosphorus

in tyrosine per IR molecule on a stoichiometric basis.

3.3. SHC iyrosine phosphorylation and SHC/GRB2 association decrease progressively
during life: SHC immunoprecipitates blotted with anti-py antibodies revealed a progressive
decrease in tyrosine phosphorylation in either saline or insulin treated rats, both in forebrain
cortex and in cerebellum. As observed in Figures 3 A and 3 B a significant decrease
occurred from DI to W60, with no major oscillations in the various situations analyzed.

Similarly to what was observed for IR the decrease in phosphorylation of SHC was due to



reduced phosphorus incorporation per SHC molecule and not due to reduction in SHC
concentration.

Insulin-induced association of SHC and GRB2 suffered progressive and significant
decrease during lifetime, both in forebrain cortex and in cerebellum (Fig. 4 A and Fig. 4 B).
The rate of decrease was similar to that observed for SHC tyrosine phosphorylation. Once
more, as SHC and GRB2 (data not shown) protein levels remained stable during the life
span analyzed, the observed reduction in SHC/GRB2 association induced by insulin, was a

specific phenomena linked to aging and not dependent on substrate availability.

3.4. SHP2 levels decrease during life: The tyrosine phosphatase SHP2 may play an
important role as a modulator of hormone and growth factor signaling through receptor
tyrosine kinases. As levels of phosphorylation of IR and SHC decreased progressively
during life in both forebrain cortex and cerebellum of rats in spite of the constancy of the
protein amounts of either signaler, we decided for studding the protein levels of SHP2
during lifetime in the CNS of rats. In both forebrain cortex and cerebellum the levels of
SHP2 felt significantly from D1 to W60. From D1 to D7 it was observed a subtle increase
in protein amount and thereafter there was a continuous descendent slope until W60, in

both tissues analyzed (Fig. 5 A and Fig. 5 B).

4. Discussion

Insulin action in target cells begins with the binding of the hormone to the ¢ subunit of the
IR, which leads to the activation of tyrosine kinase activity in the transmembrane B subunit
(18, 27, 40). Once activated, the IR undergoes autophosphorylation and subsequently
recruits a series of intracellular substrates that will act as docking proteins, directing the
insulin message towards specific subcellular compartments and thus modulating cell
behavior (39). The main docking proteins of the msulin signaling pathway are the insulin
receptor substrates 1 and 2 (IRS 1 and IRS 2), and SHC (26, 39). The IRS proteins are
apparently specialized in transmitting the insulin and the IGF-1 signal and only a few other
hormones have been shown to activate this pathway (31, 38, 39). The same is not true for

SHC, which is an ubiquitous protein expressed as three different isoforms (46 kDa, 52 kDa,



and 66 kDa), and enrolled as an intracellular signal transducer in several signaling
pathways (25, 32, 35). SHC is phosphorylated by the IR through a phosphotyrosine binding
(PTB) domain located at its amino-terminus (8, 14). Once phosphorylated SHC binds to the
GRB2 - SOS complex inducing the relocation of SOS to a juxta-membrane intracellular
compartment. At this site SOS promotes the exchange of GDP to GTP associated to Ras,
and through this mechanism activates Ras, which will lead to MAPK activation and
stimulation of cellular growth and mitogenesis (8).

Insulin action and signal transduction has been mostly evaluated in liver, muscle
and adipose tissue, sites of prevailing metabolic importance for the organism (7, 29, 30).
Until recently only a few studies had focused on the roles of insulin in CNS. As neuronal
cells do not depend on insulin to intemalize glucose, diabetologists and endocrine
physiologists emphasized their studies on the traditional targets of insulin action. However,
since 1978 with the description of insulin (17) and insulin receptors (16) in brain, a rapidly
increasing number of publications have been dealing with the characterization of insulin
action in CNS. We already have learned that IR is widely distributed in brain with highest
concentration in hypothalamus; that IRS-1 is present in CNS but does not coincide with the
distribution of IR or IGF-1R (13); and that SHC, GRB2, SHP2 and elements of the MAP
kinase signaling pathway are also expressed in various brain regions (1, 11).

In the present study, age dependent variations in the expression of various elements
of the insulin signaling pathway were analyzed in forebrain cortex and cerebellum. Some
few previous studies have evaluated the variations of IR in brain, most of these studies
analyzing binding sites (28, 43, 44) and not protein content (13). When analyzing binding
sites for insulin most authors detected a progressive decrease from birth to senility (37),
however, Kappy and Raizada (20) working with purified rat brain membranes found no
differences in insulin binding sites between term fetus and aduits. Analyzes of IGF-1
binding sites in brain follows the same pattern, with most authors finding a progressive
decrease from birth to adulthood (37). In forebrain cortex and cerebellum extracts evaluated
in the present investigation we found no significant changes in the protein amounts of IR
and IGF-1R (data not shown) from day I to week 60 in male Wistar rats. From an extensive
review of the literature we found only one study where IR and IGF-1R expression were

evaluated using immuno-reactive methods (13). In this report Garofalo and Rosen (13),



using a panel of antibodies cross-reactive with the beta-subunit of IR and IGF-1R, describe
a progressive fall in immunoreactive forms of both receptors from embryonic life to
adulthood. Differently of the methodology employed in our study, those authors used non-
specific antibodies, performed blots in total brain extracts and based their conclusions in the
densitometric quantitations of only two experiments. Concerning a fall in insulin and IGF-
IIR binding sites described in most studies we believe that it serves as an evaluation of
available binding sites at cell surface and may be affected by the dynamics of receptor
cycling from internal pools to membrane. By the quantitative methods employed in the
present study we define that from day one after birth to week 60 of life (incipient senility)
no significant changes occur in the expression of IR in forebrain cortex and cerebellum of
rats.

