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RESUMO



A insulina, a0 se ligar 4 subunidade o de seu receptor heterotetramérico, da
infcio a uma série de acdes imediatas e tardias, metabolicas e promotoras de ¢rescimento.
Tais eventos ocorrem através da estimulacio da subunidade B transmembrana do recepior,
que se autofosforila e ativa 2 fosforilagio de substratos endégenos intracelulares, dos quais o
mais estudado € o IRS-1. Esta proteina de peso molecular ~160 kDa pode ser bem
caracterizada como um substrato direto do receptor de insulina ¢ quando se fosforila
associa-se a proteinas com porglio SH2, PI-3 quinase e SHP2 ativando-as. Uma etapa distal
a estas associagOes/ativagbes ¢ a fosforilagio em serina da AKT/PKB. Utilizando-se técnicas
de “immunoblotting” com anticorpos anti-IRS-1, antifosfotirosing, anti-SHP2 e anti-
AKT/PKB ¢ possivel analisar o grau de fosforilagfio do IRS-1 e AKT/PKB, a concentracdo

proteica da SHPZ e a associaciio do IRS-1 com SHPZ, ou seja, as agdes iniciais da insulina.

Neste estudo investigamos a quantidade protéica da SHP2, o grau de
fosforilagdo do IRS-1 e associagiio com SHP2 e a fosforilacio do AKT/PKB no tecido
muscular ¢ hepético de ratos normais ¢ em cinco modelos de tesisténcia 4 insulina: o jejum

prolongado, o envelhecimento, ¢ uso agudo de adrenalina, o uso crénico de dexametasona e

ratos com diabetes induzido por STZ.

Em experimentos com ratos normais para avaliagio do efeito tempo apés infusdo
de insulina no grau de fosforilacfio do IRS-1 e associacio com SHP?2, verificou-se que o pico
de fosforilag8o do IRS-1 e associagfio IRS-1/SHP2 foi aos 30” para o tecido hepatico e aos

90” para o tecido muscular, apés a infusfo de insulina, na veia porta.

Nos animais que receberam  estreptozotocina, em tecido hepdtico nfic houve
alteraclio no nivel protéico da SHP2. Observamos um aumento significativo no grau de
fosforilacio do IRS-1 para 141 * 12%, p < 0,05, quando comparados aos animais controle.
Nio houve alteracio na associagdo IRS-1/SHP2 quando comparados com o controle. Houve
uma redugo para 65 + 6%, p< 0,035, no grau de fosforilacio do AKT/PKB. Em tecido
muscular destes animais tratados com estreptozotocina, nfio houve alteracfio no nivel
protéico da SHPZ, ocorrendo um aumento para 191 + 14%, p< 0,036 no grau de fosforilagdo

do IRS-1 quando comparados com o controle, sem alteracio na associacio IRS-1/SHP2
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quando comparados com o controle. O grau de fosforilagdo do AKT/PKB foi reduzido para

70 + 7%, p< 0,04, nos animais tratados com STZ guando comparados com o controle.

Animais submetidos ao tratamento agudo de adrenalina nfio apresentaram
alteracdic no nivel protéico da SHPZ tanto para o tecido hepéatico como para o muscuolar.
Houve uma redugfo significativa no grau de fosforilagiio do IRS-1 para 37 & 3%, (p<
0,019}, e para 37 + 7%, (p< 0,003) em tecido hepstico e muscular respectivamente,
acompanhado de uma diminuigfio da associagfo IRS/SHP2 para 52 + 3%, (p< 0,002), ¢ para
20 + 7%, (p< 0,041), em tecido hepdtico ¢ muscular, respectivamente. A fosforilagio do
AKT/PKB foi reduzida para 60 + 5%, (p< 0,045), e para 70 + 6%, (p< 0,030), em tecido

hepdtico e muscular, respectivamente.

O envelhecimento nfio alterou o nivel protéico da SHP2 em tecido hepético. A
fosforilagdo do IRS-1 foi reduzida para 64 + 7%, (p< 0,029), ocorrendo um aumento na
associagdo IRS-1/SHPZ para 155 £ 9%, (p< 0,012) em tecido hepético dos animais senis. O
grau de fosforilacdo do AKT/PKB dos animais senis ndo apresentou alteracfio. Em tecido

muscular dos animais com 20 meses de idade observamos que nfio houve alteracdo do nivel
protéico da SHP2. O grau de fosforilacio do IRS-1 foi redurido para 50 + 7%, (p<0,007),
acompanhado de uma reducio na associagdo do IRS-1/SHP2 para 48 + 12%, (p< 0,034),
como também uma redugdc no grau de fosforilagiio do AKT/PKB para 70 + 6%, (p< 0,05),

em tecido muscular do animais senis quando comparados com o controle.

Os animais mantidos em jejum prolongado nfio apresentaram alteracfic no nivel
protéico da SHP2 tanto para tecido hepético como muscular. Houve um aumento no grau de
fosforilagdo do IRS-1 para 152 + 13%, (p< 0,007), e para 155 + 2%, (p< 0,004), em tecido
hepatico e muscular, respectivamente, em relacfio aos animais alimentados. Observamos um
aumento na associacio do IRS-1/SHP2 para 136 + 7%, (p< 0,035), e para 162 + 7%, (p<

0,019), em tecido hepdtico e muscular, respectivamente, quando comparados com os

animais alimentados.
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Os animais submetidos ac tratamento crdnico com dexametasona tanto para o
tecido hepatico como para o muscular nfo apresentaram alteraciio no nivel protéico da
SHPZ. Houve uma reduglo significativa no grau de fosforilagiic do IRS-1 para 48 + 5%, (<
0,040), e para 36 £ 5%, (p<0,035), em tecido hepitico ¢ muscular, respectivamente, quando
comparados com os controles. Nao houve alteracdo na associacho IRS-1/SHP2 em tecido

hepatico ¢ muscular do animais que receberam tratamento crdnico com dexametasona

quando comparados com o controle.

A analise integrada dos 5 modelos animais sugere que a regulacio do grau de
fosforilagdo do IRS-1, bem como da interagfo deste com a PI 3-quinase depende dos niveis
insulin®micos do animal: animais hiperinsulinémicos apresentam menor fosforilagio e
mepor interacdo IRS-1/P1 3-quinase, ¢ aniraais hipoinsulinémicos mostram o oposto. Por
outro lade, a regulagio da interacdo IRS-1/SHPZ nfo parece manter nenhuma relacdo com

niveis insulinémicos.

Parece que a interagfo IRS-1/SHP2 contribui para a modulacio da transmissio
do sinal insulinico, influenciando a fosforilagio/ativacio da AKT/PKB.

Em situagdes com aumento da fosforilago do IRS-1 sem aumento na associagio
IRS-1/SHP2, o efeito final do AKT/PKB ¢ atenuado, como demonstrado em figado e
musculo de animais tratados com STZ. Por outro lado, a diminuigio da fosforilagdo do IRS-
I, sem uma diminuicdo da associagiio IRS-1/SHP2, protege a fosforilacio do AKT/PKB,

como demonstrado em figado dos animais senis.
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O principal horménic no controle da glicemia em mamiferos € a insulina, que
age estimulando a captaglc de glicose em tecidos muscular e adiposo, e inibindo a
neoglicogénese no tecido hepatico como também modificando a expressio ou atividades de

uma série de enzimas ¢ sistemas de transporte.

A insulina exerce seu efeito através da ligagiio a um receptor especifico na
membrana plasmatica (FREYCHET, ROTH, NEVILLE, 1971, CUATRECASAS, 1972). O
receptor de insulina € uma glicoproteina heterotetramérica constituide por duas
subunidades o, cada uma com pesc molecular de 135.000, e duas subunidades B, cada uma
com peso molecular de 95000, ligadas por pontes de dissulfeto para dar a estrutura final B-
c--f (MASSAGUE, PILCH, CZECH, 1981). A subunidade o ¢ inteiramente extracelular
e contém o sitic de ligaglo da insulina. A subunidade B € uma proteina transmembrana e

responsavel pela transmissdo do sinal

Em 1982 KASUGA ef al. descreveram que a subunidade B do receptor de insulina
¢ uma proteina quinase, estimulada pela insulina, sendo capaz de autofosforilar-se e fosforilar
outros substratos em aminoacidos tirosina. A insulina liga-se 4 subunidade o e estimula a
fosforilag@o em tirosina da subunidade 8 de seu receptor. O ATP atua como doador de fosfato

e a fosforilagBo ocorre exclusivamente em tirosina (WHITE ef al , 1984).

A autofosforilagdo do receptor de insulina ocorre através de uma cascata
intramolecular de reagdes de fosforilacio (WHITE er a/, 1988). Como resultado, pele
menos cinco tirosinas na porgdo intracelular da cadeia B sdo fosforiladas, estando trés delas
nas posigoes 1158, 1162 ¢ 1163. Quando estio fosforiladas, a atividade guinase é entdo

implementada em direg8o a outros substratos (YU & CZECH, 1984).

Evidéncias diretas de que a atividade tirosina quinase do receptor de insulina é
importante para agdo insulinica vém de diversas fontes. A mais convincente deriva de
experimentos com induclio de mutacdes in vitro, em que a lisina na por¢do 1030 da
subunidade B foi trocada por outro aminoacido como a alanina { EBINA ef al., 1987). Em
analogia com outras quinases, esta lisina é o sitio critico de ligagdo do ATP. Quando a

lisina ¢ mudada e o receptor mutante ¢ expresso em células, a ligacdo da insulina ocorre
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normalmente, mas o0 ATP ndo se liga a subunidade BB, ficando o receptor totalmente inativo
como guinase € fotalmente inefetivo para mediar a ac¢fo estimulatoria do horménio no
metabolismo celular (EBINA ef o/, 1987 ). Mutagdes de uma ou mais das tirosinas no sitio
de autofosforilacdo, nas posigBes 1158, 1162, e 1163, produzem efsito similar, mas menos
dramético (ELLIS e o/, 1986; WILDEN ef ¢/, 1992). Mutacdes de todas essas firosinas,
entretanto, produz um recepior completamente inativo, semelhante ao mutante da posicio
1030 ou sitic de ligagio do ATP (WILDEN er af, 1992). Alteracdes na atividade guinase
em estados de resisténcia 4 insulina sfo também consistenies com a importincia da

fosforilag@o normal do receptor para uma efetiva agdo insulinica (KAHN & WHITE, 1988).

Embora muitas proteinas e peptideos sintéticos possam ser fosforilados in vitro,
por receptores de insulina parcialmente purificados, essas reagBes nfo ocorrem in vivo,
tornando seu significado fisiologico incerto (ROTHENBERG, WHITE, KHAN, 1990).
Alguns substratos enddgenos foram descritos (WHITE, MARON, KAHN, 1985;
BERNIER, LAIRD, LANE, 1987, KARASIK et al,, 1988; SUN, ROTHENBERG, KAHN,
1991), proteinas que sdo rapida e diretamente fosforiladas em tirosina pela ativagio da
quinase do receptor de insulina. O primeiro substrato melhor caracterizado ¢ uma proteina

que migra no gel de poliacrilamida como uma banda larga entre 160 e 180 kDa denominada
ppl85. (WHITE ef al, 1985).

Em celulas transfectadas com o ¢cDNA do receptor de insulina humano, hé um
aumento marcante na fosforilagdio da ppl85 coincidente com um incremento na acio
msulinica. A fosforilagdo da ppi85 estd reduzida em células expressando receptores com
mutagdes no sitio de ligacio do ATP ou nos sitios de autofosforilagio, em proporgio a

reducdo na atividade quinase do receptor (WILDEN er al., 1992, SUN er al,, 1992).

Entretanto, a evidéncia mais importante do papel da fosforilaco da pp185 na
acdo insulinica veio de um resultado inesperado, em células expressando um receptor de
insulina com mutacdo induzida na tirosina 960, na regido justamembrana do mesmo. O
receptor mutante se liga a insulina ¢ € autofosforilado normalmente, apresentando também
uma atividade quinase normal, dirigida a substratos exdgenos in vitro. Entretanto, ele é
incapaz de fosfonlar a ppl85, que provoca uma auséncia de efeito insulinico no

metabolismo de glicogénio e na sintese de DNA (WHITE e g/, 1988).
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Em 1991, a pp185 foi clonada e denominada substrato 1 do receptor de insulina
(IRS-1) (SUN er 4, 1991). O DNA complementar do IRS-1 de figado de rato codifica uma
proteina com 1235 aminoacidos e diversas caracteristicas surpreendentes. Primeiro, nio ha
porgdo transmembrana, e € uma proteina de localizagfo citoplasmatica. Ha uma sequéneia
consistente com uma de consenso para a ligacio de nuclectideos (ATP ou GTP), embora
ndo haja nenhuma homologia com proteinas guinases conhecidas. Ainda em analise de
sequéncias de consenso, hd multiplos sitios de fosforilagfio em serina, treonina e tirosina.
Seis dos sitios de fosforilagio nesta Gltima 18m a sequéncia repetitiva YMXM, em que Y ¢
a tirosina, M a metionina e X significa qualquer aminoacido. Dois ocutros sitios de
fosforilagdo em tirosina tém a por¢Bo similar YXXM. A porcio YXXM niio existe no
receptor de insulina, mas é observada em diversas tirosina-quinases. Nestas, a porcio
YMXM parece estar envolvida na interagdo ndo covalente dessas proteinas com moléculas

de sinalizagdo, caracterizadas pela presenca de uma porgio que se liga ao YMXM,

denominade SHZ (hemologia com o stc 2, que é um oncogene).

Em estudos in vive em cultura de células e em sistemas reconstituidos in Vifro,
o IRS-1 fosforilado associa-se & enzima fosfatidilinositol 3-quinase (PI 3-quinase)
ativando-a (BACKER ef al., 1992; FOLLI er al., 1992). Demonstrou-se posteriormente que
esta associacdo e ativagiio também ocorrem em dois importantes tecidos insulino-sensiveis
de ratos, figado e musculo, em concentragfo fisiolégicas de insulina (FOLLI ef al., 1992;
SAAD et al, 1993). A enzima PI 3-quinase apresenta uma subunidade de 110 kDa e uma
regulatéria de 85 kDa que contém duas porgdes SH2 e uma SH3 (CARPENTER &
CANTLEY, 1990). A ligacfo e ativagfo descritas envolvem as tirosinas fosforiladas do
IRS-1 préximas a metioninas YMXM, e a por¢o da subunidade regulatoria da enzima PI
3-quinase. A insulina aumenta a concentra¢dio intracelular de fosfatidilinositel 3-fosfato,
sugerindo que a PI 3-quinase € realmente ativada durante a estimulacio com este horménio.
Embora a subunidade de 85 kDa da PI 3-quinase seja fosforilada apods estimulo com outros
fatores de crescimento, isto nfo parece ocorrer apés o estimulo com insulina. Ao invés
disso, a ativagao parece advir simplesmente como consequéneia da ligagio do IRS-1 4 PT 3-

quinase.
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Estudos recentes demonstraram que a ativagéic da PI 3-quinase € essencial para
muitos efeitos metabdlicos da insulina, incluindo no transporte de glicose, ativa¢do da
sintese de glicogénio ¢ a inibigo da fosfoeno! piruvato carboxiquinase (PEPCK), a enzima
chave para a ghooneogénese (CHEATHAM & KANH, 1995). Recentemente, demonstrou-
se que a AKT/PKB, uma serina-treonina quinase, com peso molecular de 57 kDa, participa
da transmissfo do sinal da PI 3-quinase apos o estimulo com insulina. A AXT/PKB é uma
proteina com um N-terminal, que contém um sitio SH2, recenternente redefinido como sitio

homélogo da “peckistrina™ (PH), um sitio central catalftico e um sitic C-terminal.

Apesar da AKT/PKB apresentar potencial oncogénico, sua funcio e regulacio
normal n#o era conhecida, até ser clonada e relacionada como um intermedidrio distal 2
ativagfio da PI 3-quinase. Esta ativac@io foi baseada em duas observagBes: a ativagio do
fator de crescimento induzido pela AKT/PKB pode ser completamente blogueada pela
adi¢8o de “wortmonnim” (inibidor da P 3-quinase); mutaces dos recepiores dos fatores de
crescimento que inibem a ativagio da PI 3-quinase, também inibem a PEKB/AKT
(COFFER, JING, WOODGETT, 1998). Estes dados sugerem que a PI 3-quinase ou seus
produtos mediam a ativacio da AKT/PKB. O principal fator regulador da ativagiio da
AKT/PKB ¢ a ativagio da PI 3-quinase, mas podem existir varios mecanismos alternativos
que s#o utilizados por estimulos especificos, tais como choque térmico, hiperosmolaridade,

hipoxia, fator de crescimento neural ¢ interleucinas (COFFER et al., 1998).

Além da PI 3-quinase, outras protefnas com porgio SH2 também mteragem
com o IRS-1 fosforilado, como as proteinas GRB2, Nck e Syp (SHP2). A GRB2Z ¢ uma
pequena proteina citoplasmatica que contém duas porgdes SH3 e uma SH2 gue se liga &
tirosina 895 do IRS-1. A GRB-2 age como uma molécula adaptadora, que compde um
complexo ativador da proteina ras, ativadora das MAP quinases (proteinas de ativagdo da
mitogénese). A Nck, € uma proteina adaptadora com trés porgdes SH3 ¢ uma SH2, e que
une o IRS-1 as vias de crescimento celular (CHEATHAM & KAHN, 1995). A proteina
SHP2 ¢ uma fosfotirosina fosfatase que comtém duas porgdes SH2, que pode ter

importéncia no crescimento celular e exercer uma auto-regulagio no sinal gerado pela

insulina.
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Em geral a funco de fosfatases-fosfotirosinas ¢ tida como inibitoria ou como
inativag@o de vias de ativa¢io das quinases. Entretanto, a fosfatase (SHP2) desempenha
fungdo efetora positiva, mas seu papel nas vias de transmiss3o do sinal insulinico nio ests
completamente esclarecido, embora um grande avango tenha sido observado nos Gltimos

anos.

