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EFEITO DA SOMATOTROPINA NA QUANTIDADE E FOSFORILAÇÃO DO 

SUBSTRATO 1 E 3 DO RECEPTOR DA INSULINA (IRS-1) E (IRS-3) E SUA 

ASSOCIAÇÃO COM A PI 3-QUINASE 

RESUMO 

Autora : FERNANDA CAMPOS DE PAIVA CASTRO 

Orientador: Prof. Dr. DANTE PAZZANESE DUARTE LANNA 

O tratamento crônico com hormônio de crescimento (GH) reduz a sensibilidade 

do tecido adiposo à ação da insulina. No entanto, inúmeras questões ainda existem para 

explicar o mecanismo exato pelo qual o GH reduz a sensibilidade à insulina. Este projeto 

teve como objetivo ampliar o conhecimento do efeito do hormônio de crescimento na 

cascata de sinalização da insulina, incluindo avaliar a concentração do substrato-! do 

receptor da insulina (IRS-1 ), substrato-3 do receptor da insulina (IRS-3) e da PI 3-

quinase, fosforilação do (IRS-1) e do (IRS-3), bem como, a interferência deste hormônio 

na associação entre IRS-1/PI 3-quinase e IRS-3/PI-quinase. Estes estudos foram 

conduzidos em um modelo de cultura crônica de tecido adiposo com GH, que preserva o 

efeito homeorrético de redução da sensibilidade à insulina. Para avaliar os efeitos de 

exposição do tecido adiposo ao GH, os expiantes foram submetidos a dois ensaios em 

meio de cultura 199 com: Ensaio I (48 horas): a) I + D (100 ng/ml insulina+ 10 mM 

dexametasona); b) I +D+ GH (100 ng/ml insulina+ 10 mM dexametasona + 100 ng/ml 

GH). Ensaio II (24 horas): a) controle (sem adição de hormônio); b) GH (100 ng/ml). 

Metade dos expiantes do ensaio II, após 24 horas de cultura, foram estimulados com 

insulina ( lµg/ml) por 20 min. Os resultados, consistentes com a literatura, demonstraram 

uma redução de mesma magnitude (~30%) na concentração de IRS-1 em ambos os 

ensaios onde adipócitos de ratos foram cronicamente tratados com GH por 24 e 48 
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horas. Os níveis proteícos de IRS-3 variaram entre ensaios, onde pode ser encontrada 

uma redução de 15% no ensaio de 24 horas e de 27%, no de 48 horas A concentração da 

PI 3-quinase apresentou uma redução média de 27% em ambos os tratamentos com GH 

por 24 e 48 horas. O IRS-1 e o IRS-3 apresentaram redução de 44 e 28%, 

respectivamente, em suas associações com a PI 3-quinase após estímulo insulinico nos 

expiantes tratados com GH por 24 horas e uma redução de 28% foi observada na 

fosforilação do IRS-3 nesses expiantes. Estes dados sugerem que o tratamento crônico 

com hormônio de crescimento altera os passos iniciais da sinalização insuliniéa, 

possivelmente cooperando para uma alteração da sensibilidade do tecido a este 

hormônio. 



EFFECT OF GROWTH HORMONE TREATMENT IN THE QUANTITY AND 

PHOSPHORYLATION OF THE INSULIN RECEPTOR SUBSTRATE -1 AND -3 

(IRS-1) AND (IRS-3) AND THEIR ASSOCIATIONS WIH PI 3-KINASE 

SUMMARY 

Author : FERNANDA CAMPOS DE PAIVA CASTRO 

Adviser: Prof. Dr. DANTE P AZZANESE DUARTE LANNA 

Toe growth hormone treatment (GH) decreases the adipose tissue sensitivity to 

the insulin action. However, the exact molecular mecanism remains unclear. ln the 

present study, we have employed an organ maintenance system for adipose tissue in 

order to better characterize the cellular basis of the insulin resistance effect of GH. Toe 

objective of this project was to amplify the knowledge of the growth hormone effects on 

the insulin signal cascade through determination of the insulin receptor substrate -1 

(IRS-1), -3 (IRS-3) and PI 3-kinase (PI-3K) concentrations, IRS-1 and IRS-3 

phosphorylations and the associations of these substrates with PI 3-kinase. ln order to 

analyse the effects of the adipose tissue exposition to GH, explants were subjected to 

two essays in 199 medium containing: Essay I (48 horas): a) I + D (100 ng/ml insulin + 

1 O mM dexamethasone ); b) I + D + GH ( 100 ng/ml insulin + 1 O mM dexamethasone + 

100 ng/ml GH). Essay II (24 horas): a) control (no hormone addition); b) GH (100 

ng/ml). After 24 hours culture, half of the essay II explants were stimulated with insulin 

(1 µg/ml) for 20 min. The results, consistent with the literature, showed a reduction of 

the sarne magnitude (~30%) in the concentration of IRS-1 in both essays where 

adipocytes where chronically treated with growth hormone for 24 and 48 hours. Toe 

IRS-3 protein leveis varied between essays, being a reduction of 15% encoutered in the 

24 hours essay, and a reduction of 27% in the 48 hours. The PI 3-kinase concentration 
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reduced 27% in both GH treatments for 24 and 48 hours. The IRS-1 and IRS-3 showed a 

reduction of 44 e 28%, respectively, in their associations with PI 3-kinase after 20 min 

insulin stimaluation in the 24 hours GH treated explants and, in the sarne explants, after 

insulin stimulus, the IRS-3 phosphorylation was reduced 28%. These data suggest that 

chronically GH treatment alters the early steps of insulin signal transduction pathway, 

possibly cooperating with an alteration in the adipose tissue sensitivity to insulin. 



1. INTRODUÇÃO

O uso do hormônio de crescimento tem enorme impacto na produção animal, tanto 

de leite como de corte. Seus efeitos sem precedentes de aumento no ganho de peso, 

eficiência de crescimento e melhora da qualidade da carcaça de suínos estão sendo 

empregados na prática com enorme sucesso, principalmente na Austrália. O efeito do 

hormônio de crescimento sobre o tecido adiposo é fundamental para estes resultados e 

envolvem, basicamente, a redução nas taxas de síntese de gordura. Esta redução na 

lipogénese parece ser mediada pela redução da expressão de genes das enzimas 

reguladoras, assunto estudado por vários grupos de pesquisa, inclusive o do Laboratório de 

Nutrição e Crescimento Animal da ESALQ/USP. 

Paralelamente, o tratamento crônico com hormônio de crescimento reduz a 

sensibilidade do tecido adiposo ao efeito lipogênico da insulina. Vários estudos foram 

conduzidos para avaliar este efeito e o objetivo deste trabalho foi o de melhor compreender 

os mecanismos envolvidos na interação dos efeitos do hormônio de crescimento e insulina. 

A insulina é um hormônio de efeitos pleiotrópicos que age como hormônio 

regulador do metabolismo e como promotor de crescimento. A insulina age nas células 

estimulando o metabolismo de glucose, proteínas e lipídios e também atua na síntese de 

RNA e DNA modificando a atividade de várias enzimas e processos de transporte. No 

figado a insulina estimula a incorporação de glucose em glicogênio e inibe a gligogenólise 

e gluconeogênese. No músculo e no tecido adiposo, a insulina estimula o consumo, estoque 

e metabolismo de glucose. 

Desde a descoberta da insulina, há 70 anos, pesquisas vêm sendo feitas na tentativa 

de entender o mecanismo molecular de sua ação. A importância do entendimento da ação 

insulínica está nos seus efeitos fisiológicos como também no fato de que alterações podem 



2 

acarretar em resistência à insulina, o que representa um importante papel na patogenicidade 

de muitos distúrbios, incluindo obesidade, diabetes mellitus, hipertensão e intolerância à 

glucose associada à muitas doenças endócrinas (ver revisão de Kahn et al., 1985). 

A aplicação de hormônio de crescimento exógeno representa um tratamento que 

leva à resistência à insulina. Mais especificamente há uma redução da sensibilidade de 

alguns tecidos à ação da insulina (Wray-Cahen, 1992; Dunshea et al., 1992). Este efeito 

sobre a resposta à insulina, principalmente sobre o tecido adiposo, é considerada 

fundamental para a redução em até 80% da lipogênese em espécies de interesse agronômico 

(i.e. suínos). No entanto, inúmeras questões ainda existem para explicar o mecanismo exato 

pelo qual o GH reduz a sensibilidade à insulina. 

Devido à caracterização do receptor da insulina como uma proteína qumase e 

indenti:ficação de alguns componentes do sistema de resposta do sinal insulínico, tomou-se 

possível um maior entendimento do mecanismo da ação insulínica em nível molecular 

(White et ai., 1985; Sun et ai., 1991). A insulina inicia seus efeitos, enquanto promotor de 

crescimento e no metabolismo, ligando-se à subunidade-a de seu receptor tetramérico, o 

que possibilita a ativação da quinase na subunidade-J3 resultando na autofosforilação de 

resíduos específicos de tirosina (Cheatham e Kahn, 1995). Esta interação acarreta na 

ativação da atividade da tirosina quinase do receptor. Na maioria das células, este evento 

primário leva à fosforilação subsequente de tirosinas presentes em proteínas citoplasmáticas 

de peso molecular entre 165-185 kDa (Yenush e White, 1997). Um componente desta 

banda foi bem caracterizado como sendo o substrato-1 do receptor da insulina (IRS-1) (Sun 

et ai., 1991). Consideráveis evidencias demonstraram que a atividade da tirosina quinase do 

receptor da insulina e sua associação com a fosforilação do IRS-1 são essenciais para 

muitos, se não todos, os efeitos biológicos da insulina (ver revisão de Thirone et al., 1997; 

Cheatham e Kahn, 1995). 

Este projeto teve como objetivo ampliar o conhecimento do efeito da hormônio de 

crescimento na cascata de sinalização da insulina, incluindo avaliar a concentração do 

substrato-1 do receptor da insulina (IRS-1 ), substrato-3 do receptor da insulina (IRS-3) e da 
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PI 3-quinase, fosforilação do (IRS-1) e do (IRS-3), bem como, a interferência deste 

hormônio na associação entre IRS-1/PI 3-quinase e IRS-3/PI-quinase. Estes estudos forarn 

conduzidos em um modelo de cultura crônica de tecido adiposo com GH, que preserva o 

efeito homeorrético de redução da sensibilidade à insulina. 



2. REVISÃO DE LITERATURA

2.1. Hormônio de Crescimento 

2.1.1. Hormônio de crescimento em animais em crescimento 

Há mais de 60 anos os cientistas demonstraram a presença de uma substância 

proveniente da pituitária anterior que era responsável por um aumento no crescimento de 

ratos. Mais tarde foi concluído que o tratamento com esta substância alterava a composição 

de ganho, aumentando a deposição de músculo e reduzindo a de gordura (Bauman e 

Vemon, 1993). Esta substância foi denominada "somatotropina", do grego, "crescimento 

de tecido". Somatotropina (ST) também pode ser referida como hormônio de crescimento 

(GH). 