Similarly to IR, no significant variations occurred in the expression of the protein
SHC in either tissue analyzed. In recent studies Cattaneo and Pellicci (8) and Conti and
collaborators (9) describe a much higher expression of SHC during embryonic life than in
adulthood. However, no evaluation of variability during post-natal lifetime was performed.

When analyzing the tyrosine phosphorylated forms of IR and SHC, and the
magnitude of SHC/GRB2 association in forebrain cortex and cerebellum of saline or insulin
treated rats, a progressive fall from DI to W60 was encountered in every situation studied.
Since activity of the SHC — GRB2 branch of the insulin signaling pathway depends on SHC
tyrosine phosphorylation and SHC/GRB?2 association we believe that aging may induce
impairment of signal transduction through this channel. The signal driven by SHC/GRB2
and SOS leads to Ras and MAPK activation and modulates positively multiple cellular
events linked to development, growth and mitogenesis.

Impairment of insulin stimulated phosphorylation of IR, IRS-1/-2 and IRSs/PI3-
kinase assoctation/activation was described in muscle and liver of aging rats (7). The results
of those experiments and other reports (7, 15, 24) suggested that increased tyrosine
phosphatase activity in older rats could be one of the mediators of such observations, and
these phenomena could be implicated in the well known insulin resistance observed in
aging animals or humans (2, 21, 15). As the tyrosine phosphatase SHP2 is widely expressed
in CNS, and is a potential regulator of insulin signaling in brain, we measured SHP2

protein expression during life in forebrain cortex and cerebellum of rats and found that after



a subtle increase from D1 to D7 the level of the protein felt progressively to W60. Although
no analyzes of direct interaction between SHP2 and the insulin stimulated SHC/GRB2
pathway was performed in the present study, the progressive fall of SHP2 expression in
both the tissues analyzed, occurring in parallel with the decrease in IR and SHC
phosphorylation, and SHC/GRB2 association is suggestive of a reduction on insulin signal
transductor.

In conclusion, during life time, in forebrain cortex and cerebellum of rats the
amounts of IR and SHC are kept constant, while basal or insulin stimulated IR and SHC
phosphorylation, and SHC/GRB?2 association undergo progressive, age dependent fall.

During the same period of evaluation the levels of SHP2 protein fall progressively.
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Legends of the figures

Figure 1. IR and SHC expression are kepr constant during life. Proteins from
forebrain cortex and cerebellum were isolated as described in “Material and Methods”.
Briefly, rats were anesthetized and fragments of each tissue were excised and
homogenized in extraction buffer B at 4°C. After centrifugation, aliquots of the
homogenate supernatants containing equal amounts of protein were immunoprecipitated
(IP) with anti-IR or anti-SHC antibodies, the immunocomplexes were collected with
protein A-Sepharose 6MB and resolved on SDS-PAGE. The protein bands were
subsequently transferred to nitrocellulose membranes and detected by immunoblotting
(IB) with anti-IR (A/B) or anti-SHC (C/D) antibodies and '*I-protein A, after which the

membranes were autoradiographed (n=8, p<0.05).

Figure 2. Tyrosine phosphorilation of IR decreases progressively during life.
Forebrain cortex and cerebellum were extracted and homogenized as described in Fig. 1,
after the i.v. injection of saline (-) or insulin (+). Aligquots of the homogenate supernatants
containing equal amounts of protein were immunoprecipitated (IP) with anti-IR and the
timmunocomplexes were collected with protein A-Sepharose 6MB and then resolved by
SDS-PAGE. The proteins were transferred to nitrocellulose membranes and detected with
antiphosphotyrosine antibody (py) (A/B) and '#° I-protein A followed by autoradiography
(n=10, p<0.05).

Figure 3. SHC tyrosine phosphorylation decreases progressively during life.
Forebrain cortex and cerebellum samples were extracted and homogenized as described in
Fig. 1. Saline (-) or insulin (+) was administered 1.v. as a bolus injection. Aliquots of
homogenate supernatants containing equal amounts of protein were immunoprecipitated
(IP) with anti-SHC. Immunoprecipitates were resolved on SDS-PAGE. The proteins were
transferred to nitrocellulose membranes and detected with antiphosphotyrosine antibody
(py) (A/B) and '#I-protein A followed by autoradiography (n=10, p<0.05).



Figure 4. SHC/GRB2 association decreases progressively during life Forebrain
cortex and cerebellum samples were extracted and homogenized as described in Fig. 1.
Saline (-) or insulin (+) was administered i.v. as a bolus injection. Aliquots of homogenate
supernatants containing equal amounts of protein were immunoprecipitated (IP) with anti-
SHC and resolved on SDS-PAGE. The proteins were transferred to nitrocellulose
membranes and detected with anti GRB2 antibodies and ’I-protein A followed by

autoradiography (A/B) (n=10, p<0.05).

Figure 5. SHP?2 levels decrease durig life. Samples of forebrain cortex and cerebellum
were immunoprecipitated with anti-SHP2 antibodies. Aliquots of the homogenate
supernatants containing equal amounts of protein were immunoprecipitated with anti-SHP2
antibodies and then resolved by SDS-PAGE. The proteins were transferred 1o nitrocellulose
membrane and detected with anti-SHP2 antibodies and '** [-protein A followed by

autoradiography (n=7, p<0.005).
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