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Resumo




A insubina estimula a atividade tirosina quinase de seu receptor, resultando na
fosforilagdo de substratos citosélicos, IRS-1 e IRS-2, que se assoctam 3 fosfatidilinositol
3-quinase (PI 3-quinase), ativando-a. A resisténcia 4 insulina € uma condi¢fio fisiopatolégica
associada ao envelhecimento. Entretanto, ¢ mecanismo molecular envolvido nesta situagio

de resisténcia nao € conhecido.

Neste estudo, examinamos a regulagio das protefnas envolvidas nas etapas
miciais da acdo insulinica em figado e misculo de ratos com diferentes idades, 2, 5, 12 e 20

mescs.

Nao houve mudangas na concentracio do receptor de insulina, em ambos os
tecidos, em ratos com 2 e 20 meses de idade (idosos), determinado pelo “immunoblotting”
com anticorpc anti-receptor de insulina. Entretanto o grau de fosforilagdo, refletindo a
autofosforilagdo do receptor, mostrou um especificidade tecidual, diminuindo em figado,
para 6617% (p<0,05), mas nao em misculo, nos ratos com 20 meses. Curiosamente, os
niveis protéicos teciduais de IRS-1 diminuiram precocemente (5 meses) para 5149%
(p<0,001) ¢ permaneceram em niveis reduzidos, em misculo, porém nio em figado. Nas
amostras de animais com 2 e 20 meses, previamente imunoprecipitadas com anticorpos anti-
IRS-1 ¢ anti-IRS-2 e incubadas com anticorpo antifosfotirosina, houve redugio do grau de
fosforilagdo para 3919% (p<0,001) ¢ 55t12% (p<0,001) respectivamente em figado e
paral3x2% (p<0,01) e 104£3% (p<0,05) em muisculo, respectivamente. A associacio
IRS-1/PI 3-quinase diminuiu significativamente para 27+14% (p<0,01) e 202£10% (p<0,003)
em figado e misculo de ratos senis, respectivamente. A associagio IRS-2/PI 3-quinase
apresentou uma variacfio tecido especifica, sem alteragfio no tecido hepdtico ¢ diminuindo
significantemente para 501£21% (p<0,05) em masculo dos ratos com 20 meses. Estes dados
sugerem que akteraghes, nas etapas iniciais da transmissdo do sinal insulfnico, podem

contribuir para a resisténcia a insulina observada em animais senis.

A seguir, constou também dos objetivos deste estudo investigar o efeito do
captopril, mibidor da enzima conversora da angiotensina, que aumenta a sensibilidade 3

insulina, nas etapas iniciais da acfio insulfnica, em ratos senescentes.
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Os animais com 20 meses que receberam o captopril apresentaram um aumento
da sensibiidade a insulina, demonstrado pelo teste venoso de tolerncia 3 insulina,
acompanhado de um aumento na autofosforilacao, induzido pela insulina de seu receptor de
4621253% (p<0,05) em figado e de 697£78% (p<0,001) em misculo dos ratos. Houve,
concomitantemente, um aumento no graw de fosforilagio do IRS-1 para 250+17%
(p<0,001) e 280+50% (p<0,05) no figado e miisculo respectivamente. E a associagio
IRS-1/PI 3-quinase aumentou para 305£20% (p<0,001) em figado e para 267+48%
(p<0,05) em midsculo. Como o captopril age, tanto diminuindo os niveis de angiotensina II
como ¢levando os niveis de bradicinina, estes efeitos foram simulados, na tentativa de isolar
o efeito predominante nas etapas inicias da agio insulfnica. A administracio de losartan, um
inibidor do receptor de angiotensina II, ndo mduziu efeitos no gran de fosforilacio do
IRS-1, nos tecidos estudados. A administracdo aguda de bradicinina aumentou o grau de
fosforilacio, induzido pela insulina, em seu receptor e no IRS-1 de figado ¢ mdsculo dos
ratos senis. Tais dados demonstram que o captopril modula as etapas iniciais da agdo

insulinica ¢ que estes efeitos podem ser simulados pela administragao de bradicinina.
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A insulina € um potente hormdnio com efeito metabdlico, promotor do
crescimento, que atua no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos, bem como na
sintese de RNA e DNA, em praticamente todas as células, através da modificagdo da
expressao ou atividade de uma série de enzimas e sistemas de transporte. Em mamiferos, € o
principal hormdnio controlador da glicemia, que age estimulando a captagdo de glicose e seu
metabolismo, no tecido muscular e adiposo, mibindo a neoghcogénese no tecido hepdtico
(FELIG & BERGMAN, 1990).

Como outros hormdnios, a insulina nio apresenta capacidade intrinseca para
modificar fungGes celulares; exerce, porém, seu efeito através da ligaciio a um receptor
especifico, uma glicoprotefna presente na membrana celular (FREYCHET, ROTH,
NEVILLE Jr, 1971; CUATRECASAS, 1972; KAHN, 1985).

O receptor de insulina estd virtualmente presente em todos 0s tecidos de animais
vertebrados, embora as concentragdes varicm de aproximadamente 40 receptores por céluia
em eritrdcitos circulantes a mais de 200.000 em adip6citos e hepatdcitos (GINSBERG
1977). E uma estrutura tetrimera composta de duas subunidades ¢, cada uma ligada a uma
subunidade . Pontes dissulfeto fazem as ligacBes inter- e intra-subunidades, resultando a
estrutura final de P-o-0-B (MASSAGUE, , 1981; KASUGA et al., 1982 a). Cada
subunidade o tem peso molecular de 135.000, é exclusivamente extracelular e contém o sitio
de ligacio da insulina, enquanto a subunidade B € uma proteia transmembrana, cada uma
com peso molecular de 95.000 e responsdvel pela transmissao do sinal insulinico (KASUGA
etal., 1982 a, 1982 b).

A subunidade o confere alta afinidade a ligacdo de insulina, “binding”.
Modificagtes quimicas e estudos de mutagdes sugerem que domifnios especificos como as
regides codificadas pelos exons 2 e 3 sejam criticas para o “binding” (DEMEYTS et al.,
1990). Aminoécidos cistina na subunidade & e na parte extracelular da subunidade §§
participam da ligagdo de pontes dissulfetos entre as subunidades o ¢ B. O componente
transmembrana da subunidade B € responsivel pela transmissdo do sinal insulinico para sua

regio citoplasmatica.
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Em 1982, deu-se grande avango na compreensdo da transmissdo do sinal
insulfnico, com a descoberta de que a subunidade B do receptor de insulina € uma proteina
com atividade quinase, estimulada pela insulina, capaz de se antofosforilar e fosforilar outros
substratos em aminoicidos tirosina. De fato, o receptor de insuhina € uma enzima, da familia
das tirosina-quinases. Este receptor comporta-se, funcionalmente, como uma enzima
alostérica com uma subunidade o regulatéria e uma subunidade [ catalitica (KASUGA et al,
1982 b, 1982 ¢). Quando a insulina se liga & subunidade o ocorre uma alteracdo na
conformacfio do receptor ¢ a atividade guinase, na subunidade B, é estimulada (HERRERA
& ROSEN 1986; PERLMAN ¢t al., 1989; WHITE et al.,1988). Este fato determina a
transferéncia de grupos fosfato do ATP para védrios aminodcidos tirosina do receptor e

promove a fosforilacdo de substratos protéicos intracelulares.

A subunidade B pode ser dividida em quatro partes relacionadas as suas agdes:
porcio justamembrana, relacionada a liga¢do dos substratos e 4 interiorizagdo do receptor
(CARPENTIER et al.,1993); regido catalitica que contém o sitio de ligagio do ATP (Lisina
1030), com maior semelhanca entre as virias proteinas tirosina-quinases; a regido que
promove a regulacfio da atividade quinase ¢ a porgio COOH-terminal, onde estio as
maiores diferengas entre os receptores de insulina e do “insulin like growth factor-1”
(IGF-1) e, por isso, tem sido implicada como responsével pela diferenciacfio entre os efeitos
metabodlicos ¢ de crescimento da insulina (TAKATA,1988). H4, pelo menos, seis locais de
fosforilagio das tirosinas: drea justamembrana com uma tirosina na posi¢io 972; porgio
média com tirosinas nas posicdes 1158, 1162 ¢ 1163; ¢, COOH-terminal com tirosinas nas
posi¢bes 1328 e 1334 (WHITE et al.,1988).

Considerdveis evidéncias tém sido acumuladas, indicando que a atividade
tirosina-guinase & essencial para a sinalizacio isulfnica (EBINA et al., 1985; ULLRICH et
al., 1985; EBINA et al., 1987, WILDEN er al., 1992). A manifestacio mais convincente
deriva de estudos de mutagdes in vitro, por substituicio do aminoicido lisina da posicdo
1030 do receptor de insulina, por virios outros aminodcidos (metionina, arginina ou
alanina). Com base na analogia a outras protefnas da mesma familia quinase, este

aminodcido & o sitio de ligago do ATP nas quinases (EBINA er al., 1985; ULLRICH et al.,
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1985). Quando tais mutagBes sio expressas em células, a ligacdo da insulina ocorre
normalmente, porém estes receptores so totalmente inativos como proteinas quinases e sdo
totalmente ineficientes em mediar a acio metabélica da insulina destas células (EBINA ez
al., 1987). Isto € verdadeiro para todos os efeitos da insulina, inchiindo efeitos metabélicos
¢ promotores de crescimento. MutacSes, em um dos sftios de autofosforilagdo (tirosinas
1158, 1161, 1162), produzem efeitos semelhantes, todavia menos intensos (WILDEN et al.,
1992).