O hormônio de crescimento orquestra diversos processos fisiológicos promovendo 

maior acréscimo de tecido magro ( durante crescimento) e aumento da síntese de leite 

( durante lactação). O GH exerce um controle homeorrético que afeta vários tecidos alvo 

(múculo, tecido adiposo, glândula mamária, etc.) de uma maneira coordenada reestabelendo 

uma nova ordem de utilização dos nutrientes por esses tecidos. Os efeitos biológicos do GH 

podem ser classificados en somatogênicos ou metabólicos. Os efeitos somatogêncos são 

aqueles pelos os quais o GH estimula proliferação celular. Esses efeitos são mediados pelo 
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IGF-I (insulin-like growth factor) (Rechler & Nissley, 1990). Muitos dos efeitos 

metabólicos do GH são de ação direta e envoivem uma variedade de tecidos e metabolismo 

de todas as classes nutricionais: carboidrato, lipídioe proteína. Essas alterações coordenadas 

no metabolismo dos tecidos alteram a partição de nutrientes e por isso exercem papel 

fundamental no aumento de peso e de produção de leite. 

Grandes avanços no entendimento da biologia deste hormônio ocorreram durante a 

Segunda Guerra Mundial. Cientistas ingleses estudaram o uso do GH para aumento da 

produção de carne e leite e corroboraram efeitos positivos tanto na taxa de crescimento 

quanto na produção de leite de animais tratados. No entanto, pesquisas indicaram que a 

quantidade de hormônio de crescimento bovina (bGH) que poderia ser extraída da pituitária 

de bovinos abatidos seria insuficiente para atender a demanda de leite do país. Mais 

recentemente, com o avanço da biologia molecular, tomou-se possível a produção de 

proteínas através da técnica do DNA recombinante em quantidade ilimitada. Devido ao 

aumento da produtividade e eficiência animal, em decorrência do uso do bGH, várias 

companhias vêm produzindo hormônio de crescimento recombinante, cooperando para um 

aumento exponencial nas pesquisas referentes ao papel do GH na biologia da lactação, 

deposição de gordura e síntese de proteína. 

O hormônio de crescimento é um hormônio protéico formado por 191 aminoácidos, 

citado na literatura como sendo "espécie específico", no entanto seria mais preciso referir

se a ele como "espécie limitado". Isto significa que a hormônio de crescimento de uma 

espécie não é capaz de exercer seus efeitos biológicos em outra (Bauman, 1992). O bGH 

(hormônio de crescimento bovino) e o pGH (hormônio de crescimento suíno) dividem alto 

grau de afinidade em suas sequências de aminoácido ( ~90%, Bauman & Vernon, 1993; 

Etherton et ai., 1993). Por um outro lado, 35% dos aminoácidos do hGH (hormônio de 

crescimento humano) são diferentes do bGH e pGH. Este dado é importante, pois a 

suplementação de animais não deve ter efeito sobre a saúde humana. Pelo contrário, o GH, 

além de reduzir o custo de produção, produz carne com menor teor de gordura, algo 

interessante para o consumidor. A redução no teor de gordura pode cooperar para a solução 

de alguns problemas como obesidade e diabetes. 
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O hormônio de crescimento é um hormônio protéico sintetizado e secretado pela 

glândula da pituitária anterior. A secreção do GH é regulada por dois peptídeos 

hipotalâmicos que estimulam (fator de liberação do hormônio de crescimento, GRF) ou 

inibem (somatostatina) a liberação do GH da glândula pituitária (Tuggle & Trenkle, 1996). 

Em adição a esses dois peptídeos, existe um terceiro hormônio, ainda não identificado, que 

se liga ao receptor do GH estimulando sua liberação através de uma via de sinalização 

distinta daquela do GRF (Etherton & Bauman, 1998). 

O GH apresenta efeitos impressionantes na partição de nutrientes entre músculo e 

tecido adiposo, levando a uma alteração dramática no crescimento desses tecidos. 

Administração diária da dose máxima efetiva de pGH (2:: 100 µg/ kg peso vivo/ dia) em 

suínos em crescimento por 30-70 dias, pode aumentar 10-20 % a taxa de ganho, aumentar 

13-33% a eficiência de consumo (taxa de matéria consumida por ganho de peso), decrescer

70% a taxa de deposição de gordura e estimular a deposição de proteína ( crescimento 

muscular) em até 62% (Etherton et al., 1993). 

Os primeiros estudos avaliando os efeitos de pGH no crescimento e composição de 

carcaça (Chung et al., 1985; Etherton et ai., 1987; Evock et ai., 1988) sugeriram que a 

resposta ao hormônio é dependente da idade animal. Foi verificado em estudos 

subsequentes, em suínos tratados com pGH, que o aumento na taxa de crescimento e efeitos 

na deposição de gordura e proteína são significativamente maiores na fase final de 

crescimento. No entanto, as razões desse efeito permanecem não esclarecidas (Etherton & 

Bauman, 1998). 

Alterações na dose de GH podem afetar vários parâmetros do crescimento, 

eficiência produtiva e composição de carcaça (Evock et al., 1988), podendo a exigência da 

dose variar consideravelmente entre os diferentes parâmetros. Por exemplo, aumento no 

ganho de peso e acréscimo protéico são estimulados ao máximo com uma dose diária de 

pGH de ~100 µg/ kg peso vivo. Ao contrário, as taxas de acréscimo de lipídioe de 

consumo, com relação ao peso corporal, decrescem de modo linear quando o pGH é 
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administrado em doses superiores a 200 µg/ kg peso vivo/ dia. Esses dados corroboram 

com a hipótese de que o GH afeta o metabolismo de nutrientes e crescimento do tecido 

adiposo e muscular por diferentes mecanismos. Os efeitos estimulatórios do pGH no 

acréscimo protéico e no nível circulante de IGF-I são dependentes dos níveis protéicos da 

dieta, apresentando níveis próximos de zero quando da restrição do consumo protéico. Por 

um outro lado, a habilidade do pGH em reduzir acréscimo lipídico transcende os níveis da 

proteína dietética, ocorrendo mesmo quando do consumo de dietas com inadequados níveis 

nutricionais. (Etherton & Bauman, 1998). O efeito do GH sobre o metabolismo de 

lipídioestá diretamente ligado ao balanço energético do animal. Quando animais com 

balanço energético perto de zero, ou negativo, são tratados com hormônio de crescimento, 

observa-se uma elevação na mobilização da gordura corporal. Em contraste, animais de 

balanço energético positivo (i.e. em crescimento) quando tratados com GH têm na redução 

da lipogênese o principal efeito deste hormônio (Lanna et al., 1994 ). 

O mecanismo pelo qual o GH altera de maneira orquestrada a eficiência de uso dos 

nutrientes nos diferentes tecidos e órgãos, permitindo que mais nutrientes sejam usados 

para aumento do tecido magro ( durante crescimento) e aumento na síntese de leite ( durante 

lactação), envolve alterações nas vias chaves do metabolismo, como também alterações dos 

tecidos às repostas dos sinais homeostáticos, e.g. reduzida resposta à insulina no tecido 

adiposo. Esse último aspecto dos efeitos do hormônio de crescimento sobre o metabolsimo 

é de interesse para nosso estudo e será discutido em maiores detalhes a::liér1.�:. 

2.2. Ação molecular do GH 

O hormônio de crescimento exerce papel central na regulação do crescimento e no 

metabolismo intermediário de nutrientes em mamíferos e outras espécies de vertebrados 
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(Kelly et ai., 1993). Os efeitos biológicos desse hormônio são mediados pela ativação do 

GHR (receptor do hormônio de crescimento), uma glicoproteína de 134 kDa pertencente à 

superfamília de receptores citoquinas/hematopoetina. Em resposta ao GH, o GHR é 

fosforilado rapidamente. Baseado em análises in vitro, incluindo cristalografia de raio-X 

(De Vos et ai., 1992; Wells, 1996), foi sugerido que o GH induz dimerização de seu 

receptor (GHR), que é passo fundamental para sua ativação (Wells et al., 1993). A 

dimerização do domínio extracelular induz alterações conformacionais nas regiões 

intracitoplasmáticas, levando a uma rápida ligação de proteínas intracelulares com 

atividade de tirosina quinase e sua consequente ativação. Essas proteínas são conhecidas 

por JAK2 -"Janus activating kinase 2" (Argetsinger et ai., 1993). As JAKs foram primeiro 

estabelecidas como intermediárias chave nas vias de transdução de sinal ativadas por 

receptores de interferons a. e y (Damell et ai., 1994). Atualmente existem quatro membros 

dessa família descritos em mamíferos: JAKl, JAK2, JAK3 e Tyk2 (Shaonin et ai., 1999). 

Estudos que causaram o impediram a interação entre GHR e JAK2, por mutação do 

segmento Box l de ligação do GHR, inibiram os efeitos biológicos regulados por GH 

(Goujon et al., 1994; Sotiropoulos et al., 1994), indicando que a JAK2 é essencial para ação 

desse hormônio. O passo subsequente na sinalização é dependente, principalmente, do 

início da cascata de fosforilação proteíca que leva à ativação de uma variedade de 

transdutores de sinal, nenhum dos quais único ao GHR. Os Stats (para "Signal Transducer 

and Activator of Transcription") são importantes transdutores fosforilados pelo JAK2, que, 

quando fosforilados em tirosinas, sofrem dimerização e translocação para o núcleo, onde se 

ligarão à sequências de reconhecimento específicas do DNA do gene alvo, que terá sua 

expressão ativada (Damell et al., 1994). Estudos conduzidos por Rotwein, et al., 1997 e 

Bergard et al., 1995 mostraram que o GH rapidamente estimula a atividade da Stat 5 in 

vivo, e observações similares foram publicadas para Stat 1 e 3 (Gronowski and Rotwein, 

1994). 

Alguns trabalhos observaram efeito do GH similar ao da insulina, no entanto este 

efeito do hormônio de crescimento foi somente observado a curto prazo (geralmente 
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minutos) e em adioócitos de ratos mantidos in vitro. oreviamente incubados oor 2 horas na 

ausência de GH. Efeitos semelhantes aos da insulina também foram observados em 

adipócitos de ratos hipofisectomizados ou seja, sem a presença de GH. Nessas situações, 

foi demonstrado por Souza et ai. (1994), Argetsinger et ai. (1995) que o GH ativa o 

substrato 1 do receptor da insulina (IRS-1) em células de gordura e que esta ativação pode 

ser mediada pela JAK2. O IRS-1 fosforilado desencadeia atividade de várias outras 

proteínas envolvidas no processo metabólico e mitogênico da ação insulínica ( e.g. Shc, 

Grb2, MAP-quinase). No entanto, o significado fisiológico do hormônio de crescimento na 

ativação desta via permanece desconhecido, principalmente porque dificilmente os tecidos 

não estão expostos a alguma concentração de OH circulante como nos casos citados acima. 