Especula-se que & finalizagio da a¢lo da insulina ocorra por consequéncia da
desfosforilacdo de ambos, receptor e substrato 1 do recepior de insulina. A tirosina
fosfatase responsavel por esta desfosforilagdo nfo foi identificada. KUHNE e a/. (1993),
usando proteinas recombinantes, demonstrou que ¢ IRS-1 ¢ rapidamente desfosforilado
pela SHPZ in vifro, sugerindo que a fosfatase (SHP2) pode ser a enzima que desfosforila o
IR5-1, bem como a chave principal na finalizagio da sinalizacio insulinica. Esses
resultados néo foram confirmados in vive (YAMAUCHI er ol 1995 ; NOGUCHI er /.,

1994 ), e hoje néo se aceita que a SHP2 contribue para desfosforilar o IRS-1.

MILARSKI & SALTIEL, (1994) utilizando células transfectadas com SHP2
cataliticamente inativas, demonstraram que, apos estimulo insulinico, a ativacio da MAP
quinase ficava muito reduzida, sugerindo um papel importante para esta fosfatase na agdes
mitogénicas da insulina. Estudos posteriores confirmaram estes dados demonstrando
também que a redugdo de atividade da MAP quinase € provavelmente consequéncia de uma

menor ativagdo da proteina ras (YAMAUCHI et al., 1995 ; NOGUCHI 7 al., 1994).

HAUSDORFF er al, (1995) também enfatizaram o papel da SHP2 na
transmissdo do sinal insulinico, demonstrando que ela € necessaria para a expressio da
proteina GLUT 1 induzida pela insulina, mas ndo ¢ necessria para a ativacio de vias

metabdlicas que levam a translocac¢io do GLUT 4.

MAEGAWA ef al, (1999) utilizando camundongos transgénicos, APTP
(dominante negative que diminui drasticamente a expressio da SHP2), observou uma
resisténcia a msulina, com menor utilizagdo de glicose estimulada por esse horménio,
acompanhada de uma diminui¢3o na fosforilagio do IRS-1. Observou-se também nesses
animais redugdo na ativagdo da PI 3-quinase ¢ AKT-quinase em misculo e figado. Estes

dagos sugerem que a transmissio do sinal insulinico, em direcfic a fosforilacio do IRS-1
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ativag3o da PI 3-quinase ¢ AKT/PKR, depende da expressio da SHP2 e sua associacio ao
IRS-1.

Assim, embora importante para a modulacio da transmissie do sinal insulinico,
a regulac@o da interagfio IRS-1/SHPZ nfo foi ainda investigada em tecidos animais, em

situaghes de resisténcia a insulina.

Nos dltimos anos demonstrou-se em diversos modelos animais da resisténcia 2
insuling uma redugfo na fosforilaciio do receptor de insulina e do IRS-1, em figado e
musculo, apos a estimulagdo /n vivo com insulina, indicando defeitos na transmissio do
sinal insulinico em etapas distais & ligacio do horménio em seu receptor (SAAD er ol
1992). E importante ressaltar que em todos estes modelos havia uma modulagio da
fosforilagBo do substrato do receptor de insulina, & é possivel que a ligagdo do IRS-1 &

SHP2 ou a PI 3-guinase possa também estar alterada nestes modelos.

O jejum prolongado e o diabetes induzido por estreptozotocina em ratos, sio
dois modelos atipicos de resisténcia a insulina, porque apresentam hipoinsulinemia. Nestas
duas situagdes descreve-se redugdo da acdio insulinica tanto em tecidos periféricos quanto
em tecido hepético, assoctado & um aumento no niamero de receptores de insulina
(ALMIRA & REDDY, 1979, KADOWAKI ef ol , 1984; OKAMOTO ef al ,1986). Estudos
mais recentes, que utilizaram técnicas de “immunoblotting” e foram realizadas in vivo,
demonstraram um aumento na autofosforilagio do receptor de insulina nos tecido hepatico
e muscular desses animais (SAAD e o/, 1992; FOLLI ef al., 1993). Com relagio ao IRS-1
demonstrou-se um aumento de aproximadamente 100% no grau de fosforilacdo em tirosina
e da associagio IRS-1/Pl 3-quinase, em tecido muscular e hepatico de animais com

privagdo de alimentos por trés dias ou com diabetes induzido por estreptozotocina
(SAAD ef al , 1992).

O envelhecimento € acompanhado de uma deterioracio progressiva na
tolerdncia & ghicose, e a resisténcia & insulina parece desempenhar um papel primordial
nessa intolerdncia a carboidratos (DAVIDSON, 1979, DE FRONZO, 1979). CARVALHO
et al., (1996) demonstraram que em tecidos muscular e hepatico de ratos idosos (20 meses)

os niveis de receptor de insulina nSo se alteram, mas ocorre uma reducio de
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aproximadamente 30% no grau de autofosforilagio do mesmo. Com relagdo 4 fosforilacio
do IRS-1, foi demonstrado uma redugdo de aproximadamente 70%, em ambos os tecidos

dos animais velhos. A associagfio IRS-1/P1 3-quinase acompanhou esta redugio.

O tratamento de ratos com dexametasona induz resisiéncia 2 insulina,
caracterizada por alteracbes no metabolismo de glicose em tecidos hepético e periférico,
reducio na captacdo de amincacidos estimulada pela insulina em musculo, & uma
diminui¢Bc da lpogénese em adipéeitos (DE PIRRO ef af, 1981, AMATRUDA,
LIVINGSTONE, LOCKWOOD, 1985). O mecanismo pelo qual os glicocorticoides
exercem estes efeitos ndo estd inteiramente esclarecido. Resultados anteriores mostram que
em tecidos muscular e hepatico de ratos tratados com dexametasona por cinco dias ocorre
uma redugdo no grau de fosforilagio do IRS-1 e da associagio desta com a PI 3-quinase
(SAAD eral, 1993; SAAD, FOLLI, KHAN, 19953).

Finalmente, ¢ fato bem estabelecido que a infusdo de adrenalina induz
resisténeia  insulina, sendo que neste caso os niveis séricos de insulina permanecem dentro
da normalidade, e este modelo pode ser usado como exemplo de resisténcia a insulina que
cursa com normoinsulinemia. Observou-se também que neste modelo de resisténcia a

insulina ocorre uma redugio no grau de fosforilagdo do IRS-1 com redugdo da associagio

IRS-1/Pi-3quinase (SAAD, ef al, 1995b).

Entretanto, nos modelos animais discutidos acima nfo se investigou a
regulacio da associagio IRS-1/SHP2 e ativagdes distais a esta interagdo como a da
PKB/AKT. Assim, o objetivo do presente estudo foi investigar os niveis protéicos, o grau
de fosforilagdo do IRS-1 ¢ a interagdo deste com a SHP2 e a fosforilagiio do PKB/AKT, em
tecido muscular e hepatico de ratos normais € nos seguintes modelos animais: ratos
submetidos a jejum por 72 horas, ratos tratados com estreptozotocina, ratos com 20 meses

de idade, ratos tratados agudamente com adrenalina e ratos tratados com dexametasona por

¢inco dias.
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2. OBJETIVOS



Os obistivos do presente estudo foram:

Estudar o nivel tecidual e o grau de fosforilagio apés o estimulo insulinico do
receptor de insulina, do IRS-1, bem como 2 associagio deste substrato com a SHP2, e o grau

de fosforilacgo do AKT/PKB em figado e mmsculo, de ratos normais € em modelos animais

de resisténciza & aclio da msulina gue apresentam hipoinsulinemia, hiperinsulinemia ou

normoinsulinemia.
Utilizamos seis grupos de experimentos:
a) Ratos normais (jejum 12-14h}
b} Ratos submetidos a jejum por trés dias (hipoinsulinemia}.
¢) Ratos tratados com estreptozotocina (hipoinsulinemia).
d) Ratos tratados com dexametasona por 5 dias (hiperinsulinemia).
e) Ratos tratados agudamente com adrenalina (normoinsulinemia}.

f) Ratos senis (hiperinsulinemia).

Objetivos
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3. MATERIAL E
METODOS



3.1. ANIMAIS

Em todos os experimentos foram utilizados ratos albinos da linhagem Wistar,
fornecidos pelo Bioterio Central da Unicamp, a idade dos animais usados sera mencionada

ao descrever o8 modelos experimentais estudados.

Uma semana antes de qualquer experimento, os animais foram acomodados em
gaiolas plasticas, contendo cinco ratos/gaiola mantidos em ciclos de 12h de luz (06:00-

18:00h) e 12h de escuro (18:00-06:00h), recebendo agua e dieta & vontade.

Com excegdo do grupo de animais submetidos a jejum prolongade por 72h e
seus controles, alimentados 4 vontade, a alimentagfio foi suspensa por 12 a 14h antes da

coleta do matenial a2 ser analisado.

Apo0s determinarmos a curva tempo-resposta da fosforilacio do IRS-1 e a sua
associacdo com a fosfatase SHP2, em tecidos muscular e hepatico estes animais foram

divididos em grupos experimentais.

3.1.1. Grupos experimentais
o Animais submetidos a jejum

Ratos da linhagem Wistar, com média de idade de 8 semanas, do sexo
masculino, com pesc em torno de 200g, em ndmero de 8 a 12 por experimento, sendo 4 a 8
no grupo-controle € 6 mesmo nimerc no grupo jejum. Os animais foram mantidos em
jejum por 72h, ingerindo apenas 4gua & vontade, enquantc o grupo-controle permaneceu

com oferta de alimentos até o momento do experimento.

e  Apimais idosos

Ratos da linhagem Wistar de 20 meses de idade, do sexo masculino, com pesos
variando em torno 450g, comparados a animais do mesmo sexo, de 8 semanas de idade
com peso em tomo de 200g. Os animais deste grupo e seus controles permaneceram em

jejum nas 14h que anmtecederam o experimento, recebendo agua & vontade .

Material e Métodos
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e Animais tratados com adrenaling

Ratos machos da linhagem Wistar, com 8 semanas de idade, peso em tormno de
200g, submetidos a tratamento agudo com adrenalina e o nimero idéntico de animais no
grupo- controle, que receberam injecSes de salina intraperitonial. A administracio da
adrenalina foi feita sob a forma de injegdio intraperitonial de 25ug por 100g de peso
corporal, aproximadamente 5 a 10 minutos antes da extragio do material. Os animais de

ambos 0s grupos permaneceram em jejum por 12 a 14h antes dos experimentos, com

ingestdo hidrica a vontade.
» Animais tratados com dexametasona

Ratos da linhagem Wistar com aproximadamente 8 semanas de idade, do sexo
masculino, com pese em torno de 200g, submetidos ao tratamento cronico com
corticosterdides, através de injegdes intraperitoniais diarias de Img/kg de peso corporal de
dexametasona (OGAWA ez al., 1992) ou volume igual de solugio salina (grupo controle),
no periodo da manhd, durante os 5 dias que antecederam o estudo e no momento do
experimento. A alimentagdo foi suspensa por 12 a 14h antes da coleta do material, com

oferta de dgua a vontade.
» Animais tratados com estreptozotocina

Ratos da linhagem Wistar com aproximadamente 8 semanas de idade, do sexo
masculino, com peso em torno de 200g, submetidos a inje¢des endovenosa (caudal) de
estreptozotocina, em dose unica de 60mg/kg de peso corporal, ou volume igual de solugdo
de citrato (grupo controle), os animais foram mantidos de jejum alimentar prévio, nio
hidrico de aproximadamente 14h antes da administracdo da estreptozotocina e por mais 2h
ap6s a administragdo. Os experimentos foram realizados apos 4 dias da administragdo. A

alimentacdo foi suspensa por 12 a 14h antes da coleta do material, com oferta de agua a

vontade.

Material e Métodos
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3.2 MATERIAL

Os reagentes ¢ aparethos utilizados para eletroforese em dodecil sulfato de
sodio e gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) foram adquiridos da Bio-rad {Richmond, CA,
USA).

Metano hidroximetilamina (TRIS), fenilmetilsulfoniifiuoreto  (PSMF),
aprotinina, ditiotreitol (DTT), triton X-100, tween 20, e glicerol foram fornecidos pela
Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo). A proteina A com iodo radioativo (**’I) procedida da
Amersham (Amersham, UK), e a proteina A sepharose 6 MB da Pharmacia {Uppsala,
Suécia). A membrana de nitrocelulose (Hybond ECL, 0.45 um) foi obtida da Amersham
(Aylesbury, UK). O agente anestésico tiopental sédico foi adquirido da Cristalia
(Ttapira/SP, Brasil} € a insulina regular humana (Humulin R) da Biobras {BH, Brasil). Os
anticorpos anti IRS-1 e anticorpo antifosfotirosina, ¢ o anti-SHP2, foram todos da Santa

Cruz Biotechnology (Santa cruz, CA, USA) e o anticorpo AKT/PKB da Biolabs
(Biolabs, UK).

3.2.1. Solucoes utilizadas

Tampio de extracio A (extrato total): utilizado para a extragio das proteinas
celulares dos tecidos estudados. Contém: trisma base pH 7,5 (hidroximetil amino metano) a
100 mM, SDS (dodecil-sulfato de sodio) a 10%, EDTA (acido etileno-diamino tetracético)

a 10 mM, fluoreto de so6dio a 100 mM, pirofosfato de sédio a 100 mM e ortovanadato de
sodio a 10 mML

Tampao de Laemmli (5X): utilizada para estocar o material extraido e sua
posterior aplicagdo no gel de poliacrilamida para eletroforese de sodio dodecil-sulfato

(SDS-PAGE) a 6%. Contém: azul de bromofenol a 0,1%, fosfato de sodio a IM pH 7,0,
glicerol a 50%, SDS a 10%.

Material e Meéiocdos
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Seluciio tampio de extraciio B, para imunoprecipitacio: para a extracio de
proteinas, para imunoprecipitacdo dos tecidos estudados. Contém: trisma base a 100 mM,
EDTA a 10 mM, pirofosfato de sodio a 10 mM, fluoreto de sodic a 100 mM, ortovanadato
de sodio a 10 mM, PMSF a 2 mM {diluido em &lcool etilico), triton X 100 a 1% e 0.1

mg/ml de aprotinina. Esta solucio foi mantida 4° C. O ortovanadato, PMSF e a aprotinina

foram acrescidos no momento do uso.

Soluc¢iio tampio para a lavagem do imunoprecipitade: contém: trisma base a

100 mM, EDTA a 10 mM, ortovanadato de sodio a 2 mM, triton X-100 a 0,5%.

Solucio tampido utilizada na eletroforese em gel de poliacrilamida

(SDS-PAGE): contem: trisma base a 200mM, glicina a 1,52 M, EDTA 27,18 mM, SDS a
0,4%. Para uso a solucgio foi diluida 1:4.

Solucfo tampio para transferéncia: utilizada para transferéncia das proteinas
separadas no SDS-PAGE para a membrana de nitrocelulose. Contém: trisma base a 25 mM,
glicina a 192mM, metanol a 20% e SDS a 0,02% para facilitar a eluigiio de proteinas de

alto peso molecular.

Solucio tampfio para SDS-PAGE, gel de resolugiio (resolving): utilizada
para a manufatura do SDS-PAGE, gel de resolugfio, em tampdo composto de EDTA a
4mM, SDS a 2%, trisma base a 750 mM, com pH ajustado para 8,9 com acido cloridrico.

Solu¢io tampio para SDS-PAGE, gel de empilhamento (stacking): utilizada
na confec¢do do SDS-PAGE, gel de empilhamento das proteinas. Contém: EDTA a 4mM,
SDS a 2%, trisma base 2 SO0mM, com pH ajustado para 6,7 com acido fosforico.

Soluciio Basal: solug@io basica utilizada para o manuseio da membrana de
nitrocelulose apos transferéncia das proteinas. Contém cloreto de sodio 150 mM, trisma
base 10 mM, Tween 20 a 0,02%.

Solucao bloqueadora: utilizada para incubar a membrana de nitrocelulose logo
apos a transferéncia. Contém 5% de leite em po desnatado (Molico®) e azida sodica a

0.02%, dissolvidos em solu¢do basal.

Muaterial e Métodos
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Solugde para anticorpes: solugdo na qual se diluem os anticorpos especificos.

Contém 0,3% de leite em po6 desnatado e azida sodica a 0,02%, diluidos em solugdo basal.

Solugdo com proteina A marcada com '*°I: permite a visualizacio das bandas

em autoradiogratia, contém 0,1% de leite desnatado, dissolvida em solugio basal com 2

uCi de proteina A 1%L,

3.3. METODOS

3.3.1. Procedimentos com animais para a extracdio das proteinas teciduais, apés

estimulo insulinico in vivo.

Os animais foram anestesiados com tiopental na dose de 15mg/Kg de peso
corporal, e utilizados ap6s a aboligdo do reflexo comeano e retirada da pata a dor. Foi
realizada laparotomia mediana, com exposigdo da veia cava inferior, e a incisio ampliada
para expor a musculatura da pata traseira. Os animais controle negativo (sem insulina),
receberam 0,5 ml da solugdo salina, e ratos de controle positivo (+) receberam 60 pg de

insulina regular administrados através da veia porta.

Em experimentos preliminares para avaliagio do grau maximo de fosforilagio
do IRS-1 e a associagdo deste com a fosfatase SHP2, nos tecidos hepético e muscular
(musculo gastrocnémio) demonstramos que o melhor tempo para retirada do material é

entre 30 e 90 segundos respectivamente, apos a infusio insulinica.

O material extraido foi imediatamente colocado no tampio de extracio A,
homogeneizado, com Politron PTA 208 generator, Brinkmann Instruments model PT
10/35, ajustado na velocidade maxima. Apos fervura, foi mantido em gelo para o
transporte, e centrifugado a 12.000 rpm por 40 minutos a 4°C (Beckman 70.1 Ti rotor) para
a remocio do matenal insoluvel, e as aliquotas do sobrenadante foram estocadas em
tampdo de Laemmli, contendo 200 mM de DTT em proporgio de 5:1, até a fase seguinte.
Outra pequena por¢io do sobrenadante foi utilizada para a quantificagdo da concentragiio

protéica de cada amostra, através do método de biureto.