Embora estudos ocasionais tenham descrito que receptores com baixa atividade
quinase podem exercer efeitos bioldgicos em algumas enzimas intracelulares (SUNG et
al.,1989), para a maioria das agles insulinicas hd uwma estreita relacio entre perda da
atividade quinase do receptor e redugdo da resposta biolégica. Além do mais, o receptor de
insulina possui sitios de fosforilacdo de serina e treonina, os quais, quando fosforilados,
parecem determinar uma diminui¢do ou inibicdo da atividade quinase do receptor (BOLLAG
et al.,1986). Esta fosforilagdo em treonina ou serina pode ser estimulada pelo tratamento
prolongado com msulina, por €steres de forbol € andlogos de AMP ciclico e, provavelmente
€ o resultado da agfo das proteinas quinase C ou A sobre o receptor (TAKAYAMA et al.,
1984; TAKAYAMA, 1988). Esta regulacio da atividade quinase do receptor por
fosforilagbes, em aminodcidos distintos, tem um potencial importante como mecanismo de

regulacdo do receptor de insulina, em situacBes fisioldgicas e patoldgicas.

O mecanismo pelo qual o receptor quinase transmite seu sinal ndo &
completamente compreendido. O modelo aceito atualmente demonstra que hd uma cascata
de fosforilagbes onde a insulina induz a autofosforilagio do seu receptor, ativando a
capacidade tirosina-quinase do mesmo, o qual fosforila um ou mais dos seus substratos

inracelulares (WHITE, 1985; BERNIER, 1987; KARASIK ez al., 1988; SUN et al., 1991).

O primeiro e mais estudado substrato do receptor de insulina € uma protefna de
aproximadamente 185 kDa, denominada pp1853, pela sua mobilidade eletroforética (WHITE
et al., 1985). Em células transfectadas com o receptor de msulina humano hd um marcante
aumento da fosforilagdo desta ppl85 coincidente com anmento da agfo insulinica (SUN et

al., 1991). A fosforilagdo desta protefna estd reduzida em células, expressando receptores
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com mutacdes nos sftios de hgacdo do ATP e (ou) de autofosforilagdo, proporcional a
redugdo da ativa¢do da capacidade quinase do receptor (WILDEN et al., 1992). Evidéncias
adicionais da fung¢do da ppl85, vieram através de achados inesperados, com mutagdes in
vitro, no aminodcido tirosina da posigdo 972 do receptor de insulina. Nesta situacdo, o
receptor apresenta ligacio & insulina normal com total ativacio da capacidade tirosina-
quinase in vitro, porém, quando transfectado em células, este receptor mutante nio é capaz

de fosforilar a pp185 e € incapaz de transmitir o sinal insulinico (WHITE et al., 1988b).

A ppl85 foi clonada e denominada substrato 1 do receptor de insulina ou IRS-1
(SUN et al., 1991), e nos dltimos dois anos, demonstrou-se que outra proteina também
nigra nesta banda, que foi entdo denominada de IRS-2 (TAMEMOTO er al., 1994; ARAKI
et al, 1994; SUN et al., 1995). O DNA complementar (cDNA) do IRS-1 prevé uma proteina
de 1235 aminodcidos com diversas caracteristicas interessantes. Primeiro, nfo hd porgio
transmembrana, ¢ wma proteina de localizacfo citoplasmdtica. H4 uma seqiiéncia de
aminodcidos compativel com a seqiiéncia de ligacdo para nucleotideos (ATP ou GTP),
embora ndo haja nenhuma homologia com proteinas quinases conhecidas. Ainda em relagio
a homologia de seqiiéncias de aminodcidos, hd miiltiplos sitios de fosforilagio em serina,
treonina e tirosina. Sao 22 sitios potenciais de fosforilagdo em tirosina, desses, dez mantém a
seqiiéncia YMXM onde Y € o aminodcido tirosina, M é o aminodcido metionina ¢ X
corresponde a qualquer aminoédcido, trés apresentam a seqiiéncia YXXM, e um tem a
seqiiéncia EYYE, onde E € o amincdcido glutamina. A seqiiéncia de aminodcidos YMXM
ndo existe no receptor de msulina, porém tem sido observada em vérias outras proteinas
tirosina-quinases. Nestas proteinas, a seqiiéncia YMXM estd envolvida em interages ndo
covalentes com moléculas sinalizadoras. Estas moléculas sinalizadoras sfo caracterizadas
pela presenga de seqii€ncias de aminodcidos, denominada SH2 (homologia 2 ao src) que se
Ligam as seqii€ncias YMXM, quando o amino4dcido tirosina estd fosforilado (SHOELSON er
al.; 1992).

Através de estudos in vivo, em cultura de células e em sistemas recontituidos in
vitro, o IRS-1 fosforilado associa-se a enzima fosfatidilinositol 3-quinase (PI 3-quinase)
ativando-a (BACKER et al., 1992; FOLLI et al., 1992). Demonstrou-se que esta associacdo
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¢ ativagdo também ocorrem em dois importantes tecidos insulino-sensiveis de ratos, figado e
miscule, em concentragdes fisiologicas de insulina (FOLLI er al., 1992; SAAD er al.,
1993). A enzima PI 3-quinase possui duas subunidades, uma catalitica de 110 kDa ¢ outra
regulatéria de 85 kDa que contdém duas porcbes SH2 e uma SH3 (CARPENTER &
CANTLEY, 1990). A lLigacio e ativagdo descritas envolvem as tirosinas fosforiladas do
IRS-1 préximas a metioninas, YMXM, ¢ a por¢do SH2 da subunidade regulatéria da enzima
PI 3-quinase. A insulina aumenta a concentragio intracelular de fosfatidilinositol 3-fosfato,
sugerindo que a PI 3-quinase € realmente ativada durante a estimulagio com este hormdnio.
Embora a subunidade de 85 kDa, da PI 3-quinase, seja fosforilada apés estimulo com outros
fatores de crescimento, isto ndo parece ocorrer apds estimulo com insulina. Ao invés disso,

a ativa¢do parece advir como conseqii€ncia da ligagdo do IRS-1 & PI 3-quinase.

Estudos recentes demonstram que a associa¢io do IRS-1 com a PI 3-quinase &
essencial para o transporte de glicose em tecido muscular (TSAKIRIDIS ef al., 1995) ¢ em
tecido adiposo (CLARKE er al., 1994), para a sintese de glicogénio ¢ controle do

crescimento celular, na maioria dos tecidos (TSAKIRIDIS et al., 1993).

Além da PI 3-quinase, pelo menos trés outras proteinas com porcio SH2
associam-se ao IRS-1: SH-PTP2, GRB-2 e Nck. Estas associagles, potencialmente, podem

ter um importante papel no crescimento celular.

Assim sendo, a acdo insulinica envolve uma cascata de interagSes covalentes e
ndo covalentes centralizadas, num primeiro nivel, no IRS-1 ¢ IRS-2. A Ligacfio da insulina ao
seu receptor, na superficie celular, determina a fosforilaggo do IRS-1 e IRS-2. Estes servem,
entio, como proteinas ancoradouras para varas enzimas intracelulares e adaptadores
moleculares. Tais ligacOes determinam multiplos sinais na cascata da acdo insulinica. Como
resultado, o IRS-1 ¢ o IRS-2 sdo pontos importantes nas vias de agdo insulinica, que
contribuirdo para determinar a multiplicidade dos efeitos bioldgicos finais. Portanto, o
estudo da regulacdo destes, em tecidos hepitico e muscular, de modelos animais de
resisténcia 4 insulina, pode contribuir para a compreensio de mecanismos moleculares

pos-receptores de alteragdo da sensibilidade a este hormdnio. Neste sentido, nos Gltimos 4

anos, demonstraram-se alicracdes, nestas etapas iniciais da a¢fo msulinica em tecidos
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insulino-sensfveis, dos seguintes modelos animais de resisténcia 2 insulina: ratos submetidos
a jejum prolongado (SAAD et al., 1992), ratos com hipertensio espontinea - SHR (KAHN
& SAAD, 1992), tratados cronicamente com dexametazona (SAAD et al., 1993), tratados
com GH (THIRONE e al., 1997), tratados agudamente com adrenalina (SAAD et al., 1995
a), tratados agudamente com glucagon (SAAD e al., 1995 b), ratas gravidas (SAAD et al,,
1997), ratos ur@micos (MAEDA er al,1996), ratos septicos (NUNES et al., 1994).
Entretanto, ainda nfo se investigou a regulacio destas etapas iniciais da acfo insulinica em

um modelo animal de resistdncia 2 insulina, associada ao envelhecimento.

Procurando caracterizar mecanismos de resisténcia a insulina em ratos
senescentes e utilizando-se ratos com 2, e 20 meses de idade. NISHIMURA et al., 1988,
demonstraram que estes apresentavam resisténcia 4 insulina com o envelhecimento € que o
“binding” de insulina em misculos esqueléticos isolados era semelhante nas diferentes idades
estudadas, sugerindo que o defeito celular associado a resisténeia msulinica do

envelhecimento, seria pds-receptor.