O hormônio de crescimento pode ainda estimular a via que regula a entrada de 

cálcio na célula, levando à alterações intracelulares múltiplas, como ativação da fosfolipase 

C e fosfolipase A2 (Tollet et al., 1995). A fosfolipase C participa da quebra da 

fosfoinositol-bifosfato em duas moléculas sinalizadoras, diacilglicerol e inositol 1, 4, 5-

trifosfato (Berridge, 1988). Já a fosfolipase A2 é responsável por gerar outra molécula 

sinalizadora, o ácido araquidônico (Tollet et ai., 1995). 

Portanto, várias vias de sinalização são estimuladas pelo hormônio de crescimento 

ligado a seu receptor. Muitas dessas vias podem interagir entre si ( e.g. MAP kinase pode 

fosforilar algumas das STA TS em seus sítios de serina, potencialmente alterando sua 

atividade (David et al., 1995). V árias outras vias também convergem para o núcleo, onde 

podem colaborar para modificar a expressão gênica (Shaonin et al., 1999). Sendo assim, é 

razoável considar a ação do GH intermediada por uma rede de vias de transdução do sinal e 

que somadas definem os efeitos deste hormônio. (Shaonin et al., 1999). 

2.3. O processo de sinalização insulínica 
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Desde a descoberta da insulina há setenta anos, consideráveis esforços têm sido 

dedicados à tentativa de se entender os mecanismos moleculares da ação deste hormônio. A 

importância dedicada ao estudo da ação insulínica justifica-se pela prevalência da 

resistência à insulina e, pelo fato, desta ter relevante papel na patogénese de muitas 

doenças, incluindo obesidade, diabetes mellitus, hipertensão, hiperandrogenisrno ovariano e 

intolerância à glucose associada à muitas doenças endócrinas. 

E usual dividir-se os efeitos da insulina em duas grandes categorias: metabólicos e 

de promoção de crescimento. Os efeitos metabólicos, em geral, são observados a baixas 

concentrações de insulina (Kahn, 1985), sendo seu efeito dominante na regulação da 

horneostase da glicose, predominantemente em tecidos hepático e periférico (músculo e 

gordura), apresentando também ação integrada no metabolismo dos carboidratos, proteínas 

e lipídios (Norman & Litwack, 1997). No figado, a insulina inibe a gluconeogênese e a 

glicogenólise, levando à inibição da produção de glucose e estímulo ao armazenamento de 

glicogênio. No músculo e tecido adiposo, a insulina estimula a captação, armazenamento e 

utilização da glucose. Somam-se a esses efeitos principais na horneostase da glucose, 

outros metabólicos que incluem estímulo à lipogénese, inibição da lipólise, síntese de 

glicogênio e estímulo a captação de aminoácidos e ao fluxo iônico (Norrnan & Litwack, 

1997). 

Considerando-se a segunda categoria de eventos, onde a insulina promove o 

crescimento e diferenciação celular, seus efeitos dão-se a altas concetrações (Kahn, 1985) e 

através da modificação da atividade de uma variedade de enzimas e sistemas de transporte 

protéico, levando à estimulação na síntese de RNA e DNA, estímulo à síntese e inibição da 

degradação de proteínas (Kahn, 1985; Cheatharn & Kahn, 1995). Em altíssimas 

concentrações os efeitos da insulina podem ser mediados através de receptores de outros 

hormônios. Experimentos com concentrações fisiológicas de insulina chegaram a 

conclusões errôneas em função de estímulos a receptores mitogênicos, corno por exemplo 

do IGF-1. 
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Como outros hormônios peptídeos e alguns neurotransmissores, a insulina liga-se a 

seu receptor protéico específico, situado na membrana plasmática da célula, e assim inicia 

uma cadeia de reações que leva a seus efeitos biológicos característicos (Kahn, 1985). O 

receptor serve para dois propósitos: o primeiro é para reconhecer o hormônio entre todas as 

outras substâncias do sangue, ligando-o com alta afinidade e especificidade. O segundo é 

para transmitir um sinal transmembrânico que resulta em uma ativação nas vias 

metabólicos intracelulares. 

2.3.1. Receptor da insulina 

Os receptores da insulina são os mediadores do processo metabólico da insulina, 

incluindo transporte de glucose, síntese de gordura e glicogênio, síntese de proteína e 

expressão gênica (Tanasijevic et al., 1993). Este receptor está presente, praticamente, em 

todos os tecidos de mamíferos, embora em concentrações por célula tais que variam de 40, 

em eritrócitos circulantes, a mais de 200000 em adipócitos e hepatócitos (Kahn, 1985). Os 

níveis plasmáticos normais de insulina variam de 1 o-•v a 10-"'M, e são menores que a média 

de afinidade de ligação da mesma pelo seu receptor. Assim, o maior número de receptores 

de insulina, localizados no tecido alvo, prorciona o componente necessário para a mais 

rápida cinética de ligação (Cheatham & Kahn, 1995). 

O receptor da insulina é uma proteína transmembrânica heterotetramérica de 350-

440 kDa. E composto de duas subunidades a. (135 kDa) e de duas subunidades� (95kDa) 

ligadas por uma ponte de dissulfideo. A subunidade a., que está localizada totalmente fora 

da célula, contém o campo de ligação da insulina, já a �. tem domínios extracelular, 

transmembrânico e intracelular. Neste último domínio apresenta atividade tirosina quinase 

que é estimulada após a ligação da insulina com receptor, levando a sua autofosforilação e a 

fosforilação citoplasmática de substratos protéicos (Cheatham e Kahn, 1995). 
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A transmissão do sinal insulinico é iniciada pela ligação do hormônio à subunidade 

a. de seu receptor ievando à ativação da tirosina quinase da subunidade 13 (Rosen, 1987). A

subunidade 13 do receptor da insulina é essencial para a transmissão de sinais enquanto 

mediadora da seleção de substratos, supostamente engajando seu domínio de ligação 

fosfotirosínico (PTB) às proteínas IRS e Shc, possibilitando suas respectivas ativações 

(White, 1997). 

2.3.2. Os IRSs e sua ativação / interação com a PI 3-quinase 

Vários substratos endógenos do receptor da insulina vêm sendo descritos. O 

primeiro, e talvez o mais estudado, é a proteína citoplasmática, cujo peso molecular está 

entre 165 e 185 kDa, conhecida por pp185 ou substrato-! do receptor da insulina (IRS-1) 

(White et al., 1985). O receptor da insulina autofosforilado, após sensibilizado pela 

insulina, estimula a fosforilação de resíduos de tirosina do IRS-1 (Chou et al., 1987 em Sun 

et al., 1992). Antes do estímulo da insulina, o IRS-1 é fosforilado em seus resíduos de 

serina e treonina (Sun et al., 1992). O IRS-1 é fortemente fosforilado em células que 

expressam altos níveis de receptores da insulina, mas pouco em células expressando 

receptores com mutações em seus sítios de tirosina que os fazem deficientes na sinalização 

(White et ai., 1988). 

No IRS-1 existe uma sequência consistente com a sequência consensual para a 

ligação de nucleotídeos fosfatados (ATP ou GTP), mas não há homologia com proteínas 

quinases conhecidas. Sob o ponto de vista de análise de uma sequência consensual, existem 

no IRS-1 vários sítios potenciais de fosforilação em serina, treonina e tirosina. Seis dos 

sítios de fosforilação tirosínica possuem uma sequência repetida de YMXM, onde Y é a 

tirosina, M metionina e X é qualquer aminoácido. Dois sítios de fosforilação adicionais 

estão relacionados com a sequência YXXM. O motivo YMXM não ocorre no receptor da 



13 

insulina, mas pode ser observado em várias outras tirosinas quinases de outros substratos 

protéicos. Nesses outros substratos de tirosinas quinases, o motivo YivlXM parece estar 

envolvido com interações não covalentes dessas proteínas com moléculas sinalizadoras. 

Essas moléculas sinalizadoras são caracterizadas pela presença de domínios conhecidos 

como SH2 (segunda homologia ao Src; para Src, oncogene originalmente definido como 

produto da sarcoma vírus) que se ligam aos motivos YMXM. Saad et ai (1993) 

demonstraram uma associação da enzima fosfatodilinositol 3 ' - quinase (PI 3-quinase) com 

o IRS-1 após estímulo com insulina, e isto suporta a hipótese de que o IRS-1 se liga à

moléculas sinalizadoras durante fosforilação da tirosina estimulada pela insulina (Folli et 

al., 1992). Além da PI 3-quinase, pelo menos três outras proteínas com porção SH2 

associam-se ao IRS-1: Syp, Nck e Grb2 (proteína ligardora do receptor para fator de 

crescimento) (Cheatham & Kahn, 1995). A proteína Syp (SHPTP2) é uma fosfotirosina 

fosfatase que contém duas porções SH2 e liga-se à tirosina 1172 do IRS-1 (Skolnik et al., 

1993). Esta união ativa a fosfatase que, potencialmente, pode ter importância no 

crescimento celular e exercer uma auto-regulação no sinal gerado pela insulina. A Nck de 

4 7 kDa é uma proteína adaptadora com três porções SH3 e uma SH2, sendo fosforilada em 

aminoácidos tirosina e serina, em resposta a diversos fatores de crescimento. Ela, 

provavelmente, conecta o IRS-1 à vias de sinalização envolvidas no crescimento celular. A 

Grb2 é uma proteína citoplasmática que contém duas porções SH3 e uma SH2, senda esta 

última o sítio de ligação à tirosina 895 do IRS-1. A Grb2 age como uma molécula 

adaptadora que une o fator permutador de guanina para p21ras, chamada mSOS (son-of

sevenless ), a fosfoproteínas como o receptor do EGF e o IRS-1. O complexo Grb/mSOS 

ativa a p21ras, estimulando a ligação de GTP. Por analogia, a interação do complexo 

Grb/mSOS ao IRS-1 pode mediar a estimulação da p21ras pela insulina (Kahn 1994; 

White, 1997). 

A PI 3-quinase existe como uma subunidade catalítica de 11 0kDa e uma subunidade 

de 85kDa que contém 2 domínios SH2 e um SH3 (Carpenter e Cantley, 1990 em Saad, 

1994). A associação entre PI 3-quinase e IRS-1 ocorre através do motivo YMXM 

fosforilado no IRS-1 e os domínios SH2/SH3 da subunidade de 85kDa da PI 3-quinase. A 
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insulina aumenta a expressão gênica da PI 3-quinase, sugerindo que esta proteína seja 

ativada dura.11te estímulo com insulina (Folli et al., 1992). 

Embora a fosforilação da tirosina na subunidade de 85kDa da PI 3-quinase ocorra 

após estímulo com fatores de crescimento, não há evidência de que a fosforilação da banda 

de 85kDa ocorra durante estímulo com insulina (Saad, 1994). Ao contrário disso, a ativação 

pode ocorrer simplesmente porque a PI 3-quinase se liga ao IRS-1. Sendo assim, a insulina 

estimula a fosforilação do IRS-1 que ativado se liga a outras moléculas sinalizadoras, 

propagando a ação insulínica, sugerindo que o IRS-1 possa servir como uma proteína porto 

para outras proteínas contendo o domínio SH2. O fato de o IRS-1 ser submetido à 

fosforilação da tirosina em vários sítios, baseado no mapeamento trípico do peptídeo, 

sugere que ele possa se ligar a muitas cópias da PI 3-quinase causando amplificação do 

sinal, ou possa interagir com várias outras enzimas contendo o domínio SH2 o que pode 

estar envolvido na regulação de outros processos metabólicos (Sun et ai., 1992). A ativação 

da PI 3-quinase vem se apresentando como um dos fatores mais importantes da mediação 

das ações metabólicas da insulina, não por estar somente envolvida diretamente no 

transporte de glucose, mas também por permitir o desencadeamento de umas das vias da 

ação de proliferação celular da insulina (Chetham et ai., 1994; Okada et ai., 1994; Zhou et 

ai., 1999) Os produtos lipídicos da reação da PI 3-quinase desencadeiam a ativação da 

proteína quinase B. A ativação da PI 3-quinase e provavelmente da proteína quinase B são 

necessárias ao transporte de glucose estimulado pela insulina (Zhou et ai., 1999). 

Recentemente foi purificada e clonada por Lavan et ai (1997a) uma proteína de 

60kDa que apresenta características muito parecidas a de outras proteínas IRS e por isso 

denominada IRS-3 (Smith et ai., 1997). Esta proteína apresenta domínios de ligação 

fosfotirosínicos com motivos YXXM que se ligam aos domínios SH2 da PI 3-quinase, 

quando estimulada pela insulina (Ross et ai., 1998). O IRS-3 também apresenta um motivo 

de fosforilação NPXY, sugerindo que contenha domínios PTB com especificidade similar a 

do IRS-1. Além disso, a observação de que o IRS-3 é expresso em dois importantes tecidos 

alvo da ação insulinica (i.e. figado e tecido adiposo) é consistente com a hipótese de que o 
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IRS-3 possa exercer importante papel na participação dos efeitos metabólicos da insulina 

(Sciachitano & Taylor, 1997). Foi observado por esses autoies que o IRS-3 é expresso em 

níveis relativamente altos nos primeiros estágios do desenvolvimento embrionário, 

sugerindo que essa proteína possa exercer papel importante não só nas ações metabólicas 

da insulina, mas também nas ações mitogênicas. 

Ross et al. (1998) mostraram que o IRS-3 sofre fosforilação em seus resíduos de 

tirosina quando adipócitos de ratos foram estimulados com insulina. No estado fosforilado 

o IRS-3 se liga ao domínio SH2 da SHP2 e da PI 3-quinase e também, uma pequena parte,

ao Grb2. Estudos conduzidos com outro tipo de células, que não adiposa, mostraram que a 

forma ativada da fosfatase SHP2 é necessária para um completo estímulo da cascata de 

proteínas quinase responsável por ativar a mitogênese em resposta à insulina, no entanto o 

mecanismo celular deste efeito permanece não elucidado (Shi, et al. 1998). 

Vários estudos (Lowenstein et al., 1992; Beitner-Johnson et al., 1996; Sun et al., 

1996) identificaram proteínas de domínio SH2 que se ligam à forma fosforilada das IRSs. 

Em vários tipos de células, o IRS-1 apareceu ligado à PI 3-quinase, Grb2 e SHP2, como 

também ao adaptador Nck e à tirosina quinase Fyn; o IRS-2 (Sun et al., 1997) e IRS-4 

(Fantin et al., 1998) se associam à PI 3-quinase e ao Grb2, mas não ao domínio SH2 da 

SHP2. Sendo assim, associação com PI 3-quinase e Grb2 parece ser um aspecto comum das 

quatro IRSs, mas associação com SHP2 talvez não seja (Ross et al., 1998). 

As funções exatas dos IRSs ainda precisam ser esclarecidas. Adipócitos de rato, 

deficientes em IRS-1, quando estimulados pela insulina, apresentaram redução de 50% da 

atividade da PI 3-quinase no transporte de glucose (Kaburagi et al., 1997). Os 50% 

restantes da atividade parece ter sido em função da associação IRS-3 com a PI 3-quinase, e 

não do IRS-2 (Kaburagi et al., 1997). Diferente de músculos e fígado, onde o IRS-2 se 

apresenta como o principal substrato alternativo na ausência de IRS-1 (Y amauchi et al., 

1996), a quantidade de fosforilação tirosínica do IRS-2 em adipócitos é muito baixa (Sun et 

al., 1997). Sendo assim, o IRS-3 é o principal substrato que se associa a PI 3-quinase em 
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adipócitos de ratos que não apresentam IRS-1. 

A literatura apresenta dados conflitantes quanto à atividade intrínsica das proteínas 

IRSs em ativar a PI 3-quinase. Foi sugerido por Smith et al (1997) que o IRS-3 seria mais 

eficiente que o IRS-1 na ativação da PI 3-quinase em células adiposas de rato, 

principalmente por apresentar o IRS-3 um tempo de associação com a PI 3-quinase mais 

rápido, e que essa associação seria mais duradoura. Em contraste, Kaburagi et ai (1997) 

teceu uma conclusão oposta, mostrando que o IRS-1 seria um ativador mais potente em 

células adiposas de camundongo. Quando comparadas por Zhou et ai (1999) as atividades 

do IRS-1 e IRS-3 recombinantes, o IRS-3 se apresentou mais eficiente em promover a 

translocação do Glut4 para membrana plasmática. Existem muitas explicações plausíveis 

que possam contribuir para as diferentes potencialidades das proteínas IRSs em mediar os 

efeitos metabólicos da ação insulínica, e.g. diferente localização subcelular, ativação de 

diferentes moléculas efetoras da cascata sinalizadora, diferente sensibilidade à inativação 

por fosfatases fosfotirosínicas, etc. 

Anai et al (1998a) demonstraram que o IRS-1 e o IRS-2 estão localizados 

principalmente nos microssomos de baixa densidade, já o IRS-3 se encontra principalmente 

na membrana plasmática e contribui para a ativação da PI 3-quinase na fração da 

membrana. A diferença na localização dos substratos pode influir no mecanismo de 

resistência à insulina ( Anai et al., 1998b) considerando que a ativação da PI 3-quinase, na 

fração dos microssomos de baixa densidade, seja essencial para o transporte da GLUT4 nos 

adipócitos e de outros efeitos metabólicos da insulina. 

Apesar de muito ainda faltar para um completo entendimento do processo de 

sinalização da insulina, já se pode ter a certeza de que os substratos do receptor são 

essenciais para a ação deste hormônio. 

2.4. Influência do GH no tecido adiposo 



17 

2.4.1. Efeito do GH sobre o metabolismo do tecido adiposo 

Os adipócitos são um dos principais alvo de ação do GH e este efeito é direto, uma 

vez que aquelas células contém os receptores p-ara esse hormônio. A deposição, ou acúmulo 

de lipídios, é função do balanço entre a taxa de síntese e a taxa de mobilização de lipídios. 

Este hormônio age cronicamente facilitando a lipólise ou reduzindo a taxa de síntese de 

lipídios (Bauman e Vemon, 1993; Wang et ai., 1999), dependendo do balanço energético 

do animal (Dunshea et ai., 1992; Lanna et ai., 1995). O efeito do hormônio de crescimento 

no metabolismo de lipídios é um dos principais componentes das alterações na partição de 

nutrientes e no aumento na eficiência produtiva. 

Quando vacas com balanço energético perto de zero, ou negativo, são tratadas com 

bGH, uma elevação na lipólise estimulada por beta-adrenérgicos pode ser observada, 

indicando um aumento na mobilização da gordura corporal. Nesta situação a taxa de síntese 

de lipídios já estaria baixa. Em contraste, animais de balanço energético positivo ( e.g. em 

crescimento) quando tratados com GH têm na redução da lipogénese o principal efeito 

deste hormônio (Lanna et ai., 1994 ), incluindo reduções dramáticas nas atividades das 

enzimas acetil CoA carboxilase e sintetase de ácidos graxos (Lanna et ai., 1995) 

Em suínos em crescimento 80% da síntese de gorduras é feita pela via de novo

(Bauman e Davis, 1975) utilizando glucose como substrato, pois apenas 8% das calorias de 

uma dieta típica estão na forma de gordura. Na situação do suíno cerca de 40% da 

utilização de glucose pelo corpo é destinada à deposição de lipídios, que ocorre no 

citoplasma do tecido adiposo. Este fato faz do modelo experimental do suíno algo distinto 

do rato, em que os lipídios são sintetizados de novo no fígado e transportados para o tecido 

adiposo onde são reesterificados. Quando suínos são tratados com pGH, apresentam 

redução na deposição de gordura em até 80% (Boyd et al., 1991 ). 
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Como citado anteriormente, a redução na síntese de lipídios, como consequência da 

administração do GH, é decorrência de quedas acentuadas nas atividades (Lanna et al., 

1995) e na abundância de mRNA (Mildner e Clarke, 1991) das enzimas acetil CoA 

carboxilase e sintetase de ácido graxos. No entanto, as atividades totais de acetil CoA 

carboxilase e sintetase de ácido graxo são reduzidas em menor proporção após a incubação 

de tecido adiposo em culturas de longa duração (48 horas) com GH (Lanna et al., 1994). 

Estes resultados são consistentes com dados da literatura indicando que alterações nas 

atividades da ACC e F AS não deveriam ser esperadas em razão da meia vida destas 

enzimas ser relativamente longa, de aproximadamente de 48 horas (Majerus e Kilburn, 

1969; Nakanishi e Numa, 1970). Isto indica que embora ocorra uma redução na atividade 

das enzimas limitantes ACC e F AS no tecido adiposo após tratamento de longa duração 

com GH in vivo, e que esta alteração seja parte das adaptações nos fluxos metabólicos, 

outros mecanismos também devem atuar na inibição da lipogênese no curto prazo (6-12 

horas), como redução da resposta à insulina no tecido adiposo. 

Ratos que receberam 2 mg GH /dia durante 15 dias apresentaram atenuação na 

habilidade da insulina em aumentar consumo e a deposição de lipídio da carcaça, no 

entando esses animais não apresentaram redução na atividade da sintase de ácido graxo 

(FAS) no tecido adiposo (Roberts et al. 1994). Ikeda et al. (1998) trataram ratos por uma 

semana com hormônio de crescimento e encontraram redução no peso corporal e do tecido 

adiposo desses animais, sem alteração na taxa de consumo. Provavelmente, o tratamento 

com hormônio de crescimento inibiu a síntese de gordura, como também aumentou a 

utilização da gordura acumulada (Ikeda et al., 1998). E interessante lembrar que o 

crescimento do tecido adiposo é altamente dependente da taxa de lipogênese a qual tem, em 

monogástricos, a glucose como principal fonte de carbono (Etherton, 2000). Sendo assim, 

os estudos de Roberts et al (1994) e de Ikeda et al (1998) corroboram a hipótese de que 

algum outro sistema, além daquele diretamente relacionado à expressão e atividade das 

enzimas ACC e F AS, deva estar sendo alterado em função do tratamento com hormônio de 

crescimento. 
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Além da atividade das enzimas limitantes, outro sistema que pode ser alterado é o de 

transporte de giucose na membrana celular controlado por hormônios homeorréticos e 

homeostáticos (Bauman e Vemon, 1993). Maloff et al. (1980) observaram redução no 

transporte de glucose e na utilização total desse substrato no estado basal e após estímulo 

com insulina em adipócitos de rato tratados cronicamente com GH in vitro. Magri et al. 

(1990) identificou uma redução na atividade do transportador de glucose, bem como, na 

quantidade do transportador Glut4. Posteriormente determinou-se que a abundância do 

m.RNA do Glut4 é reduzida após tratamento crônico com hormônio do crescimento (Liu et 

al., 1991). Entretanto, outros resultados demonstraram que o efeito do GH, em inibir a 

lipogênese, é menor quando a concentração de glucose é mais baixa do que quando a 

concentração é saturante , respectivamente lmmol/L e 5mmol/L (Donl<ln et al., 1996). 

Surpreendentemente estes resultados sugerem que não é o transporte o fator limitante à

lipogênese. 

O tratamento com GH altera a resposta e a atividade da proteína Gi no tecido 

adiposo (Lanna et ai., 1995; Doris et ai., 1996; Houseknecht e Bauman, 1997) e este 

mecanismo parece estar associado às alterações da sensibilidade à insulina. 

As observações de menor sensibilidade do tecido adiposo à ação da insulina (Walton 

et al., 1986; Lanna et al., 1994) e de menor expressão das proteínas limitantes na síntese de 

lipídios e transporte de glucose nos levam a questão da importância relativa dos 

mecanismos envolvidos: i.e. expressão gênica da enzima limitante ou modulação do 

sistema de mensageiros secundários que ativam no curto prazo a via lipogênica; ou ainda 

uma combinação de ambos. 

2.4.2. Efeitos do GH sobre a resposta à insulina 

Quando animais bem nutridos são tratados com hormônio de crescimento, como já 
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citado anteriormente, ocorre urna acentuada queda na deposição de gordura, que pode ser 

também em função de urna menor sensibilidade do tecido adiposo ao estímulo da 

lipogênese pela insulina (Walton e Etherton, 1986; Lanna et al., 1994; Costa et al., 1998; 

Etherton & Baurnan, 1998). Essa redução pode ser avaliada graças à urna menor 

incorporação da glucose neste tecido (Walton et al., 1987) e também através da medição in 

vivo do consumo total da glucose no organismo (Wray-Cahen, 1992). 

A redução na sensibilidade à insulina acarreta inibição de eventos regulados por esse 

hormônio, e.g. transporte de glucose, atividade e expressão de enzimas lipogênicas, síntese 

de glicogênio, lipogênese (Etherton & Bauman, 1998). Essa redução na sensibilidade à

insulina pode também ser referida como resistência à insulina, urna desordem metabólica 

progressiva caracterizada por um reduzido consumo de glucose corporal em resposta à 

concentrações normais de insulina, sendo mais frequente como resultado de defeitos 

poligênicos e fatores ambientais, eg. tratamento crônico com hormônio de crescimento 

(Gopinath & Etherton, 1989). Doenças como Diabetes mellitus não-dependente-da-insulina 

(NIDDM) e obesidade são caracterizadas por resistência à insulina (Olefsky & Nolan, 

1995). No entanto existe falta de dados no que concerne à progressão nas falhas da 

sinalização insulinica urna vez estabelecido o quadro de resistência. Isso é especialmente 

verdade para o evento de sinalização nos adipócitos (Li et al., 2000). 

Urna variedade de animais tratados com GH apresentou urna redução na remoção da 

taxa de glucose induzida pela insulina (Rosenfeld, 1982). Este mesmo autor concluiu que a 

redução ao estímulo da insulina ocorre em elementos "abaixo" do receptor, baseando-se no 

fato de que o número de receptores da insulina e sua afinidade não foram afetados em 

animais tratados com GH. Estudos conduzidos com suínos corroboram a hipótese de 

Rosenfeld, pois o GH não alterou o número de receptores de insulina nem na fosforilação 

do receptor em tecido adiposo de suínos (Magri et al., 1990). Resultados obtidos na 

Unicamp por Thirone et al. (1997) e por Balbis et al. (1996) não observaram alterações na 

abundância nem no nível de autofosforilação dos receptores no figado de ratos, um tecido 

que responde de forma similar à do tecido adiposo de suínos. Pouco se conhece sobre os 
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efeitos do hormônio de crescimento na via de sinalização insulínica, mas em adipócitos 

parece claro que a influência deva ser pós-receptor, pois a ligação insulínica não foi afetada 

(Etherton, 2000). 

Estudos conduzidos por Thirone et ai. ( 1997) mostraram reduções na fosforilação 

em tirosinas do IRS-1 e redução na associação desse substrato com a PI 3-quinase, 

observadas em figado e músculo de ratos tratados com GH. Em outro trabalho Thirone et 

al. (1998) observaram redução na associação IRS-1/PI 3-quinase, em músculo de ratos 

tratados cronicamente com GH. Corroborando esses dados, músculos de ratos trangênicos, 

super-expressando GH, apresentaram reduzida fosforilação do IRS-1 como também uma 

menor associação desse substrato com a PI 3-quinase (Dominici, et al., 1999). 

Estudos conduzidos com ratos deficientes em IRS-1, que apresentaram redução na 

associação IRS-1/ PI 3-quinase estimulada pela insulina, concluíram que essa associação é 

essencial para o consumo de glucose no tecido muscular (Y amauchi, et al., 1996). No 

entanto, em tecido adiposo, não parece muito claro o papel da associação IRS-1 /PI 3-

quinase em determinar o consumo de glucose (Araki et al., 1994). Por um outro lado, 

redução na expressão de Glut4 tem sido uniformemente observada em adipócitos de 

modelos animais resistentes à insulina (Li et al., 2000). Entretanto, não está claro se o 

limitante para o consumo de glucose no tecido adiposo é a concentração de Glut4 reduzida 

ou se é uma falha na via de sinalização insulínica que poderia levar, inclusive, à redução na 

quantidade de Glut4. Recentemente Li et al (2000) conduziram um experimento com ratos 

deficientes em Glut4 que apresentaram consumo normal de glucose porque tinham sua via 

de sinalização insulínica normal, mostrando que a cascata de sinalização apresenta 

suficiente plasticidade para acomodar alterações significativas sem reduzir consumo de 

glucose. No entanto, não exclui a possibilidade de o conteúdo celular de Glut4 ser fator 

limitante em mediar o máximo consumo de glucose em adipócitos estimulados com 

insulina. 

Apesar desses dados sugerirem alterações nos passos iniciais da transmissão de sinal 
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insulinico, o mecamsmo molecular, pelo qual a administração exógena ou aumento de 

secreção endógena de GH induz resistência à insulina, não está totalmente esclarecido. 

Neste sentido, a caracterização das estapas iniciais da ação insulinica, em modelo de estudo 

com excesso de GH, poderia contribuir para elucidação do mecanismo de redução na 

sensibilidade à insulina, associada à presença de GH. Este é o primeiro trabalho a estudar o 

efeito crônico do GH no comportamento do substrato 3 do receptor da insulina (IRS-3) em 

tecido adiposo de rato. 



3. MATERIAL E MÉTODOS

Medições efetuadas: 

ai concentração do IRS-1, IRS-3 e da PI 3-quinase após culturas crônica com 

GH; 

b) e taxa de fosforilação do IRS-1 e IRS-3; associação IRS-1/PI 3-quinase e IRS-

3/PI 3-quinase após cultura crônica com GH e posterior estímulo insulínico. 

Essa medições foram feitas através da imunoprecipitação, transferência e 

bloqueamento das proteínas, marcação e detecção da membrana. 

Material Biológico: 

3.1. Animais 
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Foram utilizados ratos (Rattus novergicus, variedade albina), da linhagem Wistar

Hannover, machos, jovens, com 180-200g, obtidos no Biotério Central da UNICAMP, 

Campinas-SP. Após o desmame, os animais recebiam como alimentação apenas ração para 

rntos Laoina (90% àe matéria seca, 25% proteína bruta e 4% de gordura), marca Purina. 

3.2. Materias 

Os reagentes e aparelho para eletroforese em gel de dodecil sulfato de sódio e 

poliacrilamida (SDS-PAGE) foram da Bio-Rad (Richmond, California). Metano 

hidroximetila (Tris), fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF), aprotinina, silicone, ditiotreitol 

(DTT), Meio 199 e insulina bovina recombinante foram da Sigma (St. Louis, MO). 

Hormônio de crescimento biossintético humano GH (Norditropin) foi adquirido da Novo 

Nordisk (Bagsvaerd, Denmark). Protein A Sepharose 6 MB da Pharmacia (Uppsala, 

Sweden). A membrana de nitrocelulose (BA85, 0.2 µm) foi de Schleider and Schuell. 

Anticorpo anti-fosfotirosine monoclonal (100 µg/ml), anticorpo anti-IRS-1 policlonal ( 100 

µg/ml), anticorpo anti-IRS-3 policlonal (100 µg/ml) foram da Santa Cruz. Anticorpo anti

PI 3-kinase (p85) policlonal foi da Upstate Biotechnology Incorporated (UBI, Lake Placid, 

NY). Anticorpo secundário anti-rabbit e anti-goat foram da Sigma (St. Louis, MO). 

Anticorpo secundário anti-mouse e sistema de detecção para fosfatase alcalina foram da 

Bio-Rad (Richmond, California). 

3.3. Tecidos 
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Os tecidos foram obtidos após morte dos animais. O tecido adiposo de rato foi 

imediatamente retirado e transferido para a solução salii,a (O, 15M NaCl), pH 7,4 contendo 

25mM HEPES (Sigma Chemical Co.) e antibióticos (60 µg/ml de penicilina, 100 µg/ml de 

estreptomicina, 10 µg/ml de neomicina, 5 µg/ml de anfotericina) à temperatura de 37 ºC. 

Estas amostras foram transferidas para o fluxo laminar para preparação dos explantes 

utilizados para culturas de tecido de longa duração. 

3.4. Procedimento 

3.4.1 Culturas de Tecido 

Culturas de longa duração 

Após duas lavagens com o meio de transporte, os explantes foram transferidos para 

"multiwell" plates contendo 3ml de meio de cultura 199 (sais de Earle, L-glutamina, 25mM 

de bicarbonato de sódio e 25 mM de HEPES), contendo antibióticos (60 µg/ml de 

penicilina, 100 µg/ml de estreptomicina, 10 µg/ml de neomicina, 5 µg/ml de anfotericina). 

As amostras foram mantidas a 37°C e pH 7,4 sob uma atmosfera de 95% de ar, 5% de CO2, 

a 37°C por 24 ou 48horas. 

Para avaliar os efeitos de exposição do tecido adiposo ao GH. os explantes foram 

submetidos a dois ensaios em meio de cultura 199 com: 

Ensaio I (48 horas): 

a)I+D (100 ng/ml insulina+ 10 mM dexametasona);
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b)I +D+ GH (100 ng/ml insulina+ 10 mM dexametasona + 100 ng/ml GH).

Ensaio II (24 horas): 

a)controle (sem adição de hormônio);

b)GH (100 ng/ml).

Metade dos expiantes do ensaio II, após 24 de cultura, foram estimulados com 

insulina (1 µg/ml) por 20 min. 

A insulina foi solubilizada em 0,001N de HCl a pH 3.0. O GH recombinante 

humano utilizada nos experimentos foi solubilizada em água estéril para concentração final 

de 10 mg/ml e 75 mM de bicarbonato de sódio e, posteriormente, diluído em solução estéril 

de bicarbonato de sódio (pH 9.0) antes de ser adicionado ao meio de cultura. A 

estreptomicina foi solubilizada em etanol, enquanto todos os outros antibióticos foram 

solubilizados em água estéril. A dexametasona foi dissolvida em etanol. A concentração 

final de etanol no meio de cultura foi inferior a 0,025% (vol./vol.). Os hormônios foram 

adicionados ao meio de cultura imediatamente antes dos expiantes serem transferidos para 

"multiwell" plates. O meio de cultura foi trocado a cada 24 horas para evitar o problema da 

redução da concentração dos hormônios e/ou substratos em função da sua incorporação ou 

degradação por células ou enzimas presentes no meio. Trabalhos anteriores garantem que a 

concentração dos hormônios era suficiente para obtenção de respostas máximas (plateau). 

3.4.2. Avaliação na concentração e nas taxas de fosforilação 
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Técnica de Western blot 

Preparação da amostra 

Após 24-48 horas de tratamento em cultura, lg do tecido adiposo foi removido e, 

imediatamente, homogeneizado em solução tampão ( X-100 Triton 1%, lO0mM Tris, pH 

7 ,4, contendo lO0mM piro fosfato de sódio, 1 O0mM de fluoridio de sódio, lOmM EDT A, 

lOmM de vanádio de sódio, 2mM PMSF e O, 1 mg de aprotina/ml) a 4°C na centrífuga 

Polytron PTA 20S (Brinkmann lnstruments model PT 10/3S) operada na sua máxima 

velocidade por 30 segundos. 

O extrato foi centrifugado a 15000 rpm a 4°C numa Beckman 70.1 rotor Ti (Palo 

Alto, CA) por 45 minutos, para precipitar as células não homogenizadas, organelas 

celulares e o corpo de gordura. O infranadante foi usado para imunoprecipitação com 

anticorpos anti-IRS-1, anti-IRS-3 ou anti-PI 3-quinase. 

Im unoprecipitação 

Antes de serem colocados os anticorpos, os volumes das amostras foram 

normalizados por concentração protéica e então colocados os anticorpos anti-IRS-1, anti

IRS-3 ou anti-PI 3-quinase num volume fixo de 15 µ1/amostra e de 5µ1/amostra no caso de 

anti-PI 3-quinase. As amostras foram incubadas por 12-14 horas a 4ºC, acrescentando-se, a 

seguir, 50µ1 de proteína A-sepharose 6 MB e, após mais duas horas, os precipitados foram 

coletados em centrifugação de 12000rpm, a 4ºC, por 15 minutos. Os precipitados foram 

lavados três vezes com tampão de lavagem. As proteínas precipitadas foram tratadas com 



28 

solução tampão Laernmli (Laemrnli, 1970) contendo 1 00rnM DTT e aquecidas em água 

ebulindo por 4 minutos, e então submetidas a eietroforese em SDS-PAGE ( bis-acrilamida 

6%) em aparato de gel miniatura da Bio-Rad (Mini Protean). Os pesos moleculares padrões 

foram: miosina (194 kDa), B-galactosidase (116 kDa), albumina de soro de bovino (85 

kDa) e albumina do óvulo (49,5 kDa). 

Transferência e Bloqueamento das proteínas 

A transferência das proteínas do gel para a membrana de nitrocelulose se deu num 

período de 2 horas a 120V (constante), em um aparato de transferência em miniatura, da 

Bio-Rad (Mini-Protean), e adição de 0,02% SDS no tampão de transferência com intuito de 

aumentar a evasão das proteínas de grande peso molecular. O bloqueamento de proteínas 

não-específicas, ligadas à membrana de nitrocelulose, foi efetuada através da pré-incubação 

da membrana a 4°C, durante a noite, em tampão bloqueador (5% de leite magro, lOmM 

Tris, 150rnM NaCl e 0,02% Tween 20). 

Marcação e Detecção da membrana 

A marcação da membrana de nitrocelulose foi efetuada de forma sequencial. 

Primeiro foi feita a incubação da membrana com os anticorpos anti-fosfotirosina (1 :200), 

anti-IRS-1 (1:300), anti-IRS-3 (1:300) ou anti-PI 3-quinase (1:2000). Esta incubação foi 

acompanhada de agitação por 1 hora a 37°C, depois a membrana foi lavada três vezes, 10 

minutos cada, com TTBS. Após esse processo, a membrana foi incubada ao segundo 

anticorpo conjugado à fosfatase alcalina (anti-mouse (1 :2000), para anti-fosfotirosina; anti

rabbit (1 :4000), para anti-IRS-1 e anti-PI 3-quinase; anti-goat (1 :4000), para anti-IRS-3. 
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Esta incubação também foi acompanhada de agitação por lhora a 37°C e a membrana foi 

lavada três vezes, 10 minutos cada, com TTBS. A visualização foi através do sistema de 

detecção fosfatase alcalina (Bio-Rad) e as bandas medidas pela intensidade de "pixel", dada 

peio programa Kodak DSlD Digital Science DC 120 (Eastman Kodak Company). 

3.5 Análise dos Dados 

O delineamento experimental do trabalho foi totalmente casualizado, cujo esquema 

seguiu o estudo de comparações de médias usando o teste t de Student para dados pareados, 

conforme apropriado. Para efeito de comparação, os resultados foram expressos como 

variação percentual. Os resultados foram avaliados em unidades arbitrárias. 



4. RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1. Resultados 

4.1.1. Efeito crônico do hormônio de crescimento (48 h) na concentração de IRS-1, IRS-

3 e PI 3-quinase em tecido adiposo de rato in vitro 

Usando anticorpos específicos contra IRS-1 (Fig. IA and IB) a estimativa da 

abundância dessa proteína apresentou redução de 33 ± 6% (P<0.01, n=6) em adipócitos de 

rato cronicamente tratados com GH. Amostras de tecido adiposo previamente 

imunoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-3 e imunodetectadas com o mesmo anticorpo, 

encontrou-se uma redução de 27 ± 8% (P<0.05, n=7) no nível dessa proteína quando 

adipócitos controle foram comparados aos tratados com GH (Fig. 2A and 2B). Quando 

analizada a concentração de PI 3-quinase em adipócitos de rato tratados com GH, foi 

encontrada uma redução de 26 ± 8% (P<0.05, n=7) na quantidade aparente dessa proteína 

(Fig. 3A and 3B). 
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Fig. l. Extratos de explantes de tecido adiposo após cultura. contendo a mesma quantídade 

de proteína, foram submetidas à imunoprecipitação e imunodetecção com anticorpo anti

IRS-1 (A). A canaleta C refere-se ao controle, e como GH, aos adipócitos tratados com 

hormônio de crescimento. O nível protéico de IRS-lestá representado como média± desvio 

padrão, proveniente da densitometria de 6 experimentos (B). "·Diferenças significativas a 

um mvel de P<0.O1. 
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Fig.2 Amostras de extratos de tecido adiposo em cultura, contendo a mesma quantidade de 

proteína, foram submetidas à imunoprecipitação e imunodetecção com anticorpo anti-IRS-3 

(A). A canaleta tida como (C) refere-se ao controle, e como (GH), aos adipócitos tratados 

com hormônio de crescimento. O nível protéico de IRS-3está representado como média± 

desvio padrão, proveniente da densitometria de 7 experimentos (B). '•Diferenças 
- - - - - - -

s1gruncauvas a um mve1 ae .t'<-u.u:,. 
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Fig.3 Amostras de extratos de tecido adiposo em cultura, contendo a mesma quantidade de 

proteína, foram submetidas à imunoprecipitação e imunodetecção com anticorpo anti-PI 3-

quinase (A). A canaleta tida como (C) refere-se ao controle, e como (GH), aos adipócitos 

tratados com hormônio de crescimento. O nível protéico de PI 3-quinase está representado 

como média ± desvio padrão, proveniente da densitometria de 7 experimentos (B) . 

.unerenças signrr1ca1ivas a um nivei óe t'<..\J.ü5. 
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4.1.2. Efeito crônico do hormônio de crescimento (24 h) na concentração de IRS-1, IRS-

3 e PI 3-quinase em tecido adiposo de rato in vitro 

Em tecido adiposo, amostras tratadas com GH por 24 horas e previamente 

imunoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-1 e imunodetectadas para o mesmo anticorpo 

(Fig. 4A, 4B) tiveram redução de 29 ± 4% (P<0.01, n=5). Usando o anticorpo específico 

para anti-IRS-3 houve uma redução de 15 ± 3% (P<0.01, n=8) na concentração desta 

protéina em adipócitos de rato tratados com GH por 24 horas (Fig. 5A, 5B). 