Material e Métodos
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3.3.2. “Imunobiotting™

Duzentos microgramas de extrato tecidual, por amostra, foram aplicados no gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE), de 2mm de espessura, balizado por marcador de alto peso
molecular da Bio Rad que contém: miosina (205 kDa), B galactosidade (116 kDa), BSA (85
kDa) ¢ ovalbumina (47 kDa). Realizou-se a eletroforese em cuba de minigel da Bio Rad,
com solugdo tampdo previamente diluida. O SDS-PAGE foi submetido a 25 volts por 2
horas e depois a 120 volts por mais 2 horas. A seguir, as proteinas separadas no SDS-
PAGE foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose, utilizando-se o
equipamento de eletrotransferéncia do minigel da Bio Rad, que foi mantido em voltagem

constante de 120 volts por 2 horas, como descrito por TOWBIN, STAEHLIN, GORDON,
1979,

Apos a transferéncia, as membranas foram incubadas em solugio bloqueadora,
por duas horas, a temperatura ambiente e lavadas com solugiio basal por trés sessdes de dez
minutos. Em seguida, incubadas com anticorpo especifico por 4 horas i temperatura
ambiente, e novamente lavadas com solugdo basal, e entfio incubadas com a proteina A,
marcada com %I por duas horas. O excesso de proteina A foi lavado com solucio basal e
entdo as membranas foram expostas ao filme de raio X (Kodak XAR-Rochester, NY) com
intensificador (Cronex Lightining Plus intensifying screens — DuPont, Wilmington, DE). O
cassete foi mantido a temperatura de ~80° C. Apos 12 a 48 horas, os filmes foram revelados

na forma convencional.

Apés a revelagio das auto-radiografias e visualizagiio das bandas, estas foram
submetidas & densitometria Optica, utilizando o equipamento Eagle Eye scanner
(Stratagene). Com estes dados, realizou-se a analise estatistica dos diferentes grupos,
através da comparacdo das bandas obtidas. Os resultados finais foram a  variacdo

porcentual entre os ratos considerados controles e os demais grupos de ratos.
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3.3.3. Imunoprecipitacio

Em alguns experimentos mencionados adiante, os tecidos estudados foram
extratidos e homogeneizados no tampio de extragdo B, em banho de gelo, ¢ mantidos nesta
temperatura durante todo processo. Apos a centrifugagdo por 25 min, a 12000 rpm a 4° C,
fol usado o sobrenadante para imunoprecipita¢do com anticorpos anti-IRS-1. Os volumes
das amostras foram normalizados por concentragio proteica e o volume do anticorpo

aplicado foi fixo (10ul/amostra }.

As amostras foram incubadas por 12-14h, a 4° C, acrescentando-se, a seguir,
proteina-A Sepharose (50 ul) por 2 horas, a 4° C, por 15 minutos. Os precipitados foram

lavados por trés vezes com tamp@o para lavagem do imunoprecipitado.

As proteinas foram tratadas com tampfo de Laemmli, contendo 100mM de
DTT, aquecidas em agua fervente por 5 minutos ¢ entfo submetidas a eletroforese em SDS-
PAGE a 6%. O procedimento de transferéncia e “immunoblotting” segue as etapas ja
descritas anteriormente. Nestes experimentos de imunoprecipitagio, os anticorpos

utilizados para incubar as membranas foram antifosforotirosina e o anti-SHP?2.

3.3.4. Dosagem da glicemia e da insulina sérica

A determinagio da glicose plasmatica foi realizada através de método
enzimatico colorimétrico, segundo TRINDER, 1969 (Glicose enzimatica, Reactoclin)
HENRY, CANNON, WINKLMAN, (1974) e LOTT & TURNER, (1975) e os resultados

expressos em mg/dl.

Para a dosagem da insulina sérica foi utilizada técnica de radioimunoensaio,
empregando-se 0 método do duplo anticorpo para insulina e os resultados expressos em
ut/ml.

Material e Métodos
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3.3.5 Anaiise estatistica

Experimentos foram sempre realizados, possibilitando o estudo de todos os
grupos de animais em paralelo. Para analise estatistica dos resultados, utilizou-se o teste ¢’
de Student, n3o pareado, com nivel de significincia de 5% ( p <0,05), sendo os resultados

expressos como media + erro padrio da média ( X+ EP.M.).

Material e Métodos
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4.RESULTADOS



4.1. CARACTERISTICAS GERAIS DOS ANIMAIS

As caracteristicas gerais dos animais utilizados nos diferentes experimentos sio
apresentados na tabela I. Os niveis plasmaticos de glicose e de insulina descritos a seguir
foram dosados em amostras coletadas de animais que permaneceram em jejum por 12 a 14h,

exceto no grupo alimentado e em jejum por 72h.

Os animais que ficaram em jejum por trés dias apresentaram uma perda de peso
média de 32g em relagfo aos animais alimentados (Jejum: 179 + 51g X Alimentados: 211 +
62 g p < 0,001). Os niveis plasmaticos de glicose foram significativamente menores no
grupo com restrigao alimentar (Jejum: 74 £ 2mg/dl X Alimentados: 165 = 8 mg/dl p <
0,001} e a insulina sérica também se revelou diminuida nos animais em jejum (Jejum: 13+

4 uU/ml X Alimentados: 38 +£4 ulU/ml p < 0,001).

O grupo de animais com 20 meses de idade apresentou peso significativamente
maior que ¢ grupo com 2 meses (Idosos: 401 £16 g X Jovens 157 + 13g p < 0,001), mas o
nivel de glicose plasmatica foi semelhante nos dois grupos (Idosos: 116 + 11mg/dl X
Jovens: 115 = 6 mg/dl), enquanto o de insulina sérica foi maior nos ratos senis que nos

jovens (Idosos 52 + 5 pU /ml X Jovens: 17 + 5uU /ml p <0,001).

Os animais tratados agudamente com adrenalina apresentaram peso semelhante
ao do grupo-controle (Controles 223 + 53 X Adrenalina: 214 + 52). A comparacio entre
o nivel de glicose plasmatica dos animais do grupo-controle e os do grupo tratado com
adrenalina ndo monstrou diferencas significativas (Controle: 93 + 3 mg/dl X Adrenalina:
108 + 5 mg/dl p< 0,383). Da mesma maneira, os niveis de insulina sérica também nio
apresentaram diferencas significativas (Controle: 18 + 4uU /ml X Adrenalina; 26 + 7uU
/ml p< 0,284).

Os animais tratados com dexametasona, apds 5 dias de infusdo intraperitonial da
droga, apresentaram peso corporal menor que o grupo-controle (Controles: 238 + 47g X
Dexametasona. 202 = 39g p<0,001). Como esperado, houve uma elevagio nos niveis de

glicose plasmatica destes animais em relacio aos controles (Controles 122 + 6 mg/dl X

Resultados
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Dexametasona: 224 + 17 mg/dl p 0,001), acompanhado de uma elevagio significativa nos
niveis de insulina séricos (Controles: 29 = 4uU /ml X Dexametasona: 46 + 4 pU /ml p <

0,001).

Finalmente os animais tratados com estreptozotocina, apos 6 a 7 dias da injegio
da droga, apresentaram pesc corporal significativamente menor que o daqueles do grupo-
controle (Estreptozotocina: 98 + 4g X Controle 141 £ 4 g p< 0,001). Como esperado, houve
uma elevaglo marcante nos niveis glic€micos dos animais diabéticos em relagdic ac controle
(Estreptozotocina 363 + 6mg/dl X Controle 122 + 6 mg/dl, p<0,001), acompanhada de uma
reducio significativa nos niveis de insulina sérica ( Estreptozotocina: 6 + 2 uU /ml X

Controle 29 =4 uU /ml, p<0,0001).

TABELA 1
GRUPOS PESO GLICEMIA INSULINA
® Mg/dt uU /mi
Jejum 179 £51 F4+2 13 +4
Alimentado 211 £ 62 165+ & 3814
p<0.001 p<0.001 p<0,001
2 meses 157+ 13 123 £5 294
20 meses 401 =16 124 £ 11 44 +5
p<0,001 p<0,001
Adrenalina 233 +54 1085 2617
Controle 214 £ 52 93 +3 18+4
Dexametasona 202 +£39 224 £ 17 4614
Controle 23847 12226 294
p<0,001 p<0,001 p<0.001
Estreptozotocina 151 +4 362 £16 6+2
Controle 98 +4 122 £ 6 2944
p<0,001 p<0.001 p<0,001
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4.1.1. Determinacio do tempo de fosforilacio ¢ associacio IRS-1/SHPTP2 em
figado

As figaras 1 a e b resumem os resultados obtidos em amostras de figado
previamente imunoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-1 e submetidas a “imunoblotting”
com anticorpo antifosforotirosina ¢ anti-SHPTP2. A figura 1a mostra que no figado ocorre
um aumento da fosforidacio aos 30 segundos de aproximadamente 8 vezes em relagio ao

basal ap6s o estimulo insulinico, e decresce paulatinamente, retornando a niveis proximos ao

basal aos 10 minutos.

Estudos anteriores demonstraram (KUHNE ef af 1993; CHEATHAM & KAHN
1995) que ha uma associagdo relativamente estavel, de alta afinidade entre o IRS-1 ¢ a
fosfatase SHP2 e que ambas as proteinas podem ser co-precipitadas por anticorpos contra a
outra. Neste sentido, as mesmas membranas que continham proteinas precipitadas com
anticorpo anti-IRS-1 foram submetidas a “blotting” com anticorpo anti-SHP2. Os resultados
demonstraram que durante este periodo de 30 segundos em que o IRS-1 esta fosforilado,
ocorre o maior pico de associacdo da proteina SHPZ com IRS-1, um aumento de
aproximadamente 6 vezes em relagdio ao basal, que depois decresce paulatinamente, como

mostra a figura 1b. Estes experimentos foram realizados 6 vezes.
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4.
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IRS-1 —»

Tempo 0 307 90” 3 5 15

Insulina  _ + + + + +

SHP2Z —»

Figura 1. Avaliacio do grau de fosforilacio em tirosina do IRS-1 e associagio com
SHP2 em diferentes tempos. a: Avaliacdo do grau de fosforilagdo do IRS-1 em tecido
hepatico, antes (zero) e apds a infusfo de insulina, em diferentes tempos ( 0, 307, 907, 37, 5’
e 15°). Amostras de tecidoe hepatico de rates foram previamente imunoprecipitadas com
anticorpo anti-IRS-1, e submetidas a “immunoblotting” com anticorpo antifosfotirosina. b:
Avaliaciio da associag@io IRS-1/SHP2 em tecido hepatico, antes (zero) e apds a infusdio de
insulina, em diferentes tempos ( 0, 30”7, 907, 3°, 5° e 15°). Amostras de tecido hepdtico de
ratos foram previamente imunoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-1, e submetidas a

“mmunoblotting”™ com anticorpo anti-SHP2.
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4.1.2. Determinacio do tempo de fosforilacio do IRS-1 e associacio TRS-1/SHP2

em musculo.

As figuras 2 2 ¢ b resumem os resultados obtidos em amostras de musculo
previamente imunoprecipitadas com anticorpo IRS-1 e submetidas a “imuncblotting” com
anticorpo antifosforotirosina € anti-SHP2. A figura 2a, demonstra que o aumento da
fosforilagdo no tecido muscular inicia-se aos 30 segundos, porém o pico maximo de
fosforilagio ocorre aos 90 segundos, apos o estimulo insulinico com uma queda gradativa

em seguida.

De maneira semelhante ao realizado para extratos de tecido hepatico, amostras
de tecido muscular previamente imunoprecipitados com anticorpos anti-IRS1 foram (apds
separagido em SDS-PAGE e transferéncia para membrana de nitrocelulose) incubadas com
anticorpos anti-SHpP2. Os resultados demonstraram que também em tecido muscular, apos
estimulo com insulina, ocorre a associagc@o do IRS-1 fosforilado com a proteina SHP2. A
associagdo inicia-se aos 30 segundos e permanece até os 90 segundos, quando o pico de
associagio & maximo, diminuindo gradativamente, como mostra a figura 2b. Estes

experimentos foram realizados 6 vezes.
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Figura 2. Avaliacdo do grau de fosforilacio em tirosina do IRS-1 e associaclio com
SHP2 em diferentes tempos. a: Avaliagio do grau de fosforilagdio do IRS-1 em tecido
muscular, antes (zero) e apdés a infusdo de insulina, em diferentes tempos
(0, 307, 907, 3°, 5" ¢ I57). Amostras de tecido muscular de ratos foram previamente
imunoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-1, e submetidas a “immunoblotting” com
anticorpo anti-fosfotirosina. b: Avaliag@ic da associagio IRS-1/SHP2 em tecido muscular,
antes (zero) e apds a infusdo de insulina, em diferentes tempos (0, 307, 907, 3°, 5’ ¢ 157).
Amostras de tecido muscular de ratos foram previamente imunoprecipitadas com anticorpo

anti-IRS-1, e submetidas a “immunoblotting” com anticorpo anti-SHP2.
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4.1.3. Efeito do tratamento com estreptozotecina na expressido da proteina SHP2,

no grau de fosforilacio do IRS-1 e associacio deste com a SHP2 em tecidos

muscular ¢ hepitico de ratos.

Usando anticorpo especifico anti-SHP2, o nivel desta proteina ndo mostrou
alteracdo em tecido hepatico de ratos tratados com STZ, (figura 3a). Amostras de figado de
ratos diabéticos previamente imunoprecipitadas com anticorpo para IRS-1 e submetidas ao
“imunoblotting” com anticorpo antifosforotirosina e anti-SHP2, apresentaram um aumento
significativo no grau de fosforilagde do IRS-1 induzido por insulina, em relagdo ao
grupo-controle (Controle 100 £ 7% ; STZ 141 + 12%; p < 0.05), (figura 3b). Por outro
lado, a associagdo induzida pela insulina IRS-1/SHP2 nos animais diabéticos n3o apresentou
mudanga significativa quando comparados com o controle (figura 4a). O grau de
fosforilacio do AKT/PKB induzido por insulina foi reduzido para 65 + 6%; p < 0,035, em

tecido hepatico dos ratos tratados com STZ quando comparados com o controle (figura 4b).

Semelhante ao tecido hepatico nfo encontramos alteragio do nivel protéico do
SHP2 em musculo de animais diabéticos, (figura 5a). Em amostras de musculo de ratos
tratados com STZ houve um aumento no grau de fosforilagdo apés o estimulo com a insulina
em relagdo ao grupo controle (Controle 100 = 13% ; STZ 191 + 14% ; p < 0.036), (figura
5b). A figura 6a mostra que ndo houve alteragdo na associagfo entre IRS-1/SHP2, apos
estimulo com insulina, em tecido muscular de ratos tratados com STZ, quando comparados
com o controle. A figura 6b mostra que houve uma redug¢do do grau de fosforilagdo do
AKT/PKB induzido por insulina (70 + 7%; p < 0,04) nos animais tratados com STZ,

quando comparados com o controle.
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Figura 3. Efeito do tratamento com STZ sobre a concentraciio protéica do SHP2 e 0
grau de fosforialagio do IRS-1. a: Avaliagio do nivel protéico da SHP2 em tecido
hepatico de ratos-controle (C) e tratados (STZ). Amostras de tecido hepatico de ratos foram
submetidas a “immunoblotting” com anticorpo  anti-SHP2. b: Avaliagio do grau de
fosforilagio em tirosina do IRS-1 em tecido hepético de ratos-controle (C) e tratados (STZ),
antes (-) e ap6s (1) infusfio de insulina. Amostras de tecido hepatico de ratos foram
previamente imunoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-1, e submetidas a “immunoblotting”
com antifosfotirosina. A desitometria optica foi realizada nas auto-radiografias de 10
experimentos. Os valores sio expressos como média + EPM, e a significdncia expressa

como *p<0,03.
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Figura 4. Efeito do tratamento com STZ sobre a associa¢io IRS-1/SHP2 e o grau de
fosforilacio do AKT/PKB. a: Avaliagdio da associagdo IRS-1/SHP2 em tecido hepatico de
ratos-controle (C) e tratados (STZ), antes (-) e apés (+) infusdo de insulina. Amostras de
tecido hepatico de ratos foram previamente imunoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-1, e
submetidas a “immunoblotting” com anticorpo anti-SHP2. b: Avaliacio do grau de
fosforilagiio em serina do AKT em tecido hepatico de ratos-controle (C) e tratados (Adr.),
antes {-) e apés (+) infusdo de insulina. Amostras de tecido hepatico de ratos foram
submetidas a “immunoblotting” com anticorpo anti-AKT. A desitometria 6ptica foi
realizada nas auto-radiografias de 10 experimentos. Os valores s3o expressos como média +

EPM, ¢ a significancia expressa como *p<0,05.
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Figura 5. Efeito do tratamente com STZ sobre a concentragfio protéica do SHP2 e o
grau de fosforialagio do IRS-1. a: Avaliacio do nivel protéico da SHP2 em tecido
muscular de ratos-controle (C) e tratados (STZ). Amostras de tecido muscular de ratos foram
submetidas a “immunoblotting” com anticorpo anti-SHP2. b: Avaliacdo do grau de
fosforilagdio em tirosina do IRS-1 em tecido muscular de ratos-controle (C) e tratados (STZ),
antes (-) e ap6s (+) infusdo de insulina. Amostras de tecido muscular de ratos foram
previamente imunoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-1, e submetidas a “immunoblotting”
com antifosfotirosina. A desitometria Optica foi realizada nas auto-radiografias de 10
experimentos. Os valores sdo expressos como média *+ EPM, e a significincia expressa

como *p<0,03.
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Figura 6. Efeito do tratamento com STZ scbre a associagio IRS-1/SHP2 ¢ o gran de
fosforilagio do AKT/PKB. a: Avaliagio da associagio IRS-1/SHP2 em tecido muscular de
ratos-controle (C) ¢ tratados (STZ), antes (-) e ap6s (+) infusdo de insulina. Amostras de
tecido muscular de ratos foram previamente imunoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-1, e
submetidas a “immunoblotting” com anticorpo anti-SHP2. b: Avaliagio do grau de
fosforilagio em serina do AKT em tecido hepatico de ratos-controle (C) ¢ tratados {Adr.),
antes (-) e apos (+) infusio de insulina. Amostras de tecido muscular de ratos foram
submetidas a “immunoblotting” com anticorpo anti-AKT. A desitometria Optica fol
realizada nas auto-radiografias de 10 experimentos. Os valores sdo expressos como média *

EPM, e a significincia expressa como *p<0,03.
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4.1.4. Efeito do uso agudo de adrenalina na expressio da proteina SHP2, no grau

de fosforilacio do IRS-1 e associaciio deste com a SHP2 em tecidos hepatico e

muscular,

O tratamento com adrenalina no produziu alteragio no nivel da proteina SHP2,
(figura 7a). Entretanto, o grau de fosforilagdo do IRS-1 induzido por insulina, depois do
tratamento agudo com adrenalina apresentou uma diminuigio significativa como mostra a
figura 7b (Controle 100 + 9%, Adr 37 = 3%; p < 0.019) em tecido hepético, acompanhado
de uma diminuigdo da associagio IRS-1/SHP2 neste tecido ( Controle 100 + 2%, Adr 52+
3%; p < 0.002), (figura 8a). A fosforilagio do AKT/PKB apés o estimulo com insulina foi

significativamente reduzido para 60 £ 5%; p<0,045 em tecido hepatico dos animais tratados

com adrenalina {figura 8b).