Estudos in vitro de atividade quinase do receptor de insulina, em direcfio a
substratos ex6genos, apresentaram resultados tecido-especificos e dependentes do substrato
ex6geno utilizado. CARRASCOSA er al., 1989, usando receptores isolados de adipScitos
de ratos, demonstraram uma diminui¢do da autofosforilacio destes receptores, induzida pela
insulina e concomitante diminui¢do da fosforilagao do substrato histona em animais com 24
meses de idade, comparados a ratos com 3 meses. KONO et al., 1990, usando receptores
isolados de musculo esquelético ¢ figado de ratos demonstraram que, nos receptores de
tecido hepdtico, nfio foram detectadas alteracbes de autofosforilagdo, induzida pela msulina,
ou fosforilagio nos substratos utilizados e, nos receptores isolados do tecido muscular,
houve diminuicdo da fosforilagio do substrato exégeno utilizado, poli(Glu*Tyr') nos animais
com 20 meses. BARNARD et al., 1992, utilizando da mesma forma receptores isolados de
tecido muscular, obtiveram resultado semelhante. Entretanto, esses estudos acima descritos
utilizaram metodologia in vitro e substratos exégenos para avaliagdo do receptor de insulina.
Embora informativa, essa metodologia € sujeita a artefatos bioquimicos e os resultados

podem néo corresponder a0s fendmenos in vivo.
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Dentro deste contexto, o primeiro objetivo deste trabalho foi estudar in vive o
efeito do envelhecimento em ratos, nos niveis teciduais e no grau de fosforilagdo do receptor
de insulina, dos substratos endogenos IRS-1 e IRS-2 e na associagdo IRS-1/PI 3-quinase e
IRS-2/PI 3-quinase em figado e musculo destes animais, antes e apds o estimulo insulinico

agudo.

Efeito do captopril nas etapas iniciais da acio insulinica

O inibidor da enzima conversora da angiotensina, captopril, tem sido descrito
como eficaz nio sé no tratamento de hipertensdo arterial mas também na melhora da
sensibilidade nsulinica em diferentes situagdes de resisténcia a este horménio (JAUCH et
al., 1987; FERRANNINI et al., 1987; PACHECO et al., 1990; PAOLISSO et al., 1991;
BERNE, 1991; NATALI et al, 1991; DONNELLY, 1992; NEVES er al, 1994
HENRIKSEN & JACOB, 1995; HERINGS et al., 1995; HENRIKSEN et al., 1996;
ZANELLA et al., 1996).

Diversos estudos em pacientes com hipertensio arterial sistémica (HAS)
essencial e(ou) diabetes mellitus nfo-insulino dependente (DMNID) tém relatado que os
inibidores da enzima conversora da angiotensina (IECA) interferem sobre o metabolismo
intermedidrio, levando a uma melhora da homeostasia de carboidratos ¢ do perfil lipidico
(BERNE, 1991; LITHELL et al., 1990).

Nos pacientes com HAS essencial fazendo uso dos IECA observa-se, uma
reducio da glicemia de jejum e, em estudos de “clamp” euglicEémicos de insulina, um
aumento na sensibilidade a insulina tanto em nivel hepdtico quanto muscular. Nestes
individuos foi observada uma redugdo na resposta tardia (30 a 90 min.) da insulina, com
elevacdo no pico precoce (2 a 6 min.) ao teste da tolerdncia a glicose venosa (TTGiv).
Adicionalmete a concentracio plasmatica de glicose dimimmiu nos {ltimos 60 minutos do

teste (BERNE, 1991; LITHELL et al., 1990). E ainda, alguns estudos mostraram que o
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captopril atenua a hiperglicemia induzida pelos tiazidicos, bem como outras de suas

alteracGes metabdlicas adversas (BERNE, 1991).

Em pacientes com DMNID associada ou ndo 4 HAS em uso de IECA foram
relatados uma reducio pequena nas concentragdes da glicose de jejum, pés-prandial ¢ média
didria, bem como da fracdo Alc da glico-hemoglobina (BERNE, 1991; KODOMA ez al.,
1990). Nestes mesmos pacientes foi identificado nm aumento na utilizagdo da glicose
corporal e (ou) pelos miisculos esqueléticos (UEHARA et al., 1994). Este efeito também foi

observado em individuos normais (GANS et al., 1991).

Em modelo animal de resisténcia & msulima como o rato Zucker, o captopril
também aumenta a sensibilidade 2 insulina. Entretanto, o efeito desta droga na resisténcia 2

nsulina em outros modelos animais como o envelhecimento, ndo foi investigado ainda.

Diante deste fato o outro objetivo deste trabalho fot avaliar o efeito do captopril
na sensibilidade periférica 4 insulina e no grau de fosforilagio do receptor de insulina e do
IRS-1 bem como a associagdo IRS-1/PI 3-quinase induzida pela insulina, em figado e

muisculo esquelético de ratos senis (20 meses).
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Os objetivos do presente estudo foram:

» Estudar o nfvel tecidual e o grau de fosforilagio apds o estimulo insulinico do receptor
de insulina, do IRS-1 e do IRS-2, bem como a associacio destes substratos com a PI

3-quinase em figado e misculo de ratos com 2, 5, 12 e 20 meses de idade.

« Estudar o efeito do captopril sobre o grau de fosforilagao do IRS-1 e sua associacio

com a PI 3-quinase em figado e miisculo de ratos senis (20 meses de idade).
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Foram utilizados ratos (Rattus novergicus, variedade albina) da linhagem
Wistar-Hannover, machos, fornecidos pelo Biotério Central da UNICAMP, Campinas-SP.
Apoés 0 desmame, 0s animais receberam como alimentacio ragido para ratos Labina, marca
Purina, que contém 0,3 a 0,5g de s6dio/100g de racio (85% do sdédio na forma de Cloreto
de Sédio) e 0,75 g de potdssio/100g de racio, superior, portanio, ao nivel minimo
recomendado para se promover crescimento e reproduciic dos animais que € de 0,05g/%
(REEVES, NIELSEN, HAHEY, 1993). Foram divididos em 4 grupos pela faixa etdria, com
2, 5, 12 e 20 meses de idade.

Uma semana antes de qualquer experimento, 08 animais foram acomodados em
gaiolas pldsticas, contendo, cada uma, no mixmmo cinco espécimes, ¢ mantidos em
condicdes de fotoperiodo (12 x 12h), com ragio ¢ dgua fornecidos ad libitum.

Permaneceram em jejum noturno, por 12 - 14 horas, prévias aos experimentos.

Foram, entdo, realizadas as séries de experimentos, a saber: (1) ratos com 2
meses x demais idades (5, 12 e 20 meses); (2) ratos senis (20 meses) tratados ou n2o com
captopril, tratados ou ndo com losartan e tratados ou néo com bradicinina. Em cada série,

foram estudados animais estimulados (+) ou ndo (-} com insulina regular.

As solucbes empregadas nos diversos experimentos estio descritas a seguir.

3.1. MATERIAIS
3.1.1. Tampao de extracao A (exirato total):

Utilizado para a extragfio das proteinas celulares dos tecidos estudados. Contém:
Trisma base pH 7,5 (hidroximetil amino metano) 100 mM, SDS (dodecil suifato de s6dio)
10%, EDTA (Acido etileno-diamino tetracético) 10 mM, fluoreto de sédio 100 mM,
pirofosfato de sédio 100 mM e ortovanadato de sodio 10 mM.
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3.1.2. Tampio de Laemmli (5X):

Para estocar ¢ material extrafdo e sua posterior aplicacio no gel de
poliacrilamida. Contém: Azul de bromofenol 0,1%, fosfato de s6dio 1M pH 7,0, glicerol
50%, SDS 10%.

3.1.3. Solucao Tampao para eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS - PAGE):

Empregada para a realizacio da eletroforese no SDS-PAGE. Para uso, a solucio
deve ser diluida 1:4. Contém: Trisma base 200 mM, glicina 1,5 M, EDTA 7 mM, SDS
0,4%.

3.1.4. Solugio tampao para transferéncia:

Usada para a transferéncia das proteinas separadas no SDS-PAGE, para a
membrana de nitrocelulose. Contém: Trisma base 25 mM, glicina 192 mM, Metanol 20% e
SDS 0,02% para facilitar a eluigio de proteinas de alto peso molecular. Deve ser estocada a
4°C.

3.1.5. Solucio tampao para SDS-PAGE, Gel de resolugao (*resolving”):

Empregada para a manufatura do SDS-PAGE, gel de resolugdio, nm tamp3o
composto de : EDTA 4 mM, SDS 2%, trisma base 750 mM e tem o pH ajustado para 8.9

com 4cido cloridrico.
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3.1.6. Solucio tampéo para SDS-PAGE, gel de empilhamento (“stacking™):

Utilizada na confecgiio do SDS-PAGE, fase de empilhamento das proteinas.
Contém: EDTA 4 mM, SDS 2%, trisma base 50 mM, com pH ajustado para 6,7 com 4cido

fosférico.

3.1.7. Solucao Basal:

Solugdo bésica utilizada para o manuseio da membrana de nmitrocelulose, apGs
transferéncia das protefnas. Contém: Cloreto de sédio 150 mM, trisma base 10 mM, Tween
200,02%

3.1.8. Solucao bloqueadora:

Utilizada para incubar a membrana de nitrocelulose, apds a transferéncia.

Contém: 5% de leite em pé desnatado e azida sédica 0,02% dissolvidos em solugéo basal.

3.1.9. Solucao tampéo de extragao B, para imunoprecipitagéio:

Para a extragio de proteinas, para imunoprecipitagdo dos tecidos estudados.
Contém: Trisma base 100 mM, EDTA 10 mM, pirosfofato de sédio 100 mM, fluoreto de
s6dio 100 mM, ortovanadato de sédic 10 mM, PMSF 2 mM (diluido em 4lcool etilico),
triton X 100 1%, 0,1 mg/ml de aprotinina. Esta solugio deve ser mantida a quatro graus. O

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

3.1.10. Solugéio tampao para lavagem do imunoprecipitado:

Contém: Trisma base 100 mM., EDTA 10 mM, ortovanadato de sddio 2
mM, triton X-100 0,5%.
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3.1.12. Solucio para anticorpos:

Solugdo contendo os anticorpos especificos que marcario as proteinas
transferidas para a membrana de nitrocelnlose. Contém 0,3% de leite em pé desnatado e
azida sédica 0,02%, diluidos em solugio basal. Os anticorpos utilizados foram os seguintes,
nas diluictes indicadas: anticorpo antifosfotirosina, diluido 1:200; anticorpo anti-receptor de
insulina e anti-IRS-1, diluidos cada um 1:100 ¢ anticorpo anti-PI 3-k, dilaido 1:2000.