Para determinar se a redução na quantidade de associação entre IRS-1/ PI 3-quinase 

ou entre IRS-3/ PI 3-quinase era também resultado de alterações na quantitade total da 

proteína PI 3-quinase em adipócitos tratados com GH, nós investigamos os níveis de PI 3-

quinase por imuprecipitação e imunodetecção dos extratos do tecido com o anticorpo da 

subunidade de 85 kDa desta proteína. A concentração desta proteína reduziu 29 ± 5% 

(P<0.01, n=6) em tecidos tratados com GH (Fig. 6A, 6B) e pode exercer influência na 

redução da associação da PI 3-quinase com IRS-1 e IRS-3, como mostrado abaixo. 
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Fig.4. Amostras de extratos de cultura de tecido, controle (C) e adipócitos tratados com 

hormônio de crescimento ( OH), contendo a mesma quantidade de proteína, foram 

submetidos a imunoprecipitação e imunodetecção com anticorpo anti-IRS-1 (A). A 

concentração de IRS-1 está mostrada em média ± desvio padrão baseando-se na 

ucnsn.ometria àe cinco experimenios (B). · Diforenças signiíicaiivas a um nívei áe P<O.O 1. 
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Fig.5 Amostras de extratos de cultura de tecido, controle (C) e adípócitos tratM.os com

hormônio de crescimento (GH), contendo a mesma quantidade de proteína, foram 

submetidos a imunoprecipitação e imunodetecção com anticorpo anti-IRS-3 (A). A 

concentração de IRS-3 está mostrada em média ± desvio padrão baseando-se na 

u.\;ü.s1tomcma ac cmco cxpcn1nemos lii). Diierenças significativas a um nivei de f<.:ü.ül. 
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Fig.6 Amostras de extratos de cultura de tecido, controle (C) e adipócitos trataôos corri 

hormônio de crescimento ( GH), contendo a mesma quantidade de proteína, foram 

submetidos a imunoprecipitação e imunodetecção com anticorpo anti-PI 3-quinase (A). A 

concentração de PI 3-quinase está mostrada em média ± desvio padrão baseando-se na 

u"'u..;ii.0rnmna ue seis expenmemos ltlJ. uuerenças s1gnmcauvas a um niveí úe .P<ü.ül. 
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4.1.3. Efeito crônico do hormônio de crescimento (24 h) na fosforilação do IRS-3, 

associação IRS-3/ PI 3-quinase e IRS-li PI 3-quinase após estímulo insulínico em tecido 

adiposo de rato in vitro 

Após estímulo com insulina, a fosforilação do substrato 3 do receptor da insulina 

(IRS-3) foi reduzida 28 ± 6% (P<0.05, n=7) em adipócitos tratados com GH (Fig 7A and 

7B). A fosforilação do IRS-1 não foi possível de ser detectada provavelmente devido à 

baixa concentração dessa proteína nos extratos do tecido adiposo deste sistema. No estado 

basal, quando comparado adipócitos tratados com GH e controle, a fosforilação do IRS-3 e 

sua consequente associação com a PI 3-quinase como também a associação entre IRS-1 e 

PI 3-quinase não foram possíveis de serem analimdas em função da grande variabilidade 

observada. Esses resultados não corroboram aqueles encontrados por Thirone et ai. (1997) 

em que a fosforilação do IRS-1 e sua associação com a PI 3-quinase aumentaram 150 e 

180%, respectivamente, no estado basal de figado de ratos tratados com GH. 

Estudos anteriores sugeriram uma estabilidade relativamente alta e grande afinidade 

na interação entre IRS-1 (Folli et ai., 1992; Backer et ai., 1992) ou entre IRS-3 (Ross et ai., 

1998; Lavan & Lienhard, 1993) com a subunidade de 85 kDa da PI 3-quinase. Esta 

interação permite que ambas as proteínas possam ser co-imunoprecipitadas com anticorpos 

específicos para qualquer uma das duas. Quando amostras foram previamente 

imunoprecipitadas com anticorpo contra IRS-1 e posteriormente incubadas com anticorpo 

para subunidade de 85 kDa da PI 3-quinase houve uma redução de 44 ± 20% (P< 0.1 O, 

n=6) na quantidade de PI 3-quinase associada ao IRS-1 nos adipócitos tratados com GH,

sugerindo uma menor associação entre IRS-1/ PI 3-quinase (Fig 8A and 8B). Entretanto, 

essa redução na quantidade de PI 3-quinase associada pode ter sido simplesmente 

consequência das menores concentrações proteícas de IRS-1 e/ou de PI 3-quinase 

encontradas nos adipócitos tratados com GH. Poderia ainda ter ocorrido uma combinação 

das duas possibilidades. Podendo o IRS-3, de uma maneira similar ao IRS-1, se associar à 

PI 3-quinase, as amostras previamente imuprecipitadas com anticorpo anti-IRS-3 foram 
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posteriormente incubadas com anticorpo anti-PI 3-quinase. Após estímulo com insulina, a 

quantidade de PI 3-quinase associada com IRS-3 reduziu 28 ± 4% (P< 0.01, n=6) nos 

adipócitos tratados com GH quando comparados com controle (Fig 9A and 9B). Mais uma

vez as reduções nos níveis protéicos de IRS-3 e PI 3-quinase em adipócitos tratados com 

GH podem ter contribuído para o decréscimo na quantidade associada daquela proteína. 
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Fig. 7 Amostras de extratos de cultura de tecido, controle (C) e adipócitos tratados com 

hormônio de crescimento ( GH), contendo a mesma quantidade de proteína, foram 

submetidos a imunoprecipitação com anticorpo anti-IRS-3 e imunodetecção com anticorpo 

anti-PY (A). lnsulina (lµg/ml) foi administrada nos adipócitos por 20 min e a fosforilação 

do IRS-3 está mostrada em média± desvio padrão, baseando-se na densitometria de sete 

experimentos (B). ''Diferenças significativas a um nível de P<0.05. 
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Fig.8 Amostras de extratos de cultura de tecido, controle (C) e adipócitos tratados com 

hormônio de crescimento (GH), contendo a mesma quantidade de proteína, foram 

submetidos a imunoprecipitação com anticorpo anti-IRS-1 e imunodetecção com anticorpo 

anti-PI 3-quinase (A). Insulina (lµg/ml) foi administrada nos adipócitos por 20 mín e a 

associação IRS-1/ PI 3-quinase está mostrada em média ± desvio padrão, baseando-se na 

u1Süs1tomema ae seis expenrnemos tii J. Diierenças signiiicativas a um rúvei de P<O. l O. 
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Fig.9 Amostras de extratos de cultura de tecido, controle (C) e adipócitos tratados com 

hormônio de crescimento (GH), contendo a mesma quantidade de proteína, foram 

submetidos a imunoprecipitação com anticorpo anti-IRS-3 e imunodetecção com anticorpo 

anti-PI 3-quinase (A). Insulina (lµg/ml) foi administrada nos adipócitos por 20 min e a 

associação IRS-3/ PI 3-quinase está mostrada em média± desvio padrão, baseando-se na 

densitometria de seis experimentos (B). **Diferenças significativas a um nível de P<0.01. 
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4.2. Discussão 

No presente estudo, foram avaliados em adipócitos de ratos cronicamente tratados 

com GH in vitro a concentração do substrato 1 e 3 da insulina (IRS-1, IRS-3), concentração 

da fosfatidilinositol 3 - quinase (PI 3-quinase) ,  fosforilação tirosínica do IRS-3 estimulada 

pela insulina, e também associação dos substratos IRS-1 e IRS-3 com a PI 3-quinase. 

O receptor da insulina (IR) é uma glicoproteína heterotetramérica transmembrânica 

composta por duas subunidades a e duas subunidades � ligadas por pontes de dissulfideo. 

As subunidades a contém o domínio de ligação insulínico, enquanto as � funcionam como 

quinases específicas de tirosina ( quinases do receptor da insulina). A sinalização da insulina 

utiliza a atividade tirosina quinase do receptor para fosforilar proteínas porto em múltiplos 

resíduos de tirosina e propagar a ação insulínica (Cheatham & Kahn, 1995). Os principais 

substratos da ação insulínica são a Shc (Pronk et al., 1993) e as proteínas IRSs, IRS-1 (Sun 

et al., 1991), IRS-2 (Sun et ai., 1995), IRS-3 (Lavan et ai., 1997a) e IRS-4 (Lavan et al., 

1997b). 

A via de sinalização abordada pelas proteínas IRSs controla o consumo de glucose e 

lipogênese, síntese de proteína e sobrevivência da célula (Cheatham & Kahn, 1995). Vários 

fatores endógenos ou exógenos, como administração de epinifrina, podem alterar esse 

quadro de sinalização insulínica comprometendo a atuação desse hormônio. Estudos 

conduzidos com ratos mostraram que o tratamento com hormônio de crescimento induz 

resistência à insulina, como evidenciado por alterações no metabolismo de glucose nos 

tecidos periféricos e no figado (Bishop et al., 1967). A redução na sensibilidade à insulina 

decresce eventos regulados por esse hormônio, como transporte de glucose, atividade 

(Lanna et al., 1995) e expressão (Etherton & Bauman, 1998) de enzimas lipogênicas. No 

tecido adiposo de suíno, o decréscimo na sensibilidade à insulµia causada pelo GH não está 

associado a nenhuma alteração no número de receptores da insulina ou na atividade tirosina 
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quinase deste receptor (Magri et ai., 1990). No entanto, pouco se sabe sobre os eventos pós

receptor que mediam o efeito do GH na via de sinalização insulínica. 

O estudo da regulação destas etapas iniciais da ação insulínica pode ser realizado in 

vitro, utilizando-se receptor de insulina parcialmente purificado e moléculas de IRSs e PI 3-

quinase recombinantes, também pode ser realizado em culturas de células ou em tecidos 

animais in vivo. Os procedimentos utilizados neste trabalho, estimulação in vitro com 

insulina, extração e homogeneização do tecido adiposo em condições apropriadas para 

imunoprecipitação e posterior immunoblotting com anticorpos específicos anti-IRS-1, anti

IRS-3, anti-PI 3-quinase, anti-fosfotirosina permitiram uma avaliação das etapas iniciais da 

ação insulínica, após a ligação com o receptor, em um tecido com importante papel na 

utilização da glucose. Este método apesar de semi-quantitativo, ou seja, avalia-se a 

concentração protéica através da densidade da banda, que é dada por valores arbitrários, 

parece representar bem as alterações encontradas. 

O interesse em se trabalhar com um sistema in vitro está na possibilidade de maior 

controle dos tratamentos aplicados como também no menor custo deste sistema, 

principalmente na aplicação desta metodologia para o tecido adiposo de animais de grande 

porte como animais de interesse agronômico e o homem. Este estudo, apesar de utilizar um 

modelo animal de laboratório, que representa relativo baixo custo na sua manipulação in 

vivo, estabele uma oportunidade para que futuras pesquisas envolvendo animais de grande 

porte possam ser conduzidas na tentativa de se compreender os mecanismos da 

interferência do hormônio de crescimento na ação insulínica. 

Os resultados mostraram uma redução de mesma magnitude (~30%) na 

concentração de IRS-1 em ambos os ensaios onde adipócitos de ratos foram cronicam.ente 

tratados com GH por 24 e 48 horas. Esses resultados confirmam aqueles de Thirone et al 

(1997) em que a abundância do IRS-1 do :ligado se mostrou 40% menor em ratos tratados 

com GH in vivo por 5 dias. A exposição crônica de células em cultura à insulina reduz os 

níveis protéicos de IRS-1 sem alterar sua quantidade de RNAm (RNA mensageiro) (Saad et 
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al., 1994; Rice et al., 1993), principalmente como resultado de um aumento na degradação 

desta proteína (Rice et al., 1997). No entanto, no presente trabalho foi estabelecido um 

quadro hiperinsulinêmico apenas no tratamento de 48 horas, enquanto que no de 24 horas, 

os expiantes ficaram em um meio sem insulina ou soro fetal. Exposição à altas doses de 

insulina foram utilizadas por apenas 20 minutos para estudos de fosforilação e associação 

das proteínas. Esses dados indicam que a ação inibidora seja efetivamente função da 

presença do hormônio de crescimento e não de um efeito da hiperinsulinemia encontrada 

no experimento de 48 horas. 

Ratos mutantes com ausência de IRS-1 são 30-50% menores se comparados ao 

controle (Tamemoto et al., 1994; Araki et al., 1994; Whiters et al., 1998), e apresentam 

resitência à insulina em todo corpo, incluindo tecido adiposo incubado in vitro (Smith et 

al., 1997; Kaburagi et al., 1997). Esses ratos apresentam concentração de glucose sanguínea 

normal, mas com nível insulínico praticamente o dobro do animal controle. Este fenótipo 

mostra que o IRS-1 é essencial para o crescimento animal e para homeostase da glucose e 

pode ter funções únicas, as quais podem não ser completamente substituídas por outras 

IRSs ou outros mensageiros secundários (Liu et al., 1999). 

No presente trabalho, o IRS-1 também apresentou redução de 44% na sua 

associação com a PI 3-quinase após estímulo de 20 minutos com insulina em expiantes 

tratados com GH por 24 horas. Isto sugere que este evento possa influenciar a resistência à

insulina causada pelo hormônio de crescimento. Esses dados são consistentes com os de 

Thirone et al (1997) e Thirone et al. (1998) onde foi encontrada redução na associação IRS-

1/ PI 3-quinase de 55 e 60%, respectivamente, nos ratos tratados cronicamente com GH. 

Entretanto, essa redução na associação pode ser não somente consequência da redução na

concentração de IRS-1, mas também relacionada a menor concentração de PI 3-quinase 

encontrada nos adipócitos tratado com GH por 24 horas, como discutido .a:::timte:. 

Os níveis proteícos de IRS-3 também apresentaram redução de 15 e 27% em 

adipócitos tratados com GH por 24 e 48h, respectivamente. Essa diferença na concentração 
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entre os ensaios pode estar relacionada à exposição do tecido adiposo à insulina na cultura 

de 48h, permitindo ao sistema apresentar um estado hiperinsulinêmico, em que o hormônio 

de crescimento teria maior efeito em inibir a síntese de lipídios. E também sugere que o 

IRS-1 e IRS-3 possam ser regulados de maneira diferente, uma vez que a concentração do 

IRS-1 não diferiu entre ensaios. Em adição ao IRS-1, o IRS-3 tem se mostrado atuante na 

ativação da PI 3-quinase em adipócitos estimulados pela insulina (Zhou et al., 1999). 

Estudos com ratos com inativação do gene do IRS-1 sugererm que o IRS-3 é o principal 

substrato fosfotirosínico que se liga à PI 3-quinase em células adiposas tratadas com 

insulina (Smith et al., 1997; Kaburagi et al., 1997). Zhou et al. (1999) evidenciou que tanto 

o IRS-3 quanto o IRS-4 podem mediar a ação da insulina em promover translocação do

Glut4 para transporte de glucose em células adiposas. Entretanto, para desenhar conclusões 

definitivas quanto à importância relativa das várias diferentes moléculas de IRSs, se faz 

necessário comparar seus efeitos nos adipócitos cujos genes do IRS-1, -2 e -3 foram 

manipulados. 

Em contraste à aparente controvérsia a respeito da importância relativa das IRSs 

para os diferentes processos, o próximo passo na cascata metabólica da insulina (i.e. 

ativação da PI 3-quinase) é essencial para o transporte de glucose. Por exemplo, quando 

expressado um mutante da p85 capaz de abolir a atividade da PI 3-quinase, a habilidade da 

insulina em promover translocação do Glut4 em adipócitos de rato foi essencialmente 

interrompida (Quon et al., 1995). Similarmente, agentes que inibem a atividade catalítica da 

PI 3-quinase também levam a uma completa inibição da ação da insulina (Cheatham et al., 

1994). No presente trabalho a concentração da PI 3-quinase apresentou uma redução média 

de 27% em ambos os tratamentos com GH por 24 e 48 horas. Em função do papel pivotal 

desta enzima, esse mecanismo pode estar colaborando com o desenvolvimento de um 

quadro de resistência observado em animais tratados com GH e em animais deficientes em 

PI 3-quinase. 

A associação da PI 3-quinase com IRS-3 apresentou redução de 28% após estímulo 

insulínico nos expiantes tratados com GH por 24 horas e redução de mesma magnitude 



46 

(~28%) foi observada na fosforilação do IRS-3 nesses expiantes. Apesar da possibilidade 

de redundância, estas alterações do IRS-3 parecem consistentes com um papel do IRS-3 na 

regulação da via insulínica em tecido adiposo. A redução na atividade da PI 3-quinase 

implicaria em menor consumo de glucose e consequente quadro de resistência à insulina 

nos adipócitos tratados cronicamente com GH. No entanto, no presente trabalho não foram 

feitas determinações diretas da atividade da PI 3-quinase. 

Embora nossos resultados sugiram importância do IRS-3 em ativar a PI 3-quinase e 

estimular consumo de glucose , o que é consistente com dados apresentados por Kaburagi 

et al (1997) e Zhou et ai (1999), como já discutido anteriormente, Liu et ai (1999) 

mostraram que ratos ausentes em IRS-3 apresentam crescimento e desenvolvimento 

normais. Esses ratos não são afetados pela ausência de IRS-3 no referente aos níveis de 

insulina e de glucose no estado absortivo e de jejum, como também, após estímulo 

insulínico, os adipócitos desses animais apresentam transporte de glucose normal. E 

possível, que no animal selvagem, o IRS-3 exerça importantes funções, mas que no rato 

com ausência de IRS-3, outras IRSs funcionem em seu lugar. 

Quando comparados aos resultados de Thirone et ai. (1997) observa-se uma redução 

mais discreta nas variáveis estudadas, em média uma diferença de 30% menor para nosso 

estudo. Isso provavelmente se deve aos diferentes sistemas estudados nos dois trabalhos, in

vitro no primeiro e in vivo no segundo. Ainda não está totalmente estabelecida a influência 

da dexametasona nos processos envolvidos na resposta à insulina em tecido adiposo de 

ratos. Em tecido adiposo de suínos (Walton et ai., 1986) e de bovinos (Etherton et al., 1987) 

a dexametasona age sinergisticamente com a insulina em estimular a síntese de ácido graxo. 

No entanto, para tecido adiposo de ratos existem resultados conflitantes mostrando que a 

dexametasona age antagonicamente à insulina (Philips et ai., 1965), em sinergismo 

(Amatruda et ai., 1983) ou até mesmo não exercendo nenhuma influência (Hallowes et ai., 

1973). Turnbow et ai. (1994) mostraram que tratamento crônico com dexametasona induz à

degradação do IRS-1. Algumas diferenças podem se dever às diferentes concentrações de 

insulina utilizadas nos experimentos, no entanto a glucose é o principal precursor da síntese 
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de ácido graxo em adipócitos de rato e por isso qualquer efeito inibitório da dexametasona 

pode cooperar para uma redução da ação insulinica e consequente redução de síntese de 

ácido graxo, explicando talvez os resultados mais discretos encontrados em nosso trabalho. 

A observação de que há uma redução na quantidade de IRS-3 fosforilado no 

tecido adiposo, bem como uma redução nas quantidades de PI 3-quinase associadas aos 

substratos 1 e 3 do receptor da insulina, após estímulo insulínico dos expiantes de ratos 

tratados com GH, sugere que estes eventos tenham papel na resistência insulínica 

mediada pelo GH. 

Além dos efeitos da fosforilação em tirosinas, um mecamsmo regulatório 

importante das etapas iniciais da ação insulínica é a fosforilação das IRSs em 

aminoácidos serina e treonina (Myers & White, 1996). A fosforilação em serina/ 

treonina do IRS-1 (Perderson et al., 2001; Ranichandran, et al., 2001; Rui et al., 2001) e 

IRS-2 (Paz et al., 1996; Paz et al., 1997) reduz, de maneira importante, a capacidade do 

receptor da insulina fosforilar estes substratos em tirosinas, dificultando a transmissão do 

sinal insulínico. Diversas enzimas com capacidade serina quinase como a própria PI 3-

quinase, a MAP quinase, a proteína quinase-C, proteína quinase-A, podem fosforilar os 

IRSs em serina ou treonina, induzindo tais alterações. O tratamento com hormônio de 

crescimento pode determinar aumento na quantidade de diacilglicerol (DAG) (Catalioto 

et al., 1990; Sjoholm et al., 2000). O DAG ativa a proteína quinase-C e esta induz a 

fosforilação das IRSs em resíduos de serina e treonina, tornando-os menos receptivos à 

fosforilação em tirosina e induzindo reduções na associação destes substratos com a PI 

3-quinase. Considerando a exposição dos tecidos de ratos tratados com hormônio de

crescimento em níveis elevados de GH, podemos especular que a redução observada 

nestes passos iniciais da ação insulínica possa ser mediado pelo aumento da atividade da 

proteína quinase-C e, por conseguinte, fosforilação das IRSs em serina e treonina. 

Na presente discussão foram basicamente mostrados os efeitos metabólicos do 

GH na cascata de insulina, no entanto o GH apresenta um espectro de ação bastante 
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amplo, o qual ainda envolve alteração na expressão gênica de enzimas chave para síntese 

de lipídios ( e.g.Acetil CoA Carboxilase e Sintetase de Ácido Graxo), alteração no 

comportamento da vias de glicogênese e glicogenólise no figado e músculo, alteração na 

via de gluconeogênse no figado, etc. 

Apesar da impossibilidade em se afirmar quais os efeitos específicos da ação do 

hormônio de crescimento na cascata da insulina, este trabalho demonstra que. o 

tratamento crônico com GH in vitro altera os primeiros passos da transdução do sinal 

insulínico. Uma importante observação é a da redução das concentrações de IRS-1, IRS-

3 e PI 3-quinase, associadas à menor quantidade associada da PI 3 quinase com os 

substratos do receptor. A alteração na quantidade de IRS-3 fosforilado está 

provavelmente associada à redução na quantidade ou na interação entre IRS-3 e a PI 3-

quinase. Esses dados sugerem que o IRS-3 possa ser um importante substrato mediador 

das ações metabólicas da insulina em adipócitos de ratos e que as alterações nos 

primeiros passos do sinal de transdução insulínico possam exercer influência na 

resistência à insulina. 



5. CONCLUSÃO

• A cultura crônica de expiantes de tecido adiposo com hormônio de crescimento. se

mostrou eficiente para estudo da sinalização insulínica. Os resultados observados são

consistentes com a literatura de trabalhos in vivo.

• O tratamento de tecido adiposo com hormônio de crescimento por 48 horas reduziu a

concentração de IRS-1, IRS-3 e PI 3-quinase.

• Da mesma forma, o tratamento de tecido adiposo com hormônio de crescimento por 24

horas também reduziu a concentração de IRS-1, IRS-3 e PI 3-quinase.

• O tratamento de tecido adiposo com hormônio de crescimento por 24 horas, seguido de

estímulo insulínico por 20 minutos, reduziu as quantidades de PI 3 quinase associadas

ao IRS-1 e ou IRS-3 .

• A quantidade de IRS-3 fosforilada também foi reduzida pelo tratamento com GH por 24

horas, seguido de estímulo insulínico por 20 minutos.

• Estes dados sugerem que o tratamento crônico com hormônio de crescimento altera os

passos iniciais da sinalização insulínica, possivelmente cooperando para uma alteração

da sensibilidade do tecido a este hormônio.
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