O efeito da adrenalina no nivel protéico da SHP2 do tecido muscular foi
semelhante ao tecido hepitico, (figura 9a). O grau de fosforilagio do TRS-1 e a associagio
IRS-1/SHP2 em tecido muscular de ratos tratados com adrenalina foi similar ao figado.
Houve uma diminui¢do no grau de fosforilagdo do IRS-1, induzida por insutina (Controle
100 £ 9%; Adr 37+ 3% ; p < 0.003), como demonstrado em experimento com amostras de
muisculo que foram imunoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-1 ¢ submetidas ao
“immunoblotting” com anticorpo antifosforotirosina (figura 9b), ocorrendo fato idéntico na
assoclagio IRS-1/SHP2 destas mesmas amostras quando foram submetidas ao
“immunoblotting” com anticorpo SHP2, (Controle 100 + 20 %; Adr 20 + 7% ; p< 0.041),
(figura 10a). A fosforilagdo do AKT/PKB foi reduzida para 70 + 6% , p< 0,030, em musculo

de ratos tratados agudamente com adrenalina ( figura 10b).
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Figura 7. Efeito do tratamento agude com adrenalina sobre a concentracdio protéica da
SHP2 e o grau de fosforilagio do IRS-1. a: Avaliaclio do nivel protéico da SHP2 em
tecido hepatico de ratos-controle (C) e tratados (Adr.). Amostras de tecido hepatico de ratos
foram submetidas a “immunoblotting” com anticorpo anti-SHP2. b: Avalia¢o do grau de
fosforilagdo em tirosina do IRS-1 em tecido hepético de ratos-controle (C) e tratados (Adr.),
antes (-) e ap6s (+) infusdo de insulina. Amostras de tecido hepatico de ratos foram
previamente imunoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-1, e submetidas a “immunoblotting”
com antifosfotirosina. A desitometria 6ptica foi realizada nas auto-radiografias de 10

experimentos. Os valores sdo expressos como média + EPM, e a significdncia expressa

como *p<0,03.
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Figura 8. Efeito do tratamento agude com adrenalina sobre a assoeiagiio de IRS-
1/SHP2 e o grau de fosforilacio do AK'T/PKB. a: Avaliaglio da associagio IRS-1/SHP2
em tecido hepatico de ratos-controle (C) e tratados (Adr.), antes (-) ¢ apos (+) infusdo de
insulina. Amostras de tecido hepético de ratos foram previamente imunoprecipitadas com
anticorpo anti-IRS-1, ¢ submetidas a “immunoblotting” com anticorpo anti-SHP2. b:
Avaliacdo do grau de fosforilagdo em serina do AKT em tecido hepdtico de ratos-controle
(C) e tratados (Adr.), antes (-) € apds (+) infusdo de insulina. Amostras de tecido hepatico de
ratos foram submetidas a “immunoblotting” com anticorpo anti-AKT. A desitometria optica
foi realizada nas auto-radiografias de 10 experimentos. Os valores sfo expressos como

média + EPM, e a significincia expressa como *p<0,05.
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Figura 9. Efeito do tratamento agudo com adrenalina sobre a concentragiio protéica da
SHP2 ¢ o grau de fosforilacfio do IRS-1. a: Avaliacdo do nivel protéico da SHP2 em
tecido muscular de ratos-controle (C) e tratados (Adr.). Amostras de tecido muscular de
catos foram submetidas a “immunoblotting” com anticorpo anti-SHP2. b: Avaliagiio do
grau de fosforilagio em tirosina do IRS-1 em tecido muscular de ratos-controle (C) e
tratados (Adr.), antes (-) e apos (+) infusdo de insulina. Amostras de tecido muscular de
ratos foram previamente imunoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-1, e submetidas a
“immunoblotting” com antifosfotirosina. A desitometria Optica foi realizada pas
auto-radiografias de 10 experimentos. Os valores sdo expressos como média + EPM, e a

significAncia expressa como *p<0,05.
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Figura 10. Efeito do tratamente agudo com adrenalina sobre a associagdo do IRS-
1/SHP2 e o grau de fosforilagdo do AKT/PKB,. a: Avaliacio da associagfo IRS-1/SHP2
em tecido muscular de ratos-controle (C) e tratados (Adr.), antes (-) e apos (+) infusfo de
insulina. Amostras de tecido muscular de ratos foram previamente imunoprecipitadas com
anticorpo anti-IRS-1, e submetidas a “immunoblotting” com anticorpo anti-SHP2. b:
Avaliacdo do grau de fosforilagio em serina do AKT em tecido muscular de ratos-controle
(C) e tratados (Adr.), antes (-) e ap0s (+) infusdio de insulina. Amostras de tecido muscular
de ratos foram submetidas a “immunoblotting” com anticorpo anti-AKT. A desitometria
optica foi realizada nas auto-radiografias de 10 experimentos. Os valores s@o expressos

como média = EPM, e a significincia expressa como *p<0,05.
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4.1.5. Efeitc do envelhecimento na expressio da proteina SHP2, no grau de

fosforilaciio do IRS-1 e associagio deste com a SHP2 em tecidos muscular e

hepatico de ratos.

Os ratos com 20 meses ndo apresentaram alieracfio no nivel protéico de SHP2
em tecido hepatico quando comparados com ratos jovens, (figura 1la). Como mostra a
figura 11b, amostras de tecido hepético foram previamente imunoprecipitadas com anticorpo
anti IRS-1 e depois incubadas com antifosforotirosina ou SHP2. A fosforilaciio do IRS-1
induzida por insulina foi reduzida significativamente nos animais senis ( Jovens 100 = 12%;
Senis 64 + 7%; p<0.029). Quando estas amostras foram submetidas ao “immunoblotting”
com anticorpo anti-SHP2, observamos um aumento na associacio IRS-1/SHP2, apds
infusio de insulina, em ratos senis (Jovens 100 + 11 ; Senis 155 + 9%; p < 0.012)-(figura
12a). Nao houve alteragdo no grau de fosforilagdo do AKT/PKB, apds o estimulo de

insulina, em tecido hepético dos ratos senis quando comparados ao controle (figura 12b).

Nio houve mudanca no nivel da proteina SHP2, em tecido muscular de ratos
com 20 meses em relagio ao controle, (figura 13a). A figura 13b mostra que nas amostras de
tecido muscular que foram imunoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-1 e submetidas ao
“immunoblotting” com anticorpo antifosforotirosina, ocorreu uma redug¢fio do grau de
fosforilagfio desta proteina, em ratos com 20 meses { Jovens 100 * 4%; Senis 50 + 7%; p <
0.007). Quando estas membranas foram incubados com anticorpo anti-SHP2, observamos
uma reducdo da associagio induzida por insulina do IRS-1/SHP2 em ratos com 20 meses
(Jovens 100 * 8%; Senis 48 + 12%; p < 0.034) em amostras de tecido muscular (figura 14a),
e a fosforilacio do AKT/PKB, ap6s tratamento com insulina foi reduzida para 70 = 6% em
relacdo ao grupo-controle, p<0,05 (figura 14b).
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Figura 11. Efeito do envelhecimento sobre a concentragiio protéica da SHP2 e o grau
de fosforilagfio do TRS-1. a: Avaliagic do nivel protéico da SHP2 em tecido hepatico de
ratos com 2 e 20 meses de idade. Amostras de tecido hepatico de ratos foram submetidas a
“immunoblotting” com anticorpo anti-SHP2. b: Avalia¢do do grau de fosforilagdo em
tirosina do IRS-1 em tecido hepatico de ratos com 2 e 20 meses de idade, antes (-} e ap0s (+)
infusio de insulina. Amostras de tecido hepatico de ratos foram previamente
imunoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-1, e submetidas a “immunoblotting” com
antifosfotirosina. A desitometria dptica foi realizada nas auto-radiografias de 10
experimentos. Os valores sdo expressos como média + EPM, ¢ a significdncia expressa

como *p<0,05.
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Figura 12. Efeito do envelhecimento sobre a associacdo do IRS-1/SHP2 e o grau de
fosforilacio do AKT/PKRB. a: Avaliaciio da associac@io IRS-1/SHP2 em tecido hepatico de
ratos com 2 ¢ 20 meses de idade, antes {-) e ap6s (+) infusdio de insulina. Amostras de tecido
hepatico de ratos foram previamente imunoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-1, e
submetidas 2 “immunoblotting” com anticorpo anii-SHP2. b: Avaliagio do grau de
fosforilacio em serina do AKT em tecido hepatico de ratos com 2 ¢ 20 meses de idade, antes
{-) e apos (+) infusdo de insulina. Amostras de tecido hepatico de ratos foram submetidas a
“immunoblotting” com anticorpe anti-AKT.A desitometria Optica foi realizada nas
auto-radiografias de 10 experimentos. Os valores sdo expressos como média + EPM, ¢ a

significincia expressa como *p<0,0S.
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Figura 13. Efeito do envelhecimento sobre a concentragiio protéica da SHP2 ¢ o grau
de fosforilacdoe do IRS-1. a: Avaliagiio do nivel protéico da SHP2 em tecido muscular de
ratos com 2 e 20 meses de idade. Amostras de tecide muscular de ratos foram submetidas a
“immunoblotting” com anticorpo anti-SHP2. b: Avaliagio do grau de fosforilacio em
tirosina do IRS-1 em tecido muscular de ratos com 2 e 20 meses de idade, antes (-) e apds
(+) infusio de insulina. Amostras de tecido muscular de ratos foram previamente
imunoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-1, e submetidas a *immunoblotting” com
antifosfotirosina. A desitometria optica foi realizada nas auto-radiografias de 10

experimentos. Os valores s#o expressos como meédia + EPM, e a significdncia expressa

como *p<0,03.
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Figura 14. Efeito do envelhecimento sobre a associacio do IRS-1/SHP2 ¢ o grau de
fosforilacio do AKT/PKB. a: Avaliacfo da associagio IRS-1/SHP2 em tecido muscular de
ratos com 2 e 20 meses de idade, antes (-) ¢ apds (+) infusdo de insulina. Amostras de tecido
muscular de ratos foram previamente imunoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-1, e
submetidas a “immunoblotting” com anticorpo anti-SHP2. b: Avaliagio do grau de
fosforilagio em serina do AKT em tecido muscular de ratos com 2 e 20 meses de idade,
antes (-) ¢ apos (+) infusdo de insulina. Amostras de tecido muscular de ratos foram
submetidas a “immunoblotting” com anticorpo anti-AKT. A desitometria optica  foi
realizada nas auto-radiografias de 10 experimentos. Os valores sio expressos como meédia *

EPM, ¢ a significncia expressa como *p<0,05.
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4.1.6. Efeito do jejum prolongado na expressic da proteina SHP2, ne grau de

fosforilacio do IRS-1 e associagiio deste com a SHP2 em tecidos muscular e

hepatico de ratos.

As figuras 15a, b e 16a resumem os resultados da quantidade protéica, do grau
de fosforilagdo do IRS-1 ¢ a associagdo IRS-1/SHP2 em amostras de figado e misculo de
ratos alimentados ou em jejum de 72 horas, previamente imunoprecipitadas com anticorpo

anti-IRS-1 e submetidas ao “imunoblotting™ com anticorpo antifosforotirosina e anti-SHP?Z.

O jejum prolongado em ratos nfio alterou a quantidade protéica da SHP2 em
tecido hepatico em relag@o aos animais alimentados (figura 15a). Apés a infusdo de insulina
houve um ammento significativo no grau de fosforilagiio do IRS-1 apos jejum de 72 horas
em comparacio aos alimentados. (Alim 100  6%; Jejum 152 £13%; p=0,007). O aumento
no grau de fosforilagdo ¢ facilmente evidenciado na figura 15b. No tecido hepatico também
houve um aumento da associa¢io induzida por insulina, das proteinas IRS-1/SHP2,

(Alm100 % 6%; Jejum 136 + 7%; p= 0,035), (figura 16a).

No tecido muscular de ratos com jejum de 72 horas, a quantidade protéica ndo se
alterou quando comparados com os animais alimentados (figura 17a). Houve um aumento
no grau de fosforilacdo do IRS-1 induzido pela insulina (Alim 100 £ 11 %; Jejum 155 + 2%;
p< 0,004), acompanhado do aumento da associagdo IRS-1/SHP2 (Alim 100 % 7 %; Jejum
162 * 7%; p< 0,019), como mostra a figura 17b e 18a.
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Figura 15. Efeito do jejum sobre a concemtragiio protéica da SHPZ ¢ o grau de
fosforilagio do IRS-1. a: Avaliagdo do nivel protéico da SHP2 em tecido hepético de ratos
alimentados (controle) e mantidos de jejum prolongado. Amostras de tecido hepatico de
ratos foram submetidas a “immunoblotting” com anticorpo anti-SHP2. b: Avaliagdo do
grau de fosforilagio em tirosina do IRS-1 em tecido hepatico de ratos alimentados e
mantidos de jejum prolongado, antes (-} e apés (+) infusdo de insulina. Amostras de tecido
hepético de ratos foram previamente imunoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-1, e
submetidas a “immunoblotting” com antifosfotirosina. A desitometria 6ptica foi realizada
nas auto-radiografias de 10 experimentos. Os valores sfio expressos como média + EPM, e a

significincia expressa como *p<(,05.

Resultados

43



a. Associacio da SHP2
IP: o IRS-1

I8: o SHP2 Alim Jejum
Insulina | - I +

SHP2 —» |

- |

150 4

100 -

Linidades arbitrarias

[

0.

Figura 16. Efeito do jejum sobre a associacdo de IRS-I/SHPZ. a: Avaliagio da
associagio IRS-1/SHP2 em tecido hepatico de ratos alimentados e mantidos de jejum
prolongado, antes (-) € ap6s (+) infusdo de insulina. Amostras de tecido hepatico de ratos
foram previamente imunoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-1, e submetidas a
“immunoblotting” com anticorpo anti-SHP2. A desitometria dptica foi realizada nas
auto-radiografias de 10 experimentos. Os valores sfo expressos como média + EPM, e a

significlncia expressa como *p<0,05.
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Figura 17. Efeito do jejum sobre a concentracdo protéica da SHP2 e o grau de
fosforilacio do IRS-1. a: Avaliagio do nivel protéico da SHP2 em tecido muscular de ratos
alimentados (controle) e mantidos de jejum prolongado. Amostras de tecido muscular de
ratos foram submetidas a “immunoblotting” com anticorpo anti-SHP2. b: Avaliacdo do
grau de fosforilagdo em tirosina do IRS-1 em tecido muscular de ratos alimentados e
mantidos de jejum prolongado, antes (-) e ap6s (+) infusfio de insulina. Amostras de tecido
muscular de ratos foram previamente imunoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-1, ¢
submetidas a “immunoblotting” com antifosfotirosina. A desitometria optica foi realizada
nas auto-radiografias de 10 experimentos. Os valores sdo expressos como média £ EPM, e a

significAncia expressa como *p<0,05.
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Figura 18. Efeito do jejum sobre a associacio do IRS-1/SHP2. a: Avaliacio da
associacio IRS-1/SHP2 em tecido mmscular de ratos alimentados e mantidos de jejum
prolongado, antes (-} ¢ apés (+) infusdo de insulina. Amostras de tecide muscular de ratos
foram previamente imunoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-1, e submetidas a
“immunoblotting” com anticorpo anti-SHP2. A desitometria optica foi realizada nas
auto-radiografias de 10 experimentos. Os valores s3o expressos como média + EPM, e a

significAncia expressa como *p<0,05.

Resultados

46



4.1.7. Efeito do tratamente cronico com dexametasona na expressio da proteina
SHP2, no grau de fosforilacio do IRS-1 ¢ associaciio deste com a SHP2 em

tecidos muscular e hepatico de ratos.

Como mostra a figura 19a ndo ocorreu alteragfo no nivel protéico da SHP2 em
tecido hepético de ratos tratados com dexametasona. Nossos resultados demonstraram que o
grau de fosforilagdo do IRS-1, apés infusio de insulina em tecido hepatico dos ratos tratados
com corticosterdide, foi reduzido significantemente em comparagdo ao controle. (Controle
100 + 10%; Dexa 48 + 5%, p< 0,040)-(figura 19b). Entretanto, a associacio IRS-1/SHP2,
apos © estimulo com insulina, fo1 similar nos dois grupos estudados (Controle 100 + 2%,

Dexa 110 £ 11%)-(figura 20a).