3.1.14. Solucio com proteina A marcada com '** I:

Contém a proteina A com Iodo™”

para a marcagao dos anticorpos especificos,
prestando-se A visualizagio em auto-radiografia. Contém 0,1% de leite desnatado, dissolvido

em solugdo basal, com 2pCi de proteina A I'® (30uCi/ug), fornecida pela Armesham UK.

3.2. METODOS

3.2.1. Procedimentos com anirnais para a extracao das proteinas teciduais, apds

estimulo insulinico in vivo:

Os animais foram anestesiados intraperitonealmente com tiopental sédico, na
dose de 25mg/100g de peso, e utilizados apés a aboligdo dos reflexos corneano e retirada da

pata a dor.

A veia porta foi exposta por laparotomia mediana e a incisdo ampliada para
expor a musculatura da pata traseira. Em 1/3 dos animais de cada grupo foi injetada na veia
porta 0,5 ml de solugdo salina 0,9 % ¢ nos 2/3 restantes foi injetada solugdo salina, contendo

1,5U de insulina regular ou 60}1g de insulina.

SAAD et al., 1992 demonstraram que a fosforilagdo méxima do IRS-1, apds a

infusfio com insulina na veia porta, dava-se entre 30 e 60 segundos, no figado, ¢ entre 1 e 4
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minutos em miisculo, a concentragdes de 6 e 60 jlg de msulina, respectivamente. Uma vez
que usamos os tempos descritos acima, nossas amostras foram colhidas no pico do evento

de fosforilagio.

Aos 30 segundos da inje¢do, foi retirado um fragmento de figado com cerca de 1
cm de didmetro. O fragmento foi imediatamente colocado no tampio de extragio A, que j4
estava em banho-maria fervente, homogeneizado com o “polytron” ¢ mantido no banho-
maria por mais 10 minutos. Noventa segundos apés a inje¢io, retirou-se um fragmento de

musculo gastrocnémio com cerca de 0,5 cm de didmetro, e trabalthado da mesma forma.

A seguir fez-se a toracotomia para coleta de sangue, por pungio direta do
coragfo, para dosagem de glicemia e msulinemia basais, nos animais que nio receberam

insulina,

O material extraido e homogeneizado, ap6s fervura, foi mantido em gelo para o
transporte, centrifugado a 12.000 rpm por 40 minutos, a 4°C, para a remocido do material
insohivel, e o sobrenadante foi estocado em tampéo de Lasmmli, contendo 200 mM de DTT
em uma propor¢do de 5:1, até a fase seguinte. Outra pequena por¢dc do sobrenadante foi
utilizada para quantifica¢io da concentra¢do protéica de cada amostra, através do método

de binreto.

3.2.2. “Immunoblotting” ou “Westernblotting™:

Duzentos microgramas de extrato tecidual, por amostra, foram aplicados no gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE), de 2 mm de espessura, balizado por marcador de alto peso
molecular da Bio Rad que coniém: miosina (205 kDa), [ galactosidade (116 kD), BSA (85
kDa) e ovalbumina (47 kDa). Realizou-se a eletroforese em cuba de minigel da Bio Rad,
com solugio 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, utilizandc-se o equipamento
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de eletrotransferéncia do minigel da Bio Rad, que foi mantido em voltagem constante de 120

volts por 2 horas, como o descrito por TOWBIN, STAEHLIN, GORDON,1979.

Apds a transferéncia, as membranas foram incubadas em solugio bloqueadora,
por duas horas, 3 temperatura ambiente, lavadas com solucio basal por trés sessGes, de dez
minutos. Em seguida, imcubadas com anticorpo especifico por 4 horas 4 temperatura
ambiente, € novamente lavadas com solu¢do basal, e entdo incubadas com a proteina A,
marcada com I'*° por duas horas. O excesso de protefna A foi lavado com solucdo basal e
entdo as membranas foram expostas ao filme de RX (Eastman Kodak, Rochester, NY) com
intensificador (Cronex Lightning Plus mtensifying screens - DuPont, Wilmington, DE). O
cassete fo1 mantido & temperatura de —80°C ¢, em média, apés 12 a 48 horas, o filme foi

revelado de forma convencional.

Apés a revelacio das auto-radiografias ¢ visualizagdo das bandas, estas foram
submetidas 2 densitometria Optica (densitometro modelo GS 300, Hoefer Scientific
Instruments, San Francisco, CA, USA), e suas 4reas foram quantificadas. Com estes dados,
realizou-se a andlise estatistica dos diferentes grupos, através da comparacio das bandas
obtidas. Os resultados finars foram a variagdo percentual entre os ratos considerados

controles e demais grupos de ratos.

3.2.3. Imanoprecipitacao:

Em alguns experimentos, os tecidos estudados foram extraidos e
homogeneizados no tampéo de extragao B, em banhe de gelo, ¢ mantido nesta temperatura
durante todo o processo. Apés centrifugacdo por 25 min, 5 12.000 rpm a 4 °C, foi usado o
sobrenadante para ununoprecipitagdo com anticorpos anti-receptor de insulina ou anti-IR,
anti-IRS-1 ¢ anti-IRS-2. Os volumes das amostras foram normalizados por concentragio
protéica e os volumes de cada anticorpo aplicado foi fixo (10uVamostra). As amostras
ficaram incubando por 12-14 horas, a 4°C, acrescentando-se, a seguir, 50ul de protefna

A-Shepharose 6MB, e apds mais duas horas, os precipitados foram coletados em
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centrifugagdo de 12000 rpm, a 4°C, por 15 minutos. Os precipitados foram lavados por 3

vezes com tampao especifico.

As protefnas precipitadas foram tratadas com tampio de Laemmli (LAEMMLI,
1970) contendo 100 mM de DTT, aquecidas em dgua fervente por 4 minutos, € entdo
submetidas a eletroforese em SDS-PAGE 6%. O procedimento segue as etapas j& descritas
anteriormente. Nestes experimentos de imunoprecipitagio, os anticorpos utilizados para

incubar as membranas foram o antifosfotirosina e o anti-PI 3-quinase.

3.2.4. Tratamento dos animais com inibidores da enzima conversora da

angiotensina, com o bloqueador do receptor de angiotensina II ¢ com a bradicinina:

Ratos senis (20 meses) receberam 2 mg/kg de peso de captopril, ou 15 mg/kg de
peso de losartan, ou 100 ug de bradicinina.

O Captopril e o losartan foram administrados aos ratos através de sonda
orogistrica (gavagem), em duas vezes; a primeira, 6 horas pré-experimento e a segunda, 1
hora pré-experimento. A bradicinina foi injetada, intraperitonealmente, em tempos descritos

a seguir,

3.2.5. Outros:

Avaliagcdo da agéo insulinica através do teste de tolerdncia a insulina (ITT)

Curto:

Animais com 2 ¢ 20 meses de idade foram submetidos ao teste endovenoso de
tolerincia 3 insulina. Os testes foram realizados pela manha, apds jejum noturno de 12 a 14
horas. Os animais foram anestesiados, em seguida tiveram coletada pequena amostra de
sangue por seccio da cauda e receberam 60 |Lg de insulina regular na veia peniana. A partir

de entdo houve coleta seriada de amostras de sangues, aos 4, §, 12 ¢ 16 minutos apds a
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infusdo. Estas amostras foram desproteinizadas em &cido tricloro acético, e apds

centrifugacao, foram determinadas as glicemias pelo método descrito abaixo.

A velocidade de desaparecimento da glicose (Kiq) foi calculada pela férmula
In2/t;,. O typ da glicose foi calculado a partir da inclinag@o da curva de regressdo minima
durante a fase linear de declinio da concentra¢do plasmdtica de glicose (BONORA ez al.,
1989).

Dosagem da glicemia:

A determinagio da glicose plasmdtica ou glicose sanguinea foi realizada através
de método enzimdtico colorimétrico, segundo TRINDER, 1969 (Glicose E enzimatica,
Reactocliny (HENRY, CANNON, WINKILMAN, 1974; LOTT & TURNER, 1975) ¢ os

resultados expressos em mg/di.

Dosagem da insulina plasmatica:

Para a dosagem da insulina sérica, utilizou-se técnica de radioimunoensaio,
empregando-se 0 méiodo do duplo anticorpo para insulina e os resultados expressos em

uU/ml,

Andlise estatistica:

Experimentos foram sempre reahizados, possibilitando o estudo de todos os
grupos de animais em paralelo. Para andlise estatistica dos resultados, utilizou-se o Teste T
de Student, ndo pareado, com nivel de significAncia de 5% (p<0,03), sendo os resultados

expressos como média * erro padrio da média (X+ E.P.M.).
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4. Resultados




4.1. CARACTERISTICAS GERAIS DOS ANIMAIS:

As caracteristicas gerais dos amimais utilizados nos diferentes experimentos sio
apresentadas na tabela 1. As determinagdes de glicose plasmatica e insulina sérica descritas a

seguir foram coletadas de animais em jejum de 12-14 horas.

Os animais dos grupos com 5, 12 e 20 meses de idade apresentaram pesos
significativamente maiores que o grupo controle de 02 meses (TABELA 01). O nivel de
glicemia de jejum foi semelhante em todos os animais (T ABELA 02), enquanto a insulina
sérica foi discretamente maior com o envelhecimento dos animais, somente com diferenga
significativa entre os grupos com 2 e 20 meses de idade (2 m: 294uU/ml x 20 m: 4445 u
U/ml, p<0,01) (FIGURA 2).

A discriminagao dos valores relatados acima esto nos ANEXOS 1 ¢ 2.

4.1.2, Caracterizacao da sensibilidade a insulina - velocidade de desaparecimento

da glicose (K} nos animais com 2 e 20 meses:

A FIGURA 1 mostra, graficamente, a velocidade de desaparecimento da glicose
(Kiy), durante o teste de tolerancia & insulina curto, realizado nos primeiros 16 minutos apés
a mfusdo do hormbnio, nos amimais com 2 ¢ 20 meses de idade. O K, mostrou-se
significativamente menor nos animais com 20 meses, quando comparado aos controles

jovens (2 meses) (velhos: 2,2940,63 vs jovens: 4,5510,34%/min, p<0,001).

A discriminacio dos valores relatados acima estd no ANEXO 3.

4.2. EFEITO DO ENVELHECIMENTO NAS ETAPAS INICIAIS DA ACAO
INSULINICA:

4.2.1. Efeito do envelhecimento na regulacao do receptor de insulina, do IRS-1,
do IRS-2 e na associacao IRS-1/PI 3-quinase ¢ IRS-2/P1 3-quinase em tecido hepatico
de ratos:

N#o houve alteragdo mno nivel protéico do receptor de insuling, como

determinado pelo “immunoblotting”, com anticorpo contra a porgic terminal-carboxil do
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receptor de insulina {FIGURA 3A). A anilise, por densitometria 6tica de oito experimentos,
mostra que os niveis teciduais de receptor de insulina nos animais com 5, 12 ¢ 20 meses foi
de 90x11%, 105£10% e 95£19%, respectivamente, em relagdo aos animais controle com 2

meses de idade

Utilizando anticorpos anti-IRS-1 (FIGURA 3B), foi possivel a visnalizagao e
posterior quantificacdo desta proteina nos fragmentos hepdticos dos animais com as
diferentes idades. O nivel tecidual do IRS-1 foi semelhante nos diferentes grupos etdrios
(10048%, 120£14% e 80:+12%, animais com 5, 12 e 20 meses respectivamente) (FIGURA
5A). De maneira semelhante, os niveis teciduais da proteﬂia fosfatidilinositol 3-quinase
(PI 3-quinase) determinado através de “immunoblotting” com o anticorpo especifico
(PI 3-quinase, fracdo regulatéria p85), nfo apresentaram diferengas nos grupos estudados
(FIGURA 3C).

A FIGURA 4 demonstra o efeito da insulina sobre a fosforilagao em tirosinas de
proteinas celulares do tecido hepdtico de ratos normais, jovens (2 meses) e velhos (20
meses). No estado basal, uma banda ampla, com peso molecular entre 110 e 130 kDa, foi
observada. Esta banda foi inicialmente descrita como sendo a protefna quinase de adesio
focal (FAK) e seu comportamento, ap6s a estimula¢8o insulinica, ji foi descrito
(YAMAUCHI et al., 1995). Entretanto, como ndo € possivel excluir a possibilidade de que
outras proteinas fosforiladas em tirosina possam também migrar nesta ampla banda, ela serd
denominada, genericamente, de pp120. O grau de fosforilagao basal da ppl20 foi menor
(63%7%, p<0,05) nos ratos de 20 meses quando comparado com ratos jovems. ApGs o
estfmulo insulinico as alteragOes foram inconsistentes em ambos os grupos. Uma banda de
95 kDa fica evidente no “immunoblotting” com anticorpo antifosfotirosina, apés infusfio de
insulina na veia porta. KASUGA er al., 1982a, 1982b, 1982c, demonstraram que esta banda
corresponde 4 subunidade [ do receptor de insulina. Apds o estimulo insulinico, hd o
aparecimento de outra banda, que migra entre 165 ¢ 185 kDa, denominada de pp 185. Esta
banda foi identificada como contendo o substrato 1 do receptor de imsulina (IRS-1)

(ROTHENBERG ez al., 1991). SUN et al., 1995 descreveram outra protefna migrando
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nesta ampla banda, que possui cerca de 70% de homologia com o IRS-1 e foi denominada
IRS-2.

O grau de fosforilagio do receptor de insulina mostrou uma diminui¢do discreta,
mas progressiva para 9437%, 89+11% e 66£7% (p<0,05) nos amimais com 5, 12 ¢ 20

meses, respectivamente, em relagfio aos controles de 2 meses (FIGURA 5).

A pp185 apresentou, apés o estimulo insulinico, uma diminuigio progressiva em
seu grau de fosforilagio para 7019% (p<0,001), 47x10% (p<0.,001) e 34+9% (p<0,001)

respectivamente nos animais com 5, 12 e 20 meses (FIGURA 5).

Para a confirmacho de que a diminui¢do do grau de fosforilacdo da pp 185, apés
o estimulo insulinico, deu-se pela redugio no grau de fosforilagdo do IRS-1 ¢ (ou) do IRS-2,
foram realizados experimentos de imunoprecipitacdo com anticorpos especificos contra
estas protefnas. Assim amostras de figado dos amimais com 2 ¢ 20 meses foram
imunoprecipitadas com anticorpos anti-IRS-1 e anti-IRS-2, e os “immunoblottings”
realizados com anticorpos antifosfotirosina (FIGURAS 6A e 7A). O grau de fosforilagao do
IRS-1 e do IRS-2 apds estimulo insulinico diminwiu significantemente para 39+39%
(p<0,001) e 55+12% (p<0,001) respectivamente (FIGURA §).

Estudos anteriores (BACKER et al., 1992; FOLLI ef al, 1993; ARAKI ef al.,
1994; GIORGETTI ez al., 1993; HADARI et al., 1992; ILAVAN et al., 1992; KELLY &
RUDERMAN, 1993) sugerem a existéncia de uma interagio relativamente estdvel e de alta
afinidade entre o0 IRS-1 e a subunidade de 85 kDa da PI 3-quinase, de tal forma que ambas
as proteinas podem ser co-precipitadas com anticorpos especificos, contra qualquer uma
destas protefnas. Desta forma, as membranas de nitrocelulose, que continham amostras
previamente imunoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-1, foram incubadas com anticorpos
contra a subunidade de 85 kDa da PI 3-quinase (FIGURA 6B). Foi detectada uma discreta
banda correspondente 4 PI 3-quinase, no estado basal, tanto dos animais controle quanto
dos animais senis. Apds a estimulacio com insulina, a intensidade desta banda aumentou
visivelmente nos ammais controle jovens, de forma consistente, com a formacfo de uma

associaciio estdvel entre IRS-1 e PI 3-quinase. Nos animais senis, esta banda ndo mostrou
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variag¢do em relacio ao seu basal. A comparag@io das bandas estimuladas pela insulina, entre
os animais com 2 (jovens) e 20 (senis) meses, revelou que a quantidade de PI 3-quinase
associada ao IRS-1 estava significativamente reduzida para 27£14% (p<0,01) nos animais
senis (FIGURAS 6B ¢ 8). Enquanto que a associacio IRS-2/PI 3-quinase nio se alterou
(100£21%) (FIGURAS 7B ¢ 8).

A discriminacio dos valores acima relatados encontra-se nos ANEXOS 4-9 A,

4.2.2. Efeito do envelhecimento na regulacéao do receptor de insulina, do IRS-1,
do IRS-2 e na associacio IRS-1/PI 3guinase e IRS-2/P1 3quinase em miisculo de ratos;

Como em tecido hepitico, o envelhecimento ndo produziu mudangas no nivel
protéico do receptor de insulina, no tecido muscular (FIGURA 9A). Os dados de oito
experimentos podem ser observados na FIGURA 11A ¢ demonsiram variagBes de
104x14%, 96x13%, 98+21%, para os animais com 5, 12 ¢ 20 meses, respectivamente, em

compara¢io com 0s animais controle (2 m).

De manecira contrastante ao que foi observado no tecido hepético quanto ao
nivel tecidual de IRS-1, houve una drastica e precoce diminuicdo desta protefna em tecido
muscular de amimais adulios jovens (FIGURA 9B). Em uma média de oito experimentos, a
quantidade de IRS-1 nos grupos de 5, 12 ¢ 20 meses foi de 5139% (p<0,001), 60£11%
(p<0,001) e 45+5% (p<0,001), respectivamente (FIGURA 11), em comparagio aos

controles.

Os niveis teciduais da proteina PI 3-quinase, determinados através de
“immunoblotting” com o anticorpo especifico (PI 3-quinase, fragdo regulatdria p85), nao
apresentaram diferengas nos grupos estudados (FIGURA 9C), de maneira similar ao tecido
hepdtico.

A FIGURA 10 demonstira o efeito da insulina sobre a fosforilagio em tirosinas

de proteinas celulares do tecido muscular de ratos jovens (2 meses) e velhos (20 meses). No
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estado basal, a banda com peso molecular entre 110 e 130 kDa (pp120) foi observada e
apresentou mudangas inconsistentes quando analisada entre 0s grupos. Apés infusdo de
insulina na veia porta, a banda de 95 kDa (subunidade B do receptor de insulina) foi
evidenciada no “immunoblotting” com anticorpo antifosfotirosina, bem como a banda
denomindada ppl85, que contém os substratos 1 e 2 do receptor de insulina (IRS-1 e
IRS-2).

O grau de fosforilacio do receptor de insulina apresentou variacdes nio
significativas para 89+13%, 72+7% e 92+19% nos animais com 5, 12 e 20 meses,

respectivamente, em relacdo aos controles de 2 meses (FIGURAS 10B e 11).