Em amostras de tecido muscular também n3o encontramos alteractes dos niveis
protéicos da SHP2, (figura 21a). Houve uma redugio no grau de fosforilagdo do IRS-1 apos
o estimulo com insulina nos animais tratados em comparag@o aos controles. {Controle 100 =
10%; Dexa 36 £ 5%; p< 0,035)-(figura 21b). De maneira similar ao tecido hepatico, no
musculo n3o houve alteragio da associagdo IRS-1/SHP2 induzida por insulina entre os

grupos estudados (Controle 100% =+ 7%; Dexa 114% = 10%,), (figura 22a).
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Figura 19. Efeito do tratamento crmico com dexametasona sobre a concentragio
protéica da SHP2 e o grau de fosforilagiio do IRS-1. a: Avaliagdo do nivel protéico da
SHP?2 em tecido hepéatico de ratos-controle (C) e tratados (Dexa). Amostras de tecido
hepatico de ratos foram submetidas “immupoblotting” com anticorpo  anti-SHP?2. b:
Avaliagdo do grau de fosforilagdo em tirosina do IRS-1 em tecido hepético de ratos- controle
(C) e tratados (Dexa), antes (-) e apds (+) infusdo de insulina. Amostras de tecido hepatico
de ratos foram previamente imunoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-1, e submetidas a
“immunoblotting” com antifosfotirosina. A desitometria Optica foi realizada nas auto-
radiografias de 10 experimentos. Os valores sdo expressos como média * EPM, e a

significincia expressa como *p<0,05.
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Figura 20. Efeito do tratamento crdnico com dexametasona sobre a associagio do IRS-
1/SHP2. a: Avaliagdo da associaciio IRS-1/SHP2 em tecido hepatico de ratos-controle (C) e
tratados (Dexa), antes (-) e apds (+) infus@o de insulina. Amostras de tecido hepético de
ratos foram previamente imunoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-1, e submetidas a
“immunoblotting” com anticorpo anti-SHP2. A desitometria Optica foi realizada nas  auto-
radiografias de 10 experimentos. Os valores sfo expressos como média + EPM, ¢ a

significncia expressa como *p<0,05.
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Figura 21. Efeito do tratamento crdnico com dexametasona sobre a concentragao
protéica da SHP2 e o grau de fosforilagdo do IRS-1. a: Avaliagdo do nivel protéico da
SHP2 em tecido muscular de ratos- controle (C) e tratados (Dexa). Amostras de tecido
muscular de ratos foram submetidas a “immunoblotting” com anticorpo anti-SHP2. b:
Avaliagio do grau de fosforilagio em tirosina do IRS-1 em tecide muscular de ratos
controles (C) e tratados (Dexa), antes (-) e ap6s (+) infusfio de insulina. Amostras de tecido
muscular de ratos foram previamente imunoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-1, e
submetidas a “immunoblotting” com antifosfotirosina. A desitometria éptica foi realizada
nas auto-radiografias de 10 experimentos. Os valores sfo expressos como média £ EPM, e a

significincia expressa como *p<0,05.
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Figura 22. Efeito do tratamento erdnico com dexametasona sobre a associacio do IRS-
1/SHP?2. a: Avaliacdo da associagdo IRS-1/SHP2 em tecido muscular de ratos-controle {C) e
tratados (Dexa). antes (-) ¢ apos (+) infusdo de insulina. Amostras de tecido muscular de
ratos foram previamente imunoprecipitadas com anticorpo ant-IRS-1, e submetidas a
“immunoblotting” com anticorpo anti-SHP2. A desitometria optica foi realizada nas auto-
radiografias de 10 experimentos. Os valores sdo expressos como média * EPM, ¢ a

significAncia expressa como *p<0,05.
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5. DISCUSSAO



A insulina inicia suas agbes metabolicas e promotoras de crescimento guando
se liga & subunidade o de seu receptor tetramérico, estimulando assim a capacidade tirosina
quinase na subunidade B. Isto catalisa a autcfosforilagio intramolecular de tirosinas
especificas nesta subunidade, aumentando a atividade tirosina quinase dirigida 2 substratos
endGgenos intracelulares. Este evento inicial leva 2 fosforilagio de protelnas
citoplasmaticas coletivamente denominadas pp 185, cujo componente melhor estudado até
o momento € chamado substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1) (SUN er 2l; 1991; SUN
et al., 1992).

Evidéncias provenientes de trabathos que se utilizam de metodologias variadas
provam que a atividade tirosina quinase do receptor ¢ a fosforilagho do TRS-1 sfio essenciais

para 2 maioria dos efelios binldgicos da insulina.

O estudo da regulacéo das etapas iniciais da acfo insulinica pode ser realizado
in vitro, utilizando-se rteceptores de insulina parcialmente purificados e substratos

exogenos, ou pode ser realizado in vivo, apds o estimulo com insulina.

Inicialmente, os estudos experimentais sobre o processo de sinalizacfio
insulinica utilizavam receptores parcialmente purificados, ¢ a atividade tirosina quinase era
determinada in vifro, em dmecic a substralos exdgenos tais como histonas
(ROTHENBERG, WHITE, KHAN, 1990). Embora tais procedimentos fossem tteis na
compreensdo da fisiologia do receptor, eles estavam sujeitos a artefatos bioquimicos
resultantes da homogeneizagio do tecido e da purificagiio do receptor, como protedlise ¢
desfosforilacio, em razfio de fosfatases contaminantes presentes no meio (KATHURIA ef
al., 1986). A remogo do receptor da membrana plasmatica também interfere nas interacdes
com outros componentes celulares, podendo influenciar em sua atividade tirosina quinase
(FEHLMAN et al,, 1985). Além disso, a atividade quinase quando estudada in vitro,
apresenta diferengas dependendo do substrato utilizado (ROTHENBERG er al., 1990).

O protocolo experimental utilizado neste trabatho-estimulacio i vive com
insulina, extracdo e homogeneizagdo dos tecidos hepéticos e muscular em tampdes
desnaturantes ou em condigBes apropriadas para imunoprecipitagdo, e posterior

“immunobloting” com anticorpos especificos, permitiu uma avaliagio das etapas iniciais da
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aglo insulinica nestes dois importantes tecidos para a homeostase da glicose (SAAD er ol
1989). A metodologia aplicada neste estudo permitiu uma avaliacio direta da fosforilacio

em tirosinas do IRS-1, bem como sua associacdo com outras proteinas (SAAD er ol |, 1992).

Em estudos in vivo em culiura de céhulas e em sistemas reconstituidos in vitro,
o IRS-1 fosforilado associa-se & enzima fosfatidilinositol 3-quinase (PI 3-quinase)
ativando-a (BACKER er o/, 1992, FOLLI er o/, 1992) Em estudos anteriores,
demonstrou-s¢ que esta associacio e ativacio também ocorrem em dois importantes tecidos
insulino-sensiveis de ratos, figado e miusculo, em concentragio fisiclogicas de insulina
(FOLLl et al., 1992; SAAD et al,, 1993). A enzima PI 3-quinase apresenta uma subunidade
de 110 kDa e uma regulatdria de 85 kDa que contém duas porcBes SHZ e uma SH3
{(CARPENTER & CANTLEY, 1990}, Estudo de CHEATHAM er of , (1994) demonstrou
que a ativagdo da P1 3-quinase € essencial para o transporte de glicose, pois o tratamento de
células com um inibidor especifico desia enzima, o “wortmonnim”™, blogueia também a

captagio dessa hexose.

Assim, a insulina estimula a fosforilagic do IRS-1 e o IRS-1 fosforilado se liga
a outras moléculas de sinalizac8o intracelular, propagando o sinal insulinico. Além da PI 3-
quinase, pelo menos trés outras proteinas com porgdo SH2 associam-se ao IRS-1: Syp, Nek,
e GRB-2 (KUHNE ef a/, 1993, CHEATAM & KAHN, 1995).

A proteina Syp € uma fosfatase, também denominada de SHP2 ou PTPID,
fazendo parte da familia de fosfatases tirosina-especificas, citosdlica, de 68 kDa, que
apresenta duas porgdes SHZ na parte N terminal € uma SH2 na carboxil terminal. Estas
porgdes SHZ controlam a ligagio da SHP2 com receptores do fator de crescimento
epidérmico (EGF), receptores do fator de crescimento derivado de plaguetas {PDGF) e do
IRS-1 (SUN er al., 1992), levando a ativagdo desta fosfatase. Também a por¢io SH2 regula
a atividade catalitica da SHPZ. Demonstrou-se que SH2 ndo ocupados mantém a atividade
da fosfatase sob imibi¢d3o, enquanto a ligagdo de proteinas fosforiladas em tirosina ou

peptidios aumenta esta atividade.
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inativagdc de vias de ativagdo das quinases. Entretanio, a fosfatase (SHP2) desempenha
fungio efetora positiva, mas seu papel nas vias de transmissfo do sinal insulinico ndo estd
completamente esclarecide, embora um grande avango tenha sido observado nos dltimos

anos.

A finalizacBio da acfio da insulina pode ocorrer em consequéneia da
desfosforilagBo de ambos, receptor e substrato | do receptor de insulina. A fosfotirosina
fosfatase responsavel por esta desfosforilacio ndo foi identificada. KUHNE e af., {1993},
usando proteinas recombinantes, demonstraram que IRS-1 é rapidamente desforilado pela
SHP2 in vitro, sugerindo que a fosfatase (SHP2) pode ser a enzima que desfosforila o IRS-
1, bem como a chave principal na finalizacio da sinalizacfo insulinica. Esses resultados
ndo foram confirmados in vive (YAMAUCHI er of, 1995, NOGUCHI ef al, 1994), ¢
atualmente ndo se aceita que a SHP2 contribua para desfosforilar o IRS-1 em condicdes

fisiologicas.

MILARSKI & SALTIEL, (1994) utilizando células transfectadas com SHPZ
cataliticamente inativas, demonstraram que apés estimulo insulinico a ativagio da MAP
quinase ficava muito reduzida, sugerindo um papel importante para esta fosfatase na agdes
mitogénicas da insulina. Estudos posteriores confirmaram estes dados demonstrando
também que a redugdo de atividade da MAP quinase é provavelmente consequéncia de uma

menor ativagdo da proteina ras (YAMAUCHI et ¢/, 1995 ; NOGUCHI et al., 1994).

HAUSDORFF ef al, (1995) também enfatizaram o papel da SHP2 na
transmissdo do sinal insulinico, demonstrando que ela € necessaria para a expressio da
proteina GLUT 1 induzida pela insulina, mas nfo € necessaria para a ativacio de vias

metabolicas que levam a translocaciio do GLUT 4.

Recentemente demonstramos (LIMA, er ai, 1998) que tecido muscular e
hepético de ratos normais, existe uma aumento na associagdo do IRS-1 com SHP2, apos o
estimulo com insulina. Esta associagdo ocorre quando o IRS-1 esta no pico da fosforilagéio
em tirosina € a diminui¢io da associagio IRS-1/SHP2 é mais rapida do que a diminuigo
dos niveis de fosforilagio do IRS-1. Estes dados sugerem que a SHP2 nfio participa da
desfosforilacdo do IRS-1.
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MAEGAWA & ol, (1999 utilizando camundongos transgénicos, APTP
{dominante negativo, que diminui drasticamente a expressio da SHP2), observaram uma
resisténcia 2 insulina, com menor utilizacio de glicose estimulada por esse hormdnio,
acompanhada de wma diminui¢Sio na fosforilaciio do IRS-1. Também observaram redugio
na ativagio da Pl 3-guinase e AKT-quinase em muisculo e fipado destes animais. Este
dados sugerem que a transmissdo do sinal insulinico em direcfio a fosforilagdo do IRS-1,
ativacio da Pl 3-guinase e AKT/PKE, depende da expressfo da SHP2 e de sua associacio

ao IRS-1. Entretanto, a regulagiio da SHP2 em figado e misculo de modelos animais de

resisténcia a insulina nfio foi ainda investigada.

Dentre as situacBes que freqlientemente apresentam resisténcia 3 insulina, além
do préprio diabetes mellitus tipo 2, podemos citar o envelhecimento, diabetes induzido por
estreptozotocina, os aumentos agudos nos niveis circulantes de catecolaminas, jejum
prolongado € o uso crénico de corficosterdides. Us eventos precoces da agdo insulinica
nestas condigSes tem sido estudados em tecidos-alvo classicos da atividade insulinica, mas
ainda nfo se havia investigado o grau de fosforilagio do IRS-1 e a associacio deste com a

SHP2 nestes modelos.

(O diabetes induzido por STZ ¢ caracterizado por uma deficiéncia de insulina, e
¢ um modelo atipico de resisténcia 2 insulina. O mecanisimo molecular pelo qual ocorre 2
resisténcia & insulina ainda nfic esta bem elucidado. Estudos anteriores demonstraram que
ocorre um aumento no grau de fosforilagio do IRS-1, apds o estimule com insulina em
tecido hepético e muscular desses animais. Paralelamente, existe também um aumento na
associacio IRS-1/P1 3-quinase. Nossos resultados demonstraram que nfio houve aumento
na associagfo IRS-1/SHP2 dos tecidos hepético e muscular de ratos tratados com STZ,
discordante do aumento significativo do grau de fosforilagdio do IRS-1 induzido pela
insulina. Estes resultados s8o de dificil explicacio, mas algumas possibilidades devem ser
consideradas. Existem tirosinas especificas do IRS-1 na qual se hgam a PI-3 quinase, e
outras tirosinas nas quais se ligam a SHP2. Podemos sugerir que o aumento do grau de
fosforilaco do IRS-1 nfio se deve, provavelmente, as tirosinas que se ligam a SHP2. Qutra

possibilidade que poderia ser considerada, principalmente no misculo, € o nivel protéico do
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IRS8-1, que € reduzido e pode estar contribuindo para explicar a auséncia de aumento na
associagiio TRS-1/SHPZ.

Para se investigar as consequéncias de um aumento na associacio IRS-1/PI 3-
quinase, com nteragio normal IRS-1/SHP2Z, avaliou-se uma etapa distal da acBo insulinica

que ¢ a fosforlagio/ativacio da AKT/PKB.

A ativagio da PI 3-guinase € essencial para muitos efeitos da insuling, incluindo
o transporte de glicose, ativagio da sintese de glicogénio e a inibicio da PEPCK. A funcio
e regulacio normal AKT/PKB nfio esta totalmente esclarecida, mas ¢ um intermediério
distal & ativacfio da Pl 3-quinase. O principal fator regulador da ativaciio AKT/PKEB € a

ativagio da PI 3-quinase.

Nossos dados demonstraram uma reducdo na fosforilacio do AKT/PKB em
figado e miscule desses animais tratados com STZ, ao contrério do aumento da associago
IRS-1/P1 3-quinase. Assim, o aumenio na associagio do IRS-1/P1 3-quinase, sem um

aumento na associacio IRS-1/SHPZ pode atenuar a propagacfo do sinal insulinico.

Podemos sugerir, neste modelo animal, que a propagagfio do sinal insulinico,
através da fosforilagdo do IRS-1, da associacio IRS-1/P] 3-quinase e da fosforilagio

AKT/PKB, depende da associacio IRS-1/SHP?2.

Além do papel da associacio IRS-1/SHP2 na modulagio da transmissfio distal
do sinal insulinico, nfo se pode excluir também um efeito da hiperglicemia reduzindo a
atividade da AKT/PKB. A reducfic de fosforilagio/ativacio da AKT/PKB deve
desempenhar um importante papel na resisténcia 4 insulina do ammal com diabetes

induzido pela STZ, possivelmente através do controle do metabolismo de glicogénio.

A liberacfio enddgena de adrenalina apds o estresse, assim como a infusfio de
catecolaminas exdgenas resultam em diminugdo na tolerfincia a glicose (CHIASSON er al.,
1981; KIRSCH, KEMMULER, HARING, 1983; PESSIN ef al., 1983; BONEN ef af., 1992).
Estudos em seres humanos e também em animais t8m demonstrado que este efeito €

decorrente de diminuigles na secrecdo de insulina, aumentos na prod
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glicose e também de menor captacdo e utilizacBo da glicose pelos tecidos periféricos,

principalmente o musculo esquelético (DEIBERT & DE FRONZO, 1980).

SAAD ef al | {1995b) demonstraram gue no figado e misculo de ratos tratados
com adrenalina hi diminuicfo no grau de fosforilacio do receptor de insulina ¢ TRS-1,
como também na associacio IRS-1/PI-3-guinase. Nossos resultados evidenciam gue apos a
infusdo aguda da adrenalina os niveis protéicos da proteina SHPZ nfio mostram alteracBes
significativas. Os resultados do presente estudo confirmam a diminuiciio no grau de
tosforilacdo do IRS-1 de ~ 50% em tecido hepatico e muscular, bem como da associagde do
IRS-1 com a PI 3-quinase, e demonstram ainda uma menor associagio IRS-1/SHPZ. A
etapa distal a estas associacfes, fosforilagio do AKT/PKRB, também apresentou diminuigio
nos tecidos hepatico e muscular destes animais que receberam tratamento agudo com
adrenalina. A atividade AKT/PKE tem sido relacionada como essencial para ativagio da
sintese do glicogénio estimulade pela insulina (KITAMURA er g/, 1998). Assim a
diminuigdo da fosforilacio do AKT/PKB pode contribuir para a resisténcia a insulina

observada nos animais tratados agudamente ¢om adrenalina.

O mecanismo pelo qual a adrenalina reduz os niveis de fosforilagiio do IRS-1 e
as associagOes IRS-1/PT 3-quinase e JRS-1/SHP2 ndo estio bem esclarecidos, mas duas
possibilidades devem ser consideradas: a) E conhecido o fato de que agentes que aumentam
o nivel de AMPc intracelular, elevam a fosforilagdc em serina e treonina, reduzem a
fosforilagdo em tirosina e inibem a atividade tirosina quinase estimulada pela insulina de
seu receptor. Sendo assim, 0 AMPc pode atenuar a a¢io da insulina por alterar o estado de
fosforilagdo do receptor. E possivel também gue elevacdes nos nivels de AMPc¢ intracelular
aumentem a fosforilacio em serina do IRS-1 diminuindo sua fosforilagio em tirosina;
b) Outra possibilidade baseia-se na descricdo de que aumentos no AMPc intracelular
podem elevar a atividade das fosfatases, através da ativagio da proteina quinase A (PKA),
Jevando a uma sequéneia de desfosforilagdes (WILSON & KACZMAREK, 1993). E
possivel que a diminuigdo de fosforilagio do IRS-1 induzida pela adrenalina, independente
do mecanismo, ocorra em diversas tirosinas desta proteina, explicando assim a reducdo de

interacdo IRS-1/P1 3 guinase e IRS-1/SHP2.

Diigcusséo

38



Sabe-se que o envelhecimento estd associado & inlolerincia a carboidratos
(DAVIDSON, 1979; DE FRONZO, 1979) e véarios mecanismos tém sido propostos na
tentativa de se eniender tal alteracfio. O envelhecimento € uma situacdo clissica de
resisténcia & insulina. Esta forma de resisténcia hormonal foi bem estabelecida em humanos
(FINK ef al., 1983; REED er al, 1993) ¢ em animais (YOSHIMASA & of., 1988;
CARRASCOSA er al., 1589). AlteragSes nos efeitos bioldgicos da insulina no figado € em
tecidos periféricos sfo descritas em animais senescentes. Observa-se uma diminuicio na
inibicBo da produgio hepéatica de glicose por concentraces fisiologicas de insulina. A
captacdo periférica de ghcose estimulada pela insulina estd redurzida, paralelamente 3

deplecio do “pool” de transportadores de glicose (GULVE et al., 1993; HOUMARD et ol.,
1995).

Os defertos primérios deste fendmeno ainda sfo pouco conhecidos, embora
varios estudos concordem que a idade determina uma forma de resisténcia 4 insulina em
virtude das provaveis alteracdes apds a ligacdo da insulina ao receptor. (KONO er al.,
1990). CARVALHO ef al., (1996) demonstraram que em tecidos muscular e hepatico de
ratos senis, os niveis de receptor de insulina ndo se alteram, mas ocorre uma reducio de
aproximadamente 30% no grau de autofosforilagdio do mesmo, existindo também uma
diminui¢do do nivel de fosforitagio do IRS-1 e redugfio da associagdo IRS-1/PI-3 quinase.
Esta regulac@io acarreta alteracdes no transporte de glicose nos ratos senis. A insulina
estimula a captagio de glicose em tecido muscular e adiposo, em parte pelo estimulo a
translocagio do GLUT4 do compartimento intracelular para a membrana plasmatica
(STEPHENS & PILCH, 1995; RICE & GARNER, 1994; QUON er al, 1995), ¢ a via
IRS-1/P1 3-guinase esté relacionada & ativagfio do transporte de glicose, e a redugdo desta

associacio em ratos senis pode contribuir para a resisténcia observada.

E interessante notar que no envelhecimento ha diferencas na regulagio das
interagBes do IRS-1: a associagdo IRS-1/PI 3-quinase apresenta-se reduzida tanto em figado
como em musculo, mas a interac3o IRS-1/SHP2 mostra regulagio tecidual especifica, com
decréscimo em musculo e aumento no figado. A consequéncia desta regulacdo tecidual
especifica da associaglio IRS-1/SHP2 no envelhecimento nfio estd completamente

elucidada, mas deve refletir na ativacdo AKT/PKB. Nesse sentido, os resultados
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demonstraram uma diminui¢do na fosforilacio do AKT/PKB em musculo mas nfioc em
figado. Como ha uma relacfio entre a atividade e a fosforilagio do AKT/PKB, podemos
sugerir que no figado de ratos senis a atividade AKT/PKB induzida pela insulina €
provavelmente normal, a qual pode contribuir para explicar a supressfo normal da

producio de glicose hepatica durante a infusfio de doses fisioldgicas de msulina.

Por outro lado, em mmisculo a diminuicio de fosforilagfio/ativacio da AKT/PKB
pode contribuir para a resisténcia 4 insulina nesse tecido, considerando o importante papel
desta serina quinase na transmissdo do sinal insulinico em direcfo 4 homeostase de glicose.
O mecanismo responsdvel por estas regulacBes tecido-especificas de associagdes
IRS-1/SHP2 e ativacio AKT/PKB nfio esid totalmente esclarecido, mas os niveis de IRS-]

podem desempenhar um papel importante, pois diminuem no musculo, mas ndo no figado

de ratos senis.

A exposicio prolongada ao excesso de glicocorticéides estd associada a
estados de resisténcia 4 insulina e & hiperinsuliemia, que podem ser resultantes de

alteracdes em uma ou mais das véarias respostas celulares ao estimulo insulinico
(GRUNFELD et al., 1981; RIZZA er al.,1982).

Em ratos, o tratamento cronico com dexametasona também induz a resisténeia
acfio da insulina, evidenciada por alteragBes no metabolismo de glicose em tecido hepatico
e tecidos periféricos, bem como a reducfo na captaciio de aminoécidos em musculo ¢
diminuicio da lipogénese em tecido adiposo (DE PIRRO er al., 1981; AMATRUDA ef al.,
1985 ). A dexametasona também melhora a estimulacfio da sintese de DNA mediada por
insulina (GERMINARIO & McQUILLAN, 1985).

Nossos resultados demonstraram que © tratamento com dexametasona ndo
induziu altera¢des da guantidade protéica da SHP2 em figado e musculo. Observamos
diminuicdes significativas no grau de fosforilagdo do IRS-1 apés 5 dias de tratamento com
dexametasona, associadas a4 diminuicio na interacdo desta com a PI 3-quinase, e sem
alteracdio na associacdo do IRS-1/8HP2. A redugfio da interagdo IRS-1/PI 3—quinase
descrita em muasculo poderia explicar pelo menos em parte, a reducfio na captacio de

glicose e translocagio do GLUT 4 descritos em outros estudos (SANCHEZ-MARGALET
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et al., 1994; HARUTA et al, 1995, WELSH er g/, 1994, CHEATHAM ef al, 1994). A
auséncia de alteracdo na associagdo IRS-1/SHP2 pode também contribuir para explicar 2
manutengio de efeitos mitogénicos da insulina nesta situacio, a despeito de alteracBes nas

acHes metabolicas deste horménic.

Assim, embora ocorra uma diminuiglo nos niveis de fosforilacio do IRS-1, a
nfo alteragio da associagio do IRS-1 com a SHP2, apos injecio de insulina em figado e
musculo de ratos tratados com dexametasona, provavelmente contribui para a preservagio
da via de transmissdo especifica destinada a otimizar a resposta mitogénica 4 insulina apos

sua sensibilizacdo por dexametasona.

Como os animais tratados com dexametssona também apresentam
hiperinsulinemia, néc podemos atribuir nossos resultados exclusivamente 2 uma aclo direta
do excesso de glicocorticdides, uma vez que j4 estd estabelecido que 08 aumentos nos
niveis de insulina sérica em animais ou em cultura de células podem causar alteracBes nas

etapas iniciais da transmissdo do sinal insulinico (SAAD ef ¢/, 1992; 1994; 1995).

Entretanto, existem consideraveis evidéncias de que o excesso de
glicocorticéides, isoladamente, pode induzir redugdes nos niveis e graus de fosforilacdo do
IRS-1 em culturas de células do tipo adipdeitos 3T3 (SAAD e al, 1994). E possivel que a
diminui¢do nos niveis de IRS-1 em cultura de células tratadas com dexametasona seja

consequéncia de uma reducfo na sintese do mesmo (SAAD ef al., 1994).

O jejum prolongado € uma situaclio fisiopatologica caracterizada por
deficiéncia e resisténcia & insulina (ALMIRA & REDDY, 1979, FRIEDENBERG et al.,
1985). Apos um jejum de 72 horas observa-se reducio da agdo insulinica tanto em tecidos
periféricos quanto em tecido hepatico, associado a um aumento no niimero de receptores de
insulina (ALMIRA & REDDY, 1979).

Nossos resultados demonstram que no jejum prolongado ha um aumento no
grau de fosforilacdo do IRS-1 em figado ¢ muasculo de ratos. Apés um jejum de 72 horas
ha uma malor associagio/ativagiio IRS-1/PY 3-quinase, sugerindo que o defeito molecular
responsavel pela resisténcia a insulina no jejum ndo esteja na via IRS-1/PI 3-quinase

(SAAD et al.; 1992, FOLLI et al., 1993).
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De maneira similar ao observado na associagdio IRS-1/PI 3-quinase no jejum
prolongado, houve também um aumenio da associagio IRS-1/SHP?2 tanto em figado quanto

ern misculo.

F interessante destacar que no outro modelo animal de resisténeia 4 insuling e
hipoinsulinemia - o diabetes induzido por STZ - 0 aumento de fosforilagio do IRS-1 e
associagdo IRS-1/P1 3-quinase ndo fol acompanhada de aumento da associagio
IRS-1/SHP2, diferente do jejum em que houve 0 aumento nesta associacdo. Os mecanismos
responsaveis por esta discrepdncia ndo s@o conhecidos, mas como a hiperglicernia € a
principal diferenca entre esses modelos, € possivel que ela tenha algum papel nesse

processo. Entretanto, essa hipotese necessita futuras investigacdes.

A analise integrada dos 5 modelos animais sugere que a regulacio do grau de
fosforilagio do IRS-1, bem como da interacdo deste com a Pl 3-quinase depende dos niveis
insulinémicos do animal: animais hiperinsulinémicos apresentam menor fosforilagio e
menor interagdc IRS-1/PI 3-quinase, e animais hipoinsulinémicos mostram o oposto. Por
outro lado, a regulagdo da interagio IRS-1/SHP2 ndo parece manter nenhuma relagio com

niveis insulinémicos.

Parece que a interagdo IRS-1/SHP2 contribui para a modulagio da transmissio

do sinal insulinico, influenciando a fosforilagdo/ativacio da AKT/PKB.

Em situacles com aumento da fosforilagio de IRS-1 sem aumento na
associagdo IRS-1/SHP2Z, o efeito final de AKT/PKB ¢ atenuado, como demonstrado em
figado e musculo de amimais tratados com STZ. Por outro lado, a diminuicic da
fosforilagio do IRS-1, sem uma diminuigdo da associagdo IRS-1/SHP2, protege &

fosforilagio do AKT/PKB, como demonstrado em figado dos animais senis.
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6. CONCLUSOES



a) Em animais com diabetes induzido por STZ houve um aumento no grau de fosforilagio
do IRS-1, sem alteracio na interacfio IRS-1/SHP2, ¢ uma reducfio no grau de

fosforilagdo do AKT/PKE, tanto para tecido muscular como tecido hepétice.

b} A administra¢do de adrenaling induziu uma redugfic no grau de fosforilagio do IRS-1,

acompanhada de uma diminui¢io da interacfio do IRS-1/SHP2 e do grau de fosforilacio

do AKT/PKD, em tecido muscular e hepético.

¢) No envelhecimento em tecide hepético ocorreu uma reducio no grau de fosforilacgo do
IRS-1, com um aumento na interacfio IRS-1/SHPZ e sem alteragfo do grau de
fosforilagdo do AKT/PKB. Em tecido muscular, a reducfio do grau de fosforilaciio do

IR5-1 foi acompanhada da reducfio da interac8o IRS-1/SHP2 como também do grau de
fosforilacio do AKT/PKR.

d) No jejum prolongado em tecido hepético e muscular ocorreu uma elevagio do grau de

fosforilac@o do IRS-1, acompanhado de um aumento na interacio IRS-1/SHP2.

e} O uso da dexametasona por 5 dias induziu a reducfio do grau de fosforilagic do IRS-1 e

da interag@o IRS-1/SHP2 em tecido muscular e hepatico.

f) Em todas as situagbes de resisténcia 4 insulina acima descritas os niveis teciduais de

SHP2 se mantiveram inalterados.
g} Nio se estabeleceu nenhuma relagfo entre niveis insulinémicos ¢ interacfio IRS-1/SHP2.

h) Provavelmente a interagio IRS-1/SHP2 contribuiu para a modulagiio da transmissfio do

sinal insulinico, influenciando a fosforilacdo do AKT/PKB.
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7. SUMMARY



Insulin stimulates the tyrosine kinase activity of insulin receptor resulting in the
phosphorylation of its cytosolic substrate, insulin receptor substrate 1 (IRS-1). After
activation on by insulin, IRS-1 associates with several proteins, including
phosphatidylinositol (P1j 3-Kinase, phosphotyrosine phosphatase Syp, and adapter
molecules like Nck, Grb2 and Fyn.

Using antipeptide antibodies to SHPZ, to IRS-1, to antiphosphotyrosine and to
AKT/PKB it is possible to study insulin-stimulated IRS-1 phosphorylation and the
association between IRS-1 and SHP2: and the of phosphorylation AKT/PKB. It’s also
possible to quantify the level of SHPZ.

In the present study we have examined early steps of insulin action in muscle
and liver in five amimal models of insulin resistance: 72 hours fasting and diabetes (S8TZ)
(hypoinsulinemia), aging and effect of chronic treatment with dexametasone
(hyperinsulinemia) and the effect of acute epinephrine treatment (normoinsulinemia).

We used immunoprecipitation and immunoblotting technices with specific antibodies.

In liver of diabetic rats (STZ) there was an increased IRS-1 phosphorylation of
141 + 12% compared to the control vaiue (p <0.05). The IRS-1/SHP2 association did not
change, but the phosphorylation level of AKT/PKB was decreased in the liver of rats
treated with STZ. In muscle samples there was an increase in IRS-1 phosphorylation to
191+ 14% (p< 0.036), without change in the association of IRS-1 with SHP2. There was
also no change in SHP2 protein level, and the AKT/PKB phosphorylation was reduced to

70 £ 7%(p< 0.04) of in muscle of diabetic rats compared to controls.

in fasting there was an increase to 152 + 13% {p< 0.007) in IRS-1
phosphorylation. There was also an increase of IRS-1/SHP2 association to 136 = 7%
(p< 0.035) in liver tissue of fasting rats, after insulin stimulation compared to controls.
In muscle samples from fasting rats the results were similar to that in liver. There was an
increase to 1535 + 2% (p<0.019) IRS-1 in phosphorylation in tissue of diabetic rats
compared to controls afier msulin-stimulation. There was an increase of IRS-1/SHP2

association of 162 = 7% (p< 0.019) in tissue of diabetic rats compared to controls.
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Int rats treated acutely with epinephrine there was a decrease in insulin-
stimulated IRS-1 phosphorylation to 37 = 3% of control value (p< 0.019), accompained by
reduced to 52 + 3% (p< 0.002) in IRS-1/SHP2 association in liver. The level of SHP2
protein was found be unchanged and the AXT/PKB phosphorviation induced by insulin
was reduced to 60 £ 5% (p< 0.045) in the liver of rats treated acutely with epinephrine.
In muscle of epinephrine treated rats, there was a marked reduction to 57 £ 9% (p< 0.003}
in insulin-stimulated IRS-1 phosphorylation compared to control. The association of
IRS-1/8HP2 was reduced to 20 + 7% (p< 0.041) in muscle of epinephrine treated rais.
There was no change in the SHP2 protein level, and the phosphorylation of AKT/PKB was

reduced to 70 £ 6% (p<0.030) in muscle of rats treated with epinephrine.

There was a decrease in IRS-1 phosphorylation to 64 = 7% in liver of
20-month-old rats compared to 2-month-old rats. When the same blots were subsequently
incubated with anti-SHP2 antibody there was an increase to 155 + 9% (p<G.012) in
insulin-induced IRS-1/SHP2 asscciation in liver of 20-month-old rats compared to
2-months-old rats. Aging did not change the level of SHP2 protein and the phosphorylation
level of AKT/PKB in liver. In muscle there was a decrease in insulin-stimulated IRS-1]
phosphorylation to 50 £ 7% (p< 0.007) in 20-months-old rats. There was a simultaneous
decrease to 48 + 6% (p< 0.034) in msulin-induced IRS-1/SHP2 association 1n muscle of
20-months-old rats. The AKT/PKB phosphorylation was reduced to 70 = 6% (p< 0.05) in

muscle of the 20-month-old rats when compared 2-month-old rats.

Finaly, dexamethasone freatment for 5 days induced a decrease in
insulin-stimulated IRS-1 phosphorvlation levels to 48 + 5% (p< 0.040), without changes in
insulin-induced IRS-1/SHP2 association in liver of rats. Immunoprecipitation and
immunoblotting with anti-SHP2 antibody showed that the level of this protein did not
change in liver of rats treated with dexamethasone. In muscle tissue the results were similar
to that in liver. There was a reduced 1n insulin-induced IRS-1 phosphorylation to 36 = 5%
(p< 0.035), and there was no change in the association of IRS-1 with SHPZ2 in muscle of
rats treated with dexametasone after stimulation with insulin. There was also no change in

SHP?2 protein level in muscle of treated rats compared to controls.
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In summary, the results demonstrated that in hiperinsulinemia animals
(i.e.; aging and dexamethasone treatment) there is a increased IRS-1 phosphorylation
induced by insulin compared to controls and in hipoinsulinemia models {i.e.; fasting and
STZ treatment) the IRS-1 phosphorylation induced by insulin is reduced. This phenomenon
influence the downstream signal transduction through the IRS-1 pathway as indicated by
reduced insulin-induced AKT/PKB phosphorylation in liver and muscle of diabetic rats:
increased insulin-induced IRS-1/SHP2 association in liver and muscle of fasting rats and

liver of aging animals.

Our results suggest that modulation in insulin signal transduction through IRS-1

may occur in Tesponse to insulin circulatory levels and for metabolic changes.
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The insulin receptor substrate 1
associates with phosphotyrosine
phosphatase SHPTP2 in liver and
muscle of rats
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Abstract
Correspondence Insulin stimulates the tyrosine kinase activity of its receptor resuiting  Key words
M.LA. Saad in the phosphorylation of its cytosolic substrate, insulin receptor  « Insulin action
Departamento de Clinica Médica substrate-1 (IRS-1) which, in tum, associates with proteins containing  + Insulin receptor substrate
FOM, UNICAME SH2 domains. It has been shown that IRS-1 associates with the  * Phosphotyrosine
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tvrosine phosphatase SHPTP2 in cell cultures. While the effect of the ~ PNOsphatase
IRS-1/SHPTP2 association on insuiin signal transduction is not com-  ° SHFPTPZ
pletely known, this association may dephosphorylate IRS-1 and may 77T
Presented at the X Annual Meeting play a critical role in the mitogenic actions of insulin. However. there

of the Federagao de Sociedades de is no physiological demonstration of this pathway of insulin action in

Biologia Experimental, Caxermbu, animal tissues. In the present study we investigated the ability of

MG, Brasil. August 26-29, 1328, insulin to induce association between IRS-1 and SEPTP2 in liver and

muscle of intact rats, by co-immunoprecipitation with anti-1RS-1

antibody and anti-SHPTP2 antibody. In both tissues there was an

increase in IRS-1 association with SHPTP2 afier insulin stimulation.

This association: occurred when IRS-1 had the highest level of tyrosine

phosphorylation and the decrease in this association was more rapid

Received April 14, 1998 than the decrease in IRS-1 phosphorylation levels. The data provide

Accepted August 13, 1998 evidence against the participation of SHPTP2 in IRS-1 dephosphory-
""""""""""""" lation n rat tissues. and suggest that the insulin signal transduction

pathway in rat tissues is related mainly to the mitogenic effects of the

hormone.
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The insulin receptor s the principal me-  gested that the mechanism of insulin action
diator of insulin action on cellular and meta-  involved the tyrosyl phosphorylation of in-
bolic processes. The insulin receptor 8-sub-  tracellular substrates. An insulin-stimulated
unit, which contains an intrinsic tyrosine  phosphoprotein called ppl835 was identified
kinase, undergoes tyTosyl autophosphoryla-  in many cells and tissues using anti-phos-
tion and 1s activated in response to insulin - photyrosine antibodies. One component of
binding w0 the extracellular o-subunit (1).  the ppl835 band was purified and cloned
Moreover the discovery of the tyrosine ki-  from several sources (2-4) and the cloned
nase acuvity of the insulin receptor sug-  protein was called insulin receptor substrate
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1 {IRS-1}. Evidence from different sources
has shown that the phosphotyrosine-con-
talning form of IRS-1 binds 1o the enzyme
phosphatidylinositol 3-kinase (PI 3-kinase}
through the Sre homology 2 (SH2) domains
of the latter {4.5) and that this association
activates the enzyme.

in addition to PI 3-kinase, other proteins
containing SH2 domains such as SHPTP2,
Nck, Grb2 have been shown to bind to IRS-
E(1). SHPTP2 isan SH2 domain-containing
tyrosine phosphatase that associates with the
COOH-terminal tyrosine phosphorylation
sites of TRS-1 in cell cultures (6), and this
association increases the phosphatase activ-
ity of SHPTPZ in vizro (7). However, there is
1o physiological demonstration of this path-
way of insulin action in animal tissues. In the
present study we investigated the ability of
insulin to induce association of IRS-1 and
SHPTPZ in liver and muscle of intact rats,
two of the main target tissues for insulin
action.

The rats were anesthetized with sodinm
amobarbital (15 mg/kg body weight, intra-
peritoneally) and used in the experiments
10-15 min later, as soon as anesthesia was
assured by the loss of foot and comeal re-
flexes. The abdominal cavity was opened,
the vena cava exposed and 0.5 ml saline
(0.9% NaCl), containing or not 6 pg of insu-
lin, was injected. After the indicated time,
the liver or muscle was removed, minced
coarsely and immediately homogenized in
extraction buffer (1% Triton X-100, 100
mM Tris, pH 7.4, containing 100 mM so-
dium pyrophosphate, 100 mM sodium fluo-
nide, 10 mM EDTA. 10 mM sodium vana-
date, 2 mM PMSF and 0.1 mg aprotinin/mi}
at 4°C with a Polytron PTA 20S generator
(Brinkmann Instruments model PT 10/35:
Westbury, NY) operated at maximum speed
for 30 s. Both extracts were centrifuged at
13,000 rpm and 4°C in a Beckman 70.1 T
roter (Pale Afto. CA) for 45 min to remove
insoluble material, and the supematant of
these tissues was usaed for Immunoprecipit-

MM, Lime et al

tion with anti-IRS-1 antibody and protein A
Sepharose 6 MB. The samples were treated
with Laemmli sample buffer (8) containing
100 mM DTT, heated in a boiling water bath
for 4 min and submitted to SDS-PAGE (6.5%
Tris/acrylamide). Electrotransfer of proteins
from the gel to nitrocellulose was performed
for 2 h at 100 V {constant) in the Bio-Rad
miniature transfer apparatus (Mini-protean),
as described by Towbin et al. (9) but with
0.02% SDS added to the transfer buffer to
enhance the elution of high-molecular mass
protein. Nonspecific protein binding to ni-
trocetlulose was reduced by pre-incubating
the filter overnight at 4°C in blocking buffer
(3% BSA, 10 mM Tris, 150 mM NaCl and
0.02% Tween 20). The pre-stained molecu-
lar mass standards used were myosin {205
kDa), galactosidase (116 kDa), BSA (80
kDa) and ovalbumin (49.5 kDa). The nitro-
cellulose blot was incubated with anti-phos-
photyrosine (1 u/ml) or anti-SHPTP2 (1:100)
antibodies for 4 h at 22°C. Monoclonal anti-
phosphotyrosine antibody and anti-IRS-1 and
anti-SHPTP2 antibodies were from Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA. The
blots were subsequently incubated with 2
pCi [=*T]-protein A (30 uCi/ug) in 10 ml of
blocking buffer for 1 h at 22°C and washed
again. ['*I]-protein A bound to the antibod-
ies was detected by autoradiography using
preflashed Kodak XAR film with Cronex
Lightning Plus intensifying screens at -70°C
for 12-48 h. Band intensities were quantified
by optical densitometry (Molecular Dynam-
ics) of the developed autoradiogram (10-
123,

Teo estimate the rate of insulin-induced
IRS-1 phosphorylation in the liver, we per-
formed a time course experiment after the
administration of insulin into the portal vein.
Liverextracts were immunoprecipitated with
anti-IRS-1 antibody and blotted with anti-
phosphotyrosine antibody. As shown in Fig-
ure 1A, 30 s after exposure 1o insulin there
was a substantial increase in the phosphory-
lation of IRS-1, the rate of which decreased
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insulin-induced iRS-1:SHPTPZ interaction

A tme 0 300 907 3 5 13
j insuin e O
IRS-1—

»
b

‘B e G307 80 3 5 15
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insulin - e -+ + +

SHFTPI—

A Time 0 307 807 3 5 15
insulin — + + + +
RS- l s

B Time 0 307 %0 3 B 18
insulin. —  + + + +

SHETPZms - W e me

thereafter and had almost vanished by 15
mun. In order {o invesfigate the association
of SHPTP2 with IRS-1 the same membrane
was stripped and re-blotted with anti-SHPTP2
antibody. Figure 1B shows that there is a
basal association between IRS-1 and SHPTP2
which increases 30 s after insulin infusion
and returns to basal levels thereafter. It is
interesting to note that at 90 s and 3 min after
insulin infusion there still was IRS-1 ty-
rosine phosphorylation, but the association
with SHPTP2 was just basal.

The results obtained for muscle were
similar to those obtained for hiver but high
tyrosine phosphorylation levels of IRS-1 were
observed at 30 and 90 s after insulin infusion
(Figure 2A). When these samples previously
immunoprecipitated with anti-IRS-1 antibody
were blotted with anti-SHPTPZ antibody, an
important association was observed 30 s

Figure 1 - Time course of insulin-stimulated 1831 -
rosing phosphoryiation (panel &) and assotiation with
SHFTPZ in rat liver {panel 8. Bats were angsthetizag
and the abdominal wall was incised o expose ihe
viscera, Saline o7 insulin was infused ar the indicated
tme. The tussuss weare excised and homogenized in
on buffer a7 £4°C as cescribed in the text. Afer
ugation, alicucis contzining agquel amounis of

TOTEIN werg Immunoprecipitated with anti-RS-1 anti-

on 8.5% SDSpoivacrylamide gels. The protein bands
wers subsequently transferred 1o a nitroceiluiose mam-
brang and detecied with anti-ghesohotyrosine anlidody
{&) or anti SHFTR2 (B and "#Hj-protein A, after which
the membrane was subjected o autcradiograghy. The
data are representative of five experiments.

Figra 2 - Time course of insulin-stimulzted IRS-1 oy-
rosine phosphoryiation {panel Al and association with
SHFETPZ in rat muscle (panel B Rats were anasthe-
uzed and the abdominai wail was incised 1o expose the
viscera. Saline or insulin was infused at the indicated
tme. The tssues were excised and homogenized n
exzraction buffsr 2t 4°C as described in the text. After
centrifugation, sliqucts contzining equal amounts of
Drotein were Immuncpracigitated with ant-IBS-1 anu-
sady and immuncblotted as described in the jegend w0
Figure 1. The date are reprasentative of four experi-
ments.

after insulin infusion, which was dissociated
from IRS-1 tyrosine phosphorylation, whose
levels continued to be high up to 90 s.

The results presented here show that
SHPTP2 associates with phosphorylated IRS-
1 in Hiver and muscie of rats. In cell culture,
SHPTP2 is activated during association with
IRS-1. While the effect of IRS-1/SHPTP2
association on signal transmission is not com-
pletely known, there is a possibility that this
interaction autoregulates JRS-1 phosphory-
lation. The tyrosine phosphatase SHPTP2
may dephosphorylate signaling intermedi-
ates located either in the IRS-} signaling
complex or at distant sites, thus downregu-
lating signaling. In this regard, there is a
study showing that SHPTPZ is able to de-
phosphorylate IRS-1 in vitro {13), but this
phenomenon was not observed in vivo (14-
16). Our results showing that IRS-1/SHPTP2

Anexos 1
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Introduction

Insulin resistance is defined as a subnormal biologic response to a given
concentration of insulin, and is characteristic of many disease states including type 2
diabetes, unconirolled type 1 diabetes, aging and excess of epinephrine. Although various
defects in insulin action have been reported in these conditions, the exact mechanisms

involved in the insulin resistance have not been adequately elucidated.

The insulin receptor is the principal mediator of insulin action on cellular
mitogenic and metabolic processes. The insulin receptor B-subunit, which contains an
intrinsic tyrosine kinase, undergoes tyrosyl autophosphorylation and is activated in
response 1o insulin binding to the extracellular a-subunit { White and Kahn 1994 ). This
interaction further enhances the fyrosine kinase activity of the receptor towards other
intermediate molecules, including insulin receptor substrate-1 (IRS-1), (Sun et al, 1991;
White et al, 1985). Afier a stimulation by insulin, IRS-1 associates with several proteins,
including phosphatidylinositol (P1) 3-Kinase, phosphotyrosine phosphatase Syp, and
adapter molecules like Nck, Grb2 and Fyn ( Backer et al., 1992; Harari et al., 1992; Myers
and White, 1996). The enzyme PI 3 —Kinase has been shown to play a critical role in many
of the metabolic effects of the insulin, including stimulation of glucose transport, activation
of glycogen synthase, and inhibition of phosphoeno! pyruvate carboxykinase (PEPCK), the
key enzyme of gluconeogenesis (Cheathan and Kahn 1995). Different approaches have
demonsirated that AKT/PKB, a serine-threonine kinase with a pleckstrin homology
domain, is functicnally located downstream of PI 3-kinase { Coben et al., 1997; Klippel et
al., 1997; Tanti et al.,1997; Downward, 1998; Kitamura et al., 1998).

SHP2 i1s an SH2 domain-containing tyrosine phosphatase that associates with
the COOH-termmnal tyrosine phosphorilation sites of IRS-1 in cell cultures, and this
association increases the phosphatase activity of SHP2 in vitro (Kuhné et al., 1993). We
have recently demonstrated that in rats tissues insulin induces IRS-1/SHP2 association in
vivo, suggesting that this pathway is physiologically relevant {Lima et al., 1998). However
the regulation of this association in situations of altered IRS-1 phosphorylation was not

investigated. In the present study we investigated insulin-induced TRS-1/SHPZ association

Anexos 2
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and AKT/PKB phosphorylation in liver and muscle of three animal models of insulin
resistance. STZ diabetes, epinephrine-treated rats and aging, which have in common

alteration in IRS-1 tyrosine phosphorylation { Saad et al, 1995; Folli et al., 1993; Carvalho
et al., 1996}
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MATERIALS AND METHODS
Adaterials

The reagents and apparatus for sodium dodecy! sulfate-polyacrylamide gel
electrophorests  (SD5-PAGE) and immunoblotting were obtained from Bio-Rad
(Richmond, CA, USA)}. Tns, (hidroxymethyl] amino-methane (Tris) phenylmethyisulfonyl
fluoride {(PSMF), aprotinin, silicone, and dithiothreitol (DTT), Triton X-100, Tween 20 and
glycerol were from Sigma Chemical Co. (St Louts, MO, USA). Sodium amobarbital was
from Lilly. Human recombinant insulin {Humulin R} was from Biobras. ['* Ji-Protein A
was from Amersham {Amersham, UK) and protein A Sepharose 6 MB from Pharmacia
{Uppsala, Sweden). Nitrocellulose (BAZS, 0.2 um) was from Schleicher & Schuell. Male
Wistar rats were from the UNICAMP Central Breeding Center. Monoclonal
antiphosphotyrosine antibody {(ePY/ clone 4G10) was from Upstate Biotechnology

Incorporated (UBI, Lake Placid, NY). Anti-IRS-1 («IRS-1/C20), Anti-SHP2 (aSHP2/ C-
18) antibodies were from Santa Cruz Technology Santa Cruz, CA) and Anti-AKT
phosphorylated antibody from New England Biolabs (Hitchin, UK).

Arnimals

Male Wistar rats, 6 weeks old, were divided into two groups and the studies
were performed in parallel using the control and treated rats. All groups received standard
rodent chow and water ad libitum. Food was withdrawn 12-14 h before experiments.
Diadetes was induced in the rats with sireptozotocin in 0.01 M citrate buffer, pH 4.5,
administered EV in 2 single dose of 58 mg/kg body wt 10 overnight-fasted rats. Diabetic
rats were studied 7 d after streptozotocin injection. Male Wistar rats 6 weeks old, rats
anesthetized were injected intraperitoneally with epinephrine 25 pg/100g body wt or an
equal volume of saline (control group) and the animals used 5 min later or series of
experiments. Male wistar rats were divided into two groups by age 2 months old (control)
or 20 months old. The groups were fed standard rodent chow and waier ad libitum. Food

was withdraw 12-14 hours before the experiments.
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Methods

The rats were anesthetized with sodium amobarbital (15 mg/kg body weight,
intraperitoneally)} and used in the experiments 10-15 min later, as soon as anesthesia was
assured by the loss of pedal and corneal reflexes The abdominal cavity was opened, the
portal vein exposed and 0.5 ml of normal saline (0 time) or 6ug of insulin was mjected. At
30 seconds the liver was removed, and at 90 seconds the muscle was removed, minced
coarsely and immediately homogenized in extraction buffer (1% Triton X-100, 100 mM
Tris, pH 7.4, containing 100 mM sodium pyrophosphate, 100 mM sodium fluoride, 10 mM
EDTA, 10 mM sodium vanadate, 2 mM PSMF and 0.1 mg of aprotinin/mi} at 4° C with 2
Polytron PTA 208 generator (Brinkmann Instruments model PT 10/35) operated at
maximum speed for 30 seconds. Both extracts were centrifuged at 15 000 rpm and 4° C in
a Beckman 70.1 Ti rotor (Palo Alto, CA) for 45 min to remove inscluble material, and the
supernatant of these tissues was used for imunoprecipitation with anti-IRS-1 antibody and
protein A Sepharose 6 MB. We also used whole tissue extract in the determination of AKT
phosphorylation. The samples were treated with Laemmli sample buffer (Laemmli et al
1970) containing 100 mM DTT and heated in a boiling-water bath for 4 min SDS PAGE
(6.5% Tris/acrylamide) was carried. Electrotransfer of proteins from the gel to nitrocelulose
was performed for 2 h at 100 V (constant) in the Bio-Rad miniature transfer apparatus
(Mini-protean), as described by Towbin et al., 1979, but with 0.02% SDS added to the
transfer buffer to enhance the elution of high-molecular mass protein. Non-specific protein
binding to nitrocellulose was reduced by pre-incubating the filter overnight at 4° C in
blocking buffer (3% BSA, 10 mM Tris, 150 mM NaCl and 0.02% Tween 20). The pre-
stained molecular mas standards used were myosin (205 kDa), (-galactosidase (116 kDa),
BSA (80kDa) and ovalbumin {49.5 kDa). The nitroceltulose blot was incubated with anti-
phosphotyrosine {1p/mi), anti-SHPTP2 (1:100) or anti AKT antibodies for 4 h at 220 C.
Monoclonal anti-phosphotyrosine antibody, anti-IRS-1 and anti-SHPTP2 antibodies were
from Santa Cruz (CA). The blots were subseqguently incubated with 2 uCi [**’I] protein A
(30 uCi/ug) in 10 ml of blocking buffer for 2 h at 22° C and washed again. [ *'T] protein A
bound to the antibodies was detected by autoradiography using preflashed Kodak XAR film

with Cronex Lightning Plus intensifying screens at -70° C for 12-48h. Band intensities were
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guantified by optical densitometry (Molecular Dynamics) of the developed autoradiogram
(Saad et al ,1996; Thirone et al., 1997) .

Statistical analysis

The experiments were perfomed by studying all groups of animals in parallel.
For comparisons, Student’s unpaired t-test was used as appropriate. The level of

significance employed was P < 0.05.
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RESULTS

Characteristics of insulin-stimulated IRS-1 phosphorviation and association

with SHP2 iz liver and muscle of STZ-treated rats

Figure 1 illustrates the protocol for assessing insulin signalling in the STZ-
treated rats. Control and STZ-treated rats were injected with saline or mmsulin and after 30 s
and 90 s liver and muscle were removed and homogenized as deseribed in Methods. The
extracts were immunoprecitated with specific antibodies and then submitted to SDS-PAGE
under reducing conditions and were blotted on to nitrocellulose membranes. These blots

were subsequently analysed using antiphosphotyrosine and anti-SHP2 antibodies.

In samples from liver previously immunoprecipitated with anti-IRS-1 antibody
and immunoblotied with antiphosphotyrosine antibody, there was a clear increase in
insulin- stimulated IRS-1 phosphorylation 1o 141 + 12% of the control value { p<0.05 ) in
STZ-treated rats {Fig 1A). IRS-1 can bind and activate other proteins including the
phosphotyrosine phosphatase SHP2. We stripped these nitrocellulose membranes and
incubated them with anti-SHP2 antibody. The results demonstrated that there was no
change in IRS-1/SHP2Z association in liver (Fig 1B) Immunoprecipitation and
immunoblotting with anti-SHP2 antibody showed that the level of this protein did not
change in the liver of rats treated with STZ, (Fig 1C). We analyzed the insulin-induced
AKT/PKB phosphorylation in whole tissue extract using an anti-AKT phosphorylation.
After stimulation with insulin, a band could be observed indicating that AKT/PKB protein
is phosphorylated phosphorylation in both control and STZ diabetes rats. Based on
immunoreactivity, the insulin-induced phosphorylation level of AKT/PKRB was decreased

in liver of STZ treated rats to 65 £ 6% { p <0.035), (Fig 1D).

In samples from muscle of STZ-treated rats the results were similar to that in
liver. There was an increase m msulin-induced IRS-1 phosphorylation to 191 = 14%
{(p< 0.036) in muscle of STZ-treated rats. (Fig 2A). Figure 2B shows that there was no
change in the association of IRS-1 with SHP2 in muscle of rats treated with STZ after
stimulation with insulin. There was also no change in SHP2 protein level in muscle of
diabetic amimals (Fig 2C). The AKT/PKB phosphorylation in muscle was reduced to 70 +
7% of the control value {p < 0.04) in muscle of 8TZ treated rats (Fig 2D).
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Characteristics of insulin-stimuilated IRS-1 phosphoryiation and association

with SHP2 in liver and muscle of epinephrine-treated rats

In samples from liver previously immunoprecipitated with anti- IRS-1 and
immunoblotted with antiphosphotyrosine antibody, there was a clear decrease in insulin-
stimulated IRS-1 phosphorylation to 37 + 3% of the control value {p < 0.019) in
epinephrine treated rats (Fig 3A). After stimulation with insulin, IRS-1 is co-precipitated
with SHP2 and this association was reduced to 52 = 3% of the control value ( p< 0.002 ) in
liver of epinephrine treated rats(Fig 3B). Using a specific anti- peptide antibody against
SHP2, the level of this protein was found to be unchanged in the liver of rats treated acute
with epinephrine (Fig 3C). The AKT/PKB phosphorviation induced by insulin was signi
ficantly reduced to 60 £ 3% { p< 0.045) in liver of epinephrine treated rats (Fig 3 D).

Figure 4A shows that there was a marked reduction 1o 57 + 9% (p < 0.003) in
insulin-stimulated IRS-1 phosphorylation in muscle of epinephrine treated rats, compared
to controls. The association of IRS-1 with SHP2 afler insulin stimulation, determined by
immunoblotting the same membrane with SHP2 antibody, was reduced to 20 + 7% of the
control value (p < 0.041) in muscle of epinephrine treated rats (Fig 4B). There was no
change in the SHP2 protein level of muscle from rats treated with epinephrine
(Fig 4C).The phosphorylation of AKT/PKB was reduced to 70 + 6% ( p< 0.0 30 ) in muscle
of rats treated acutely with epinephrine (Fig 4D).
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Characteristics of insulin-stimulated IRS-1 phosphoryiation and association
with SHP2 in the liver and muscile of 2 month-old or 20 month-old rais.

Figure 5A shows that after insulin stimulation, there was a decrease of TRS-1
phosphorylation to 64 + 7% in liver of 20 months old rats. When the same blots were
subsegquently incubated with anti-SHPZ antibody there was an increase to 155 = 9%
(p < 0.012 ) in msulin-induced IRS-1/SHP2 association in liver of 20 months old rats
compared to 2 moths old rats{ Fig 5B). Aging also did not significantly change the level of

SHPZ protein in liver{ Fig 5C). The insulin-induced phosphorylation level of AKT/PKB did

not change significantly in liver of aging rats (Fig 5D).

In samples from muscle previously immunoprecipitated with TRS-1 antibody
and imunocblotted with antiphosphotyrosine, there was a decrease in insulin-stimulated IRS-
I phosphorylation to 50 £ 7% ( p < 0.007) in 20 months old rats (Fig 6A). To examine the
association of IRS-1 with SHPZ , blots of samples which had been previously
immunoprecipitated with anti-IRS-1 antibodies were incubated with antﬁSHPE antibody.
As expected there was a decrease t0 48 + 6% {p < 0.034) in insulin-induced IRS-1/SHP2
association in muscle of 20 months old rats (Fig 6B). There was no change in the SHP2
protein level in muscle of 20 months old rats (Fig 6C) In muscle the AKT/PKB

phosphoryvlation was reduced to 70 + 6% (p< 0.05) of the 20 months-old rats when
compared to 2 month-old rats (Fig 613).
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DISCUSSION

The molecular events linking the insulin receptor tyrosine kinase to its final
cellular actions 15 a matter of continuing investigation. In the past 8 vears, several of the
garly steps in the cascade of insulin action have been characterized at 2 molecular level.
After insulin binding, the activated insulin receptor kinase catalyzes the tyrosine
phosphorylation of a protein termed IRS-1. IRS-1 has been shown to be a direct substrate
of the insulin receptor both in vive and in vitro and has  several potential serine, threonine,

and tyrosine phosphorylation sites.

Following IRS-1 phosphorviation it can associate with proteins containing SRC
homology 2 (SH2) domains through specific tvrosil phosphorylation sites (Yamauchi et
al.,1995). In cells in culture phosphorylated IRS-1 associates with lipid metabolizing

enzyme PI3-kinase, with NCK, Grb2 and with the phosphotyrosine phosphatase SHP2
(Yamauchi et al., 1995).

We have recently demonstrated that SHP2 associates with phosphorylated IRS-
1 in liver and muscle of rats (Lima et al., 1998). In cell culture it has been shown that SHP2
is activated during association with IRS-1. While the effect of IRS-1/SHP?2 association on
signal transmition is not completely known, there is a possibility that this interaction
autoregulates IRS-1 phosphorylation. The tyrosine phosphatase SHP2 may dephosphorylate
signaling intermediates located either in the IRS-1 signaling complex or at distant sites,
thus downregulating signaling (Milarski and Saltiel, 1994; Yamauchi et al,1995). Data
from different source suggest that SHP2 plays an important role in insulin-induced
transcripition of immediate early gene such as Glut 1, which is crucial for basal glucose
transport in muscles and adypocites (Hausdorff et al, 1995). In addition, Maegawa
et al,1999 recently demonstrated that inhibition of endogenous SHP2 function impaired
insulin sensitivity on glucose metabolism in transgenic mice, suggesting that SHPZ many
function to modulate insulin signaling in target tissues. However, the regulation of IRS-
1/SHP2 association in liver and muscle of animal medels of insulin resistence was not yet

investigated.
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In the present study, we investigated IRS-1/SHPTP2 association in three

situations of insulin resistance that course with altered IRS-1 tyrosine phosphorviation.

STZ diabetes is characterized by insulin deficiency and insulin resistance. The
molecular mechanisms responsible for this insulin resistance is not clear, but at least defects
in early steps in insulin action have been demonstrated. We have previously described that
in liver and muscle of these animals there is an increase in insulin-induced IRS-1 tyrosine
phosphorylation levels. In parallel there is also an increase in IRS-1 association with PI 3-
kinase(Folli et al., 1993). The results of the present study did not demonstrate changes in
insulin -induced IRS-1/SHP2 association in liver and muscle of STZ rats. The mechanism
responsible for the differential regulation of IRS-1 associations for these alterations is not
known, but since there are specific tyrosines in IRS-1 which bind PI 3-kinase or SHP2 we
can suggest that the increase in IRS-Iphosphorylation is probably not in tyrosines which
bind SHP2. The increase in IRS-1/PT 3-Kinase association without an increase in IRS-
1/SHPZ association may attenuate downstream signaling. It is interesting that AXT

phosphorylation was reduced in liver and muscle of STZ-diabetic animals in spite of an

increase in IRS-1/P1 3-Kinase association.

It has long been known that an excess of epinephrine causes insulin resistance
(Folli et al., 1993; Saad et al., 1995). High intracellular cvclic AMP-levels seen to induce
insulin resistance at both receptor and post-receptor levels. Using purified receptors and
artificial substrates in vitro, decreased insulin receptor phosphorylation and kinase activity
have been observed as a consequence of increased cAMP and cAMP kinase (Folli et al .,
1995). We have recently demonstrated that in liver and muscle of rats treated with
epinephrine there is a decrease in insulin-induced insulin receptor and IRS-1 tyrosine
phosphorylation and also in IRS-1/PI 3-kinase association (Saad et al, 1995). In the present

study we demostrated that there is paraliel a decrease in IRS-1/SHP2 association.

It is interesting that insulin induced AKT phosphorylation was attenuated in
epinephrine treated rats. Recently, AKT activity has been reported to be essential for
activation of glvcogen synthase by insulin (Kitamura et al, 1998). Since AKT
phosphorylation correlates with AKT activity we can suggest that a decrease in insulin-

induced AKT phosphorylation may contribute to the insulin resistence observed in
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epinephrine treated rats. The mechanism by which epinephrine reduces IRS-1 tyrosine
phosphorylation levels and associations are not known but at least two possibilities should
be considered. First, it is well known that agents which raise intracellular cAMP levels
increased phosphorylation of the insulin receptor at serine and threonine residues, reduce
insulin-mediated receptor phosphorvlation on tyrosine, and inhibit the insulin-dependent
tyrosine protein kinase activity of the receptor. Thus, cAMP may attenuate insulin action by
aitering the state of phosphorilation of the insulin receptor (Folli et al, 1993;). It is not
known whether an increase in intracellular cAMP also induces a serine phosphorylation in
IRS-1. However, since insulin receptor kinase activity is reduced, a reduction in IRS-i
phosphorylation and hence in the association between IRS-1/P1 3-kinase is also expected.
Another possibility arises from data showing that an increase in cellular cAMP through
activating protein kinase A (PKA) increases the activity of endogenous phosphotyrosine
phosphatase (PTPase), thus leading to a sequence of dephosphorvlation {Wilson and
Kaczmarek, 1993)

The insulin resistance that develops during aging is associated with an
increased glucose intolerance. The rate of glycogen synthesis in response to stimulation by
insulin is markedly decreased in the soleus muscle of 85-week-old Wistar rats (Goodman et
al,,1983), and impaired msulin-stimulated glucose uptake due to a depletion of the pool of
glucose transporters has been observed (Mathaei et al, 1990) . At high insulin levels there is
no alteration in insulin-induced inhibition of hepatic glucose output, suggesting that the
insulin resistence observed in aging is mainly located in skeletal muscle (Davidson et al
1978; Yoshimasa et al., 1988). Carvalho et al., 1996 demonstrated that in liver and muscie
of old rats there is a decrease in IRS-1 tyrosine phosphorylation level and also a decrease in
IRS-1/PI 3-kinase association. Evidence from other sources and using different approaches
demonstrated a correlation between PI 3-kinase activity and glucose transport {Wallberg
and Holloszy, 1985; Goodyear et al ., 1988). Thus, it is reasonable to speculate that the
reduction in IRS-1/PI 3-kinase association in old rats may have a role in the resistance
observed in aging. It is interesting that in contrast to IRS-1/PI 3-kinase which was reduced
in both liver and muscle, insulin-induced IRS-1/SHPZ2 association showed a tissue-specific

regulation, decreasing in muscle and increasing in liver. The mechanisms responsible for
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these alterations are not established but the levels of IRS-1 may have a role, because they

decrease in muscle but not in liver of aging rats.

The existence of alternative substrates and pathways for insulin signaling
suggests that compensatory changes in either IRS protein levels or TRS-association could
minimize the impact of alterations in IRS-1-linked signaling In aging rats there iz a

decrease in AKT phosphorylation in muscle but not in Hver, which paralle! the changes

observed in IRS-1/SHP?2 association.

Since AKT/PKB phosphorylation is related to AKT/PKB activity, we can
suggest that in liver of aging rats AKT/PKB activity induced by insulin is probaly normal,

which can contribute to explain the normal suppression of hepatic glucose output during the

infusion of high does of insulin.

Taken together these three models of insulin resistance, we can suggest that
insulin induced IRS-1/SHP2 association is important for insulin for insulin signaling
downstream, as AKT phosphorylation. In situations with an increase in IRS-1 tyrosine
phosphorylation without an increase in IRS-1/SHP2 association the final effect on AKT is
attenuated, as demonstrated in liver and muscle of STZ diabetic animals. On the other side
a decrease in IRS-1 tyrosine phosphorvlation without a decrease in IRS-1/SHP? association
protects the insulin effect on AKT phosphorylation as in liver of aging rats. However a
decrease in IRS-1/SHP2 association is accompanied by a reduction in insulin induced AKT
phosphorylation as demonstrated in liver and muscle of epinephrine-treated rats and in

muscle of aging rats.

In conclusion, the results of the present study demonstrated that insulin induced
IRS-1/SHP2 association can be regulated in insulin-sensitive tissues of animal models of
insulin resistance, and may have a role in the control of AKT phosphorylation, which may

be implicated in the control of glycogen metabolism.
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LEGENDS

¥Figurel Insulin-stimulated tyrosine phosphorylation of IRS-1 in intact liver
from STZ-treated rats. Saline 0.9 % (lanes 1 and 3) or insulin 6 pg (lanes 2 and 4) was
administered into the portal vein as a bolus injection and 30 s later the liver was excised
and aliquots containing the same amout of protein were immunoprecipitated with anti-
SHPZ and immunobloited with the same antibody (C) Aliquots of amples were
immunoprecipitated with anti-IRS-1 antibody and immuncbioted with antiphosphotyrosine
antibedy (A) and anti-SHPTP2 antibody (B ). Aliquots of samples were immunobloted with
anti-AKT/PKB { D ). Scanning densitometry of autoradiograms was performed in six
experiments. The black bar represent the control group and the white bar represent the

STZ-treated group. The data are expressed as the mean + SEM. * P < (.05

Figure 2. Insulin-stimulated tyrosine phosphorylation of TRS-1 in intact muscle
from STZ-treated rats. Saline 0.9 % (lanes 1 and 3) or insulin 6 pg, (lanes 2 and 4} was
administered into the portal vein as a bolus injection and 90 s later the muscle was excised
and aliquots containing the same amout of protein were immunoprecipitated with anti-
SHP2 and immunoblotted with the same antibody (C). Aliquots of same samples were
immunoprecipitated with anti-IRS-1 antibody and immunobloted with antiphosphotyrosing
antibody (A) and anti-SHPTP2 antibody ( B ). Aliguots of samples were immunobloted
with anti-AKT/PKB { D }. Scanning densitometry of autoradiograms was performed in six
experiments. The black bar represent the control group and the white bar represent the

STZ-treated group. The data are expressed as the mean+ SEM. * P <0.05.

Figure 3. Insulin-stmulated tyrosine phosphorylation of IRS-1 in intact hiver
from epinephrine-treated rats. Saline 0.9 % (lanes 1 and 3) or insulin 6 pg, {lanes 2 and 4)
was administered into the portal vein as a bolus injection and 30 s later the liver was
excised and aliquots containing the same amout of protein were immunoprecipitated with
anti-SHP2 and immunoblotted with the same antibody (C). Aliguots of samples were
immunoprecipitated with anti-IRS-1 antibody and immunobloted with antiphosphotyrosine
antibody (A} and anti-SHPTP2 antibody (B ). Aliquots of samples were immunobloted with

anti-AKT/PKB ( D ). Scanning densitometry of autoradiograms was performed in six
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experiments. The black bar represent the control group and the white bar represent the

epinephrine-treated group. The data are expressed as the mean = SEM. * P <0.05.

Figure 4. Insulin-stimulated tyrosine phosphorylation of IRS-1 in intact muscle
from epinephrine-treated rats. Saline 0.9 % (lanes 1 and 3) or insulin 6 pg (lanes 2 and 4)
was administered into the portal vein as a bolus injection and 90 s later the muscle was
excised and aliquots containing the same amout of protein were immunoprecipitated with
anti-SHP2 and immunoblotted with the same antibody (C). Aliguots of samples were
immunoprecipitated with anti-IRS-1 antibody and immunoblotted with antiphosphotyrosine
antibody (A} and anti-SHPTP2 antibody (B). Aliquots of samples were immunobloted with
anti-AKT/PKB (D). Scanning densitometry of autoradiograms was performed in six
experiments. The black bar represent the control group and the white bar represent the

epinephrine-treated group. The data are expressed as the mean + SEM. * P < 0.05.

Figure S. Insulin-stimulated tyrosine phosphorylation of IRS-1 in intact liver
from 2 month-old or 20 month-old rats. Saline 0.9 % (lanes 1 and 3) or insulin 6 pg (lanes
2 and 4) was administered into the portal vein as a bolus injection and 30 s later the liver
was excised and aliquots containing the same amout of protein were immunoprecipitated
with anti-IRS-1 and immunoblotted with the same antibody (C). Aliquots of samples were
immunoprecipitated with anti-IRS-1 antibody and immunobloted with antiphosphotyrosine
antibody (A) and anti-SHPTP2 antibody (B). Aliquots of samples were immunobloted with
anti-AKT/PKB (D). Scanning densitometry of autoradiograms was performed in six
experiments. The black bar represent the control group(Z month-old) and the white bar

represent the 20 month-old group. The data are expressed as the mean = S EM. * P <0.05.

Figure 6. Insulin-stimulated tyrosine phosphorylation of IRS-1 in intact muscle
from 2 month-old or 20 month-old rats. Saline 0.9 % (lanes 1 and 3} or insulin 6 ug (lanes
2 and 4) was administered into the portal vein as a bolus injection and 90 s later the muscle
was excised and aliquots containing the same amout of protein were immunoprecipitated
with anti-SHP2 and immunoblotted with the same antibody (C). Aliquots samples were
immunoprecipitated with anti-IRS-1 antibody and immunobloted with antiphosphotyrosine

antibody (A} and anti-SHPTP2 antibody (B). Aliquots of samples were immunobloted with
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anti-AKT/PKB (D). Scanning densitometry of autoradiograms was performed in six
experiments. The black bar represent the control group(2 month-old) and the white bar

represent the 20 month-old group. The data are expressed asthe mean =+ SEM. * P < 0.05.
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