A pp 185 apresentou, ap6s o estimulo insulinico, uma diminnigdo significativa
no seu grau de fosforilacio nos amimais, (33+5%, p<0,001 e 28+7%, p<0,001,

respectivamente nos animais com 12 e 20 meses) (FIGURA 11).

De maneira semclhante ao realizado com o tecido hepitico, foram feiros
experimentos de Imunoprecipitacio com anticorpos especfficos, anti-IRS-1 ¢ anti-IRS-2.
Assim amostras de miisculo dos animais com 2 ¢ 20 meses foram imunoprecipitadas com
anticorpos anti-IRS-1 (FIGURA 12) ¢ anti-IRS-2 (FIGURA 13) e os “immunoblottings”
realizados com anticorpo antifosfotirosina (A). O grau de fosforilagdo do IRS-1 e do IRS-2,
ap6s estimulo insulinico, diminuiu significantemente em animais com 20 meses para 13+2%

(p<0,01) e 10+3% (p<0,05) respectivamente (FIGURA 14).

Para avaliar a associacio da subnnidade de 85 kDa da PI 3-quinase com o
IRS-1, as membranas, cujas amostras foram previamente imunoprecipitadas com anticorpo
anti-IRS-1 ou anti-IRS-2, foram incubadas com anticorpo anti-PI 3-quinase (FIGURA 12B).
De forma semelhante ao ocorrido com o tecido hepético, houve o aparecimento de uma
banda apds o estimulo insulinico, nos animais com 2 e 20 meses, sendo evidente a banda nos
animais jovens e praticamente inexpressiva nos ammais senis. Em um total de quatro
experimentos, a quantidade de PI 3-quinase associada ao IRS-1, apés estimulo insulinico,
encontrou-se reduzida para 20£10% (p<0,005), sugerindo, desta forma, uma associag¢do

muito menor entre IRS-1/Pl 3-quinase nos ratos senis (FIGURA 14). E a associaciio
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IRS-2/P1 3-quinase, de maneira diferente do tecido hepético, foi reduzida para 50+21%
(p<0,05), nos animais senis (FIGURAS 13B ¢ 14).

A discriminacdo dos valores acima relatados encontra-se nos ANEXOS 4-9 B.

4.3. EFEITO AGUDO DO CAPTOPRIL NAS ETAPAS INICIAIS DA ACAQ
INSULINICA EM RATOS SENESCENTES:

4.3.1. Caracterizacio da sensibilidade a insulina - velocidade de desaparecimento

da glicose (K;,) nos animais com 20 meses, que receberam captoprif:

Nio houve diferencas entre os niveis plasmaticos de ghicose de jejum entre os
ratos jovens e velhos. A administracio aguda de captopril aos animais idosos ndo mudou 0s
niveis de glicose plasmdtica. A FIGURA 15 mostra a velocidade de desaparecimento da
glicose (Kitt) durante o teste de tolerdncia A insulina (ITT) curto, que foi menor nos ratos
idosos, quando comparados aos jovens (velhos: 2,2940,63 vs jovens: 4,5510,34 %/min,
p<0,01). Apdés a administragio de captopril aos ratos idosos, houve um aumento
significativo da sensibilidade & insulina, com o Kiit quase atingindo valores de ratos jovens

(velhos: 2,2920,63 vs velhos + inibidor da ECA: 4,6510,69 %/min p<0,05). (FIGURA 15).

A discriminag¢io dos valores acima relatados encontra-se nos ANEXOS 1-3.

4.3.2. Efeito agudo do captopril na fosforilacao do receptor de insulina, do IRS-1

¢ na associacdo IRS-1/P1 3quinase em figado e miisculo de ratos senis (20 meses).

Ratos idosos que receberam ou néo captopril foram injetados com insulina ou
solugiio salina e apds 30 e 90 segundos tiveram fragmentos do figado (FIGURAS 16-19) e
do misculo gastrocnémio (FIGURAS 20-23), respectivamente, retirados, homogeneizados e
imunoprecipitados conforme descri¢do anterior. Os extratos foram imunoprecipitados com

anticorpos anti-receptor de insulina (FIGURAS 16 e 20) ou anti-IRS-1 (FIGURAS 18 ¢ 22)

Resultados 27



~

¢, subseqiientemente, submetidos a eletroforese em gel, sob condigGes redutoras, e
transferidos para membranas de nitrocelulose. Estas membranas foram entao incubadas com

anticorpos anti-receptor de insulina, anti-IRS-1, antifosfotirosina e anti-PI 3-quinase.

Houve um aumento no grau de fosforilacdo induzido pela insulina, na
subunidade [} do receptor de insulina, no figado (FIGURA 16B) e misculo (FIGURA 20B)
de ratos tratados com captopril. A andlise por densitometria dptica quantificou um aumento
de 4624253% (p<0,05) no figado e de 697£78% (p<0,001) no misculo (FIGURAS 17 ¢

21). Ndo houve mudangas na quantidade tecidual do receptor e insulina.

Nas amostras que foram imunoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-1 e
incubadas com anticorpo antifosfotirosina, apds o tratamento com captopril, houve
mudancas no grau de fosforilacao do IRS-1, observadas tanto no basal quanto apds estimulo
insulinico no figado (FIGURA 18B). Antes do estimulo insulinico, ou seja em situac@o basal,
o grau de fosforilacio do IRS-1 foi aproximadamente 170% maior no grupo de ratos
tratados com captopril do que nos ratos controles, e apds o estimulo insulinico, o grau de
fosforilacao do IRS-1 aumentou para 250+17% (p<0,001) no figado (FIGURAS 18B e 19)
& 28050% (p<0,05) no misculo (FIGURAS 22B ¢ 23). Como hd uma interacdo de alta
afinidade entre 0 IRS-1 e a subunidade regulatéria de 85 kDa da PI 3-quinase (BACKER et
al., 1992; FOLLI et al., 1993; ARAKI et al., 1994; GIORGETTI et al., 1993; HADARI er
al., 1992; LAVAN er al, 1992; KELLY & RUDERMAN, 1993) as membranas que
continham as amostras previamente imunoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-1 foram
incubadas com anticorpo anti-PI 3-quimase, para avalia¢o do grau de associag@o entre estas
duas proteinas. Houve uma banda discreta na situagéo basal nos ratos controles, entretanto,
nos ratos tratados, tal banda foi aproximadamenie 200% maior, em concordincia com o
aumento no grau de fosforilagdo do TRS-1. Apés o estfmulo insulinico, a intensidade desta
banda nio mudou no grupo controle, enquanto que, no grupo tratado com captopril uma
banda muito evidente foi observada. Comparagdes entre as bandas estimuladas pela insulina
revelaram que a quantidade de PI 3-quinase associada ao IRS-1 aumentou para 305+20%
(p<0,001) no figado (FIGURAS 18C ¢ 19) ¢ 267+48% (p<0',05) no muisculo (FIGURAS
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22C e 23) de ratos tratados com captopri, como demonstrados pela analise por

densitometria dptica.

4.5.1. Efeito do bloqueador do receptor 1 de angiotensina (AT1) - losartan:

Com o objetivo de investigar qual dos efeitos da inibicdo da enzima conversora
da angiotensina, pelo captopril, estaria envolvido no aumento observado do grau de
fosforilacao do IRS-1, nestes animais, realizamos experimentos, tratando agudamente ratos
com o losartan, um antagonista competitivo do receptor de angiotensina (AT1). Os ratos
senis que receberam o losartan oralmente, foram submetidos ac mesmo protocolo jd
descrito. Os extratos de tecido hepidtico e tecido muscular foram imunoprecipitados com
anticorpo anti-IRS-1 e, imediatamente, submetidos 2 eletroforese em gel de poliacrilamida, e
as proteinas separadas, transferidas para em membranas de nitrocelulose. Estas membranas
foram entdo incubadas com anticorpo antifosfotirosina (FIGURA 24). A andlise de quatro
experimentos mostron que o grau de fosforilagdo do IRS-1, apds o estimulo nsulinico, foi
de 110430% no tecido hepdtico e 110+21% no tecido muscular dos ratos tratados

agudamente com losartan, quando comparados com os controles (FIGURA 25).

4.5.2. Efeito da bradicinina sobre a fosforilacio do receptor de insulina e do

IRS-1 no figado e misculo de ratos senis.

Os mibidores da enzima conversora da angiotensina (ECA) ndo somente
bloqueiam a conversdo da angiotensina I em II, mas também bloqueiam a degradacio da
bradicinina. Para melhor investigar se os efeitos potencializadores do captopril sobre o gran
de fosforilagio do IRS-1 podem ser mediados pela bradicinina, alguns experimentos foram
realizados, injetando-se bradicinina ¢ a seguir estudando-se o grau de fosforilacio do

receptor de insulina e do IRS-1 em figado e misculo de ratos senis.
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Cinco minutos apés a administragio de bradicinina, o nivel de fosforilagio
induzida pela insulina do receptor de msulina ¢ do IRS-1 em mdsculo, aumentou
aproximadamente para 11 ¢ 7 vezes, respectivamente, em relagio ao basal. O grau de
fosforilagdo destas proteinas aumentou progressivamente a um méximo de 30 vezes, para
ambas as proteinas, apOs exposi¢io a bradicinina por 30 minutos (FEGURAS 26 e 27). No
figado, os resultados foram semelhantes, embora menos evidentes, com um aumento do grau
de fosforilagdo do IRS-1 de 3 vezes, aps 30 minutos da infusfo de bradicinina (FIGURA
28).
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Figura 1: Velocidade de desaparecimento da glicose (Kitt) em ratos com 2 e 20 meses. Os animais foram
submetidos ao teste de tolerfincia endovenosa a insulina (6 g de insulina) ¢ as amostras foram coletadas nos
tempos 0 (basal), 4, 8, 12 ¢ 16 minutos apés a injecio de insulina. O itt foi calculado como descrito em

Métods e os valores sio expressos como média + EPM, e a significancia expressa como * p<(),05.
p

a de jejum (WU/m)

Tnsulinen

-

Figura 2: Médias das insulinas séricas de jejum de animais com 2, 5, 12 e 20 meses de idade. Os valores sio

expressos como media = EPM, e a significancia expressa como * p<0,05.
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Figura 3: Avaliagdo do nivel proteico do receptor (IR), do substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1) e da PI
3-quinase (PI 3-k), em tecido hepdtico de ratos com 2. 5, 12 ¢ 20 meses de idade. As proteinas foram extraidas
em tampdo, separadas em gel e, apds transferéncia para membrana de nitrocelulose, foi realizado
"immunoblotting” com anticorpos especificos e 125 L-protefna A. O “immunoblotting” foi realizado com

anticorpos (A) anti-receptor de insulina (IR), (B) anti-IRS-1 e (C) anti-PI 3-k.
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Figura 4: Avaliacdo do grau de fosforilagio em tirosina antes (-) e apos (+) o estimulo com insulina. do
receptor (IR) e da pp 185, em tecido hepdtico de ratos com 2 & 20 meses de idade. As proteinas foram extraidas

como descrito na figura 3, porém o “immunoblotting” foi realizado com anticorpo antifosfotirosina.

Figura 5: Efeito do envelhecimento sobre a concentracdo protéica (A) do receptor de insulina (IR) e do
substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1), e do grau de fosforilagao (B) do IR (pp93) e pp 185. em tecido
hepitico de ratos. A densitometria optica foi realizada nas auto-radiografias de 8 experimentos como 0s das

figuras 3 e 4. Os valores s30 expressos como média = EPM, e a significAncia expressa como * p<0.03.
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A. Fosforilacao do IRS-1

2m 20 m
nsulina | = 4| [ - 4]

[RS-1 » e

2 m 20 m

sulina | = 4| [ - 4]

Pl 3-k » e _

Figura 6: Avaliagido do grau de fosforilagdo em tirosina do substrato | do receptor de insulina, em tecido
hepatico, antes (-) e apos (+) infusdo de insulina, em amostras previamente imunoprecipitadas com anticorpo
anti-[RS-1 de ratos com 2 e 20 meses de idade. As proteinas foram exlraidas e separadas em gel, conforme

descri¢io em Material ¢ Métodos. Foi realizado "immunoblotting” com anticorpos antifosfolirosina (A) e

anti-PI 3-quinase (B).
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A. Fosforilagao do IRS-2
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B. Associacdo IRS-2/PI 3-k
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Figura 7: Avalia¢io do grau de fosforilagdo em tirosina do substrato 2 do receptor de insulina, em tecido
hepdtico, antes (-) e apds (+) infusdo de insulina, em amostras previamente imunoprecipitadas com anticorpo
anti-IRS-2 de ratos com 2 e 20 meses de idade. As proteinas foram extraidas ¢ separadas em gel, conforme

descri¢io em Material ¢ Métodos. Foi realizado "immunoblotting” com anticorpos antifosfotirosina (A) ¢

anti-PI 3-quinase (B).
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Figura 8: Efcito do envelhecimento sobre o grau de fosforilagdo do IRS-1 ¢ IRS-2 e sobre a associagao
IRS-1/PI 3-quinase ¢ IRS-2/PI 3-quinase, em amostras de tecido hepatico de ratos com 2 ¢ 20 meses de
idade, previamente imunoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-1 ¢ anti-IRS-2. A densitometria 6ptica foi
realizada nas auto-radiografias de 4 experimentos como os das figuras 6 ¢ 7. Os valores sio expressos

como média+ EPM * p<0.05
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Figura 9: Avaliagio do nivel proteico do receptor (IR), do substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1} ¢ da P1
3-quinase (PI 3-k). em tecido muscular de ratos com 2, 5. 12 ¢ 20 meses de idade. As proteinas foram

extraidas como descrito na figura 2. O "immunoblotting” foi realizado com anticorpos (A) anti-receptor de

insulina (IR), (B) anti-IRS-1 e (C) anti-PI 3-k.
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Figura 10: Avaliacio do grau de fosforilacio em tirosina, antes (-) e apds (+) o estimulo com insulina, do
receptor (IR) e da pp 185, em tecido muscular de ratos com 2 e 20 meses de idade. As proteinas foram
extraidas como descrito na figura 3, porém o “immunoblotting™ foi realizado com anticorpo antifosfotirosina.

Figura 11: Efeito do envelhecimento sobre a concentracao protéica (A) do receptor de insulina (IR) e do
substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1) e do grau de fosforilagio (B) do IR (pp93) e ppl85, em tecido
muscular de ratos. A densitometria Gptica foi realizada nas auto-radiografias de 8 experimentos como os das
figuras 9 e 10. Os valores sdo expressos como média + EPM * p<0.05
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A. Fosforilacao do IRS-1
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B. Associacao IRS-1/PI 3-k
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Figura 12: Avaliacio do grau de fosforilacdo em tirosina do substrato 1 do receptor de insulina, em tecido
hepitico, antes (-) e apés (+) infusio de insulina, em amostras previamente imunoprecipitadas com anticorpo
anti-IRS-1 de ratos com 2 e 20 meses de idade. As proteinas foram extraidas ¢ separadas em gel, conforme

descricao em Material ¢ Métodos. Foi realizado "immunoblotting” com anticorpos antifosfotirosina (A) e anti-

PI 3-quinase (B).
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A. Fosforilacdao do IRS-2
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Figura 13: Avaliacio do grau de fosforilagio em tirosina do substrato 2 do receptor de insulina, em tecido
muscular, antes (-) e apés (+) infusdo de insulina. em amostras previamente imunoprecipitadas com anticorpo
anti-IRS-2 de ratos com 2 e 20 meses de idade. As proteinas foram extraidas e separadas em gel, conforme

descrigdo em Material ¢ Métodos. Foi realizado "immunoblotting” com anticorpos antifosfotirosina (A) ¢ anti-

PI 3-quinase (B).
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Figura 14: Efeito do envelhecimento sobre o grau de fosforilagdo do IRS-1 e IRS-2 ¢ sobre a associagio
IRS-1/PI 3-quinase e IRS-2/PI 3-quinase , em amostras de tecido muscular de ratos com 2 ¢ 20 meses de
idade, previamente imunoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-1 ¢ anti-IRS-2. A densitometria 6ptica foi
realizada nas auto-radiografias de 4 experimentos como os das figuras 12 e 13. Os valores sdo expressos

como média+ EPM * p<0.05
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Figura 15: Velocidade de desaparecimento da glicose (Kitt) em ratos com 2 e 20 meses tratados ou nio com
captopril. Os animais foram submetidos 4o teste de tolerdncia endovenosa & insulina (6 pug de insulina) ¢ as
amostras foram coletadas nos tempos 0 (basal). 4, 8. 12 e 16 minutos apds a inje¢ido de insulina. O Kiu foi
calculado como descrito em Métods ¢ 0s valores sao expressos como média = EPM. e a significincia expressa

como * p<0,03.

Resultados 42




A. Controle iIECA
Insulina | = || = 4]

IR »

B Controle IECA
’ Insulina | = || = 4]

IR »

Figura 16: Avaliacio do nivel tecidual (A) e do grau de fosforilagdo (B) em tirosina do receptor de insulina em
tecido hepdtico, antes (-) e apds (+) infusdo de insulina, em amostras previamente imunoprecipitadas com
anticorpo anti-receptor de insulina de ratos com 20 meses de idade tratados ou nao (controles) com inibidor da
enzima conversora da angiotensina, captopril. As proteinas foram extraidas e separadas em gel, conforme

descricio em Material e Métodos. Foi realizado “immunoblotting” com anticorpos antifosfotirosina.
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Figura 17: Efeito do captopril sobre o nivel tecidual e o grau de fosforilagdo do receptor de insulina, em
amosiras de tecido hepitico de ratos com 20 meses de idade. As amostras foram previamente
imunoprecipitadas com anticorpo anti-receptor de insulina (IR). A densitometria optica foi realizada nas
auto-radiografias de 4 experimentos como os da figura 9 (A e B). Os valores sdo expressos como média £

EPM * p<0.05
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Figura 18: Avaliacdo do nivel tecidual (A) ¢ do grau de fosforilagao (B) em tirosina do IRS-1 em tecido
hepdtico e da associagdo IRS-1/PI 3-quinase (C). antes (-) e apds (+) infusdo de insulina, em amostras
previamente imunoprecipitadas com anticorpo IRS-1 de ratos com 20 meses de idade tratados ou nio
{controles) captopril. As proteinas foram extraidas e separadas em gel, conforme descricio em Material e

Métodos. Foi realizado “immunoblotting” com anticorpos anti-IRS-1 (A). antifosfotirosina (B) e anti-PI 3-

quinase (C).
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Figura 19: Efeito do captopril sobre o nivel tecidual ¢ o grau de fosforilagido do IRS-1, em amostras de
tecido hepdtico de ratos com 20 meses de idade. As amostras foram previamente imunoprecipitadas com
anticorpo anti-IRS-1. A densitometria dptica foi realizada nas auto-radiografias de 4 experimentos como

0s da figura 18, Os valores sao expressos como média £ EPM * p<0.05
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Figura 20: Avaliacio do nivel tecidual (A) e do grau de fosforilacdo em tirosina do receptor de insulina em
tecido muscular, antes (-) e apds (+) infusdo de insulina, em amostras previamente imunoprecipitadas com
anticorpo IRS-1 de ratos com 20 meses de idade tratados ou nio (controles) com captopril. As proteinas foram
extraidas e separadas em gel. conforme descrigio em Material e Métodos. Foi realizado "immunoblotting” com

anticorpos anti-receptor de insulina (A) e antifosfotirosina (B).
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Figura 21: Efeito do captopril sobre o nivel tecidual e o grau de fosforilacao do receptor de insulina, em
amostras de tecido muscular de ratos com 20 meses de idade. As amostras foram previamente
imunoprecipitadas com anticorpo anti-receptor de insulina (IR). A densitometria éptica [0i realizada nas
auto-radiografias de 4 experimentos como os da figura 20 (A e B). Os valores sdo expressos como média +

EPM * p<0.05
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Figura 22: Avaliagio do nivel tecidual (A) e do grau de fosforilagdo (B) em tirosina do IRS-1 em tecido
muscular e da associacio IRS-1/PL 3-quinase (C), antes (-) e apds (+) infusio de insulina, em amosiras
previamente imunoprecipitadas com anticorpo IRS-1 de ratos com 20 meses de idade tratados ou ndo
(controles) com captopril. As proteinas foram extraidas e separadas em gel, conforme descri¢do em Material e
Métodos. Foi realizado "immunoblotting” com anticorpos anti-IRS-1 (A), antifosfotirosina (B) e anti-PI

3-quinase (C).

Resultados 49



1

Unidades arbitrdrias

Proteina o FO’SfOﬁlﬁ@ﬁ-Oi_j '_ A-SS_OGiagﬁo-

- @20m +iECA

Figura 23: Efeito do captopril sobre o nivel tecidual e o grau de fosforilagdo do IRS-1. em amostras de
tecido muscular de ratos com 20 meses de idade. As amostras foram previamente imunoprecipitadas com
anticorpo anti-IRS-1. A densitometria 6ptica foi realizada nas auto-radiogralias de 4 experimentos como

os da figura 22. Os valores sdo expressos como média = EPM * p<0.05
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Figura 24: Avaliagio do grau de fosforilagdo em tirosina do IRS-1 em tecido hepdtico (A) e tecido muscular

(B). antes (-) ¢ apds (+) infusdo de insulina, em amostras previamente imunoprecipitadas com anticorpo IRS-1

de ratos com 20 meses de idade tratados com o bloqueador do receptor de angiotensina, losartan. As proteinas

foram extraidas e separadas em gel. conforme descricio em Material e Métodos. Foi realizado

“immunoblotting” com anticorpos antifosfotirosina.
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Figura 25: Avaliacdo do grau de fosforilagdo em tirosina do IRS-1 induzido pela insulina, em tecido hepitico
(A) e tecido muscular (B) de ratos com 20 meses de idade tratados com o bloqueador do receptor de
angiotensina, losartan. A densitometria ptica foi realizada nas auto-radiografias de 4 experimentos iguais aos

da figura 24. Os valores sao expressos como média £ EPM * p<0.05
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Figura 26: Avaliagio do grau de fosforilagio em tirosina do receptor de insulina (A) ¢ do IRS-1 (B) induzidos

pela insulina, em tecido muscular extraidos em diferentes tempos (5. 15 e 30 minutos), apds infusdo de

bradicinina intraperitoneal em ratos com 20 meses de idade. As proteinas foram extraidas ¢ separadas em gel,

conforme descri¢io em Material ¢ Métodos. Foi realizado "immunoblotting” com  antifosfotirosina.
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Figura 27: Avaliacio do grau de fosforilacao em tirosina do receptor de insulina (A) e do IRS-1 (B) induzidos
pela insulina, em tecido muscular extraidos em diferentes tempos (5, 15 e 30 minutos), apés infusiao de
bradicinina intraperitoneal em ratos com 20 meses de idade. A densitometria Optica foi realizada nas auto-

radiografias de 3 experimentos iguais aos da figura 26. Os valores sdo expressos como média.
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Figura 28: Avaliagio do grau de fosforilagio em tirosina do IRS-linduzido pela insulina, em tecido hepdtico,
apds infusdo de bradicinina intraperitoneal em ratos com 20 meses de idade. As proteinas foram extraidas ¢
separadas em gel, conforme descrigio em Material e Métodos. Foi realizado "immunoblotting” com anticorpo

antifosfotirosina.
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A msulina tem como mediador inicial, para suas agbes celulares em processos
metabélicos € de crescimento celular, o seu receptor transmembrana. A ligacio da insulina
na subunidade o do seu receptor, ativa a capacidade tirosina quinase da subunidade B em
direcdo a ela mesma, autofosforilando-se, ¢ em direcdo a substratos endégenos como o
IRS-1 (SUN et al., 1992) ¢ 0 IRS-2 (SUN et al, 1995), que sdo constituintes da ppi85.
Estes substratos possnem varios sitios de fosforilagio em serina, treonina e tirosina. No
IRS-1, nove destes sitios de fosforilagdio em tirosina tem uma sequéncia repetitiva de
amino4cidos, YMXM ou YXXM, onde o Y € o aminodcido tirosina, o X corresponde a
qualguer aminodcido e M € o aminodcido metionina. Quando estes sitios estdo fosforilados,
sd0 envolvidos em interagbes nao covalentes entre IRS-1 ou IRS-2 com outras moléculas
sinalizadoras, particularmente protefnas que contém ¢ dominio chamado SH2 (BACKER et
al., 1992; FOLLI er al., 1993; KUHNE ef al, 1993; PAWSON T, 1995). Assim a
fosforilagdo em tirosinas do IRS-1 e IRS-2 € um segundo passo intracelular que leva a
associac@o IRS-1/PI 3-quinase ¢ IRS-2/P1 3-quinase. Outras proteinas descritas como sendo
fosforiladas apds o estimulo insulinico sdo a ecto-ATPase (LIN & GUIDOQTTI, 1989), a
pp60 (LAVAN & LIENHARD, 1993), o Shc (KOVACINA & ROTH, 1993) e o JAK2
(SAAD et al., 1996).

O estudo da regulagéo das etapas iniciais da acfo insulinica em modelos animais,
pode ser realizada in vitro, atrav€s de receptores de insulina parcialmente purificados e

substratos exogenos, ou in vive apds a infasio de insulina.

O protocolo experimental utilizado neste trabalho, estimula¢dio in vive com
nsulina, extragio e homogeneizacdo dos tecidos hepdtico e muscular em condicbes
desnaturantes ou em condigbes apropriadas para imunoprecipitagdo e posterior
“immunoblotting” com anticorpos especificos, permitin uma avaliagio das etapas iniciais da
agdo msulinica nestes dois tecidos importantes para a homeostase da glicose (SAAD erf al.,
1989).

Nos estudos iniciais sobre a fisiologia molecular do receptor de insulina foram
utilizados receptores parcialmente purificados e a atividade quinase foi determinada in vitro,

em direcio a substraios exégenos como histonas (ROTHENBERG, WHITE, KAHN,
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1990). Embora sejam ensaios informativos, estes procedimentos sio susceptiveis a artefatos
bioquimicos resultantes da homogeneizacio do tecido e purificacdo do receptor, como
protedlise e desfosforilacio do receptor por fosfatases contaminantes (KATHURIA et al.,
1986). Também a remogdo do receptor da membrana plasmdtica interfere em interagdes com
outros componentes celulares e pode influenciar a atividade quinase do receptor
(FEHLMAN et al., 1985). Finalmente, hd diferencas importantes na atividade quinase do
receptor manifestas in vitro, dependendo do substrato exdgeno utilizado (ROTHENBERG
et al., 1990). O método utilizado aqui ndo estd sujeito a estas implicagles, permitindo uma
determinacio direta do gran de fosforilacdo do receptor de insulina, do IRS-1 e do IRS-2, o
que € também uma avaliagdo da atividade quinase in vivo do recepior, dirigida a estes

substratos endégenos.

Com esta metodologia, foi realizado o estudo das etapas iniciais de agdo
insulinica em tecidos hepdtico e muscular de ratos com 2, 5, 12 ¢ 20 meses de idade. Os
ratos, com 20 meses apresentaram hiperinsulinemia basal, sem alteracio dos niveis de
glicose plasmética de jejum, sugerindo uma menor sensibilidade i insulina, que foi
documentada pela reducio na velocidade de decaimento da glicose, durante o teste de
tolerfincia 3 insulina. A resisténcia insulinica que se desenvolve com ¢ envelhecimento dos
ratos estd associada a uma progressiva diminuicio da utilizagfo periférica, ¢ aumento da
produgao hepdtica de glicose durante teste de “clamp” euglicBmico hiperinsulinémico
(NISHIMURA et al., 1988), acompanhada de diminuicio da sintese de glicogénio muscular,
em ratos com 20 meses (GOODMAN et al., 1983).

Procurando investigar mecanismos moleculares que pudessem contribuir para
explicar tais alteragOes alguns estudos demonstraram uma deplecdo do “pool” intracelular de
GLUT4 em adipdceitos de ratos velhos (MATHEL et al., 1990) e de alguns miisculos como
epitroclear, plantar e quadriceps de ratos com 10 meses (GULVE ef al, 1993). E em
ensaios com receptores de msulina isolados de misculo esquelético de ratos com 2 e 20
meses de idade, o “binding” de insulina permaneceu semelhante, sugerindo que o defeito
nesta situacio de resisténcia 4 insulina, seja pds-receptor (NISHIMURA er al, 1988;
KONO et al., 1990).
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Apesar da quantidade semelhante de receptores de insulina, nos tecidos hepético
¢ muscular de ratos com diferentes idades (2, 5, 12 e 20 meses), foi observada uma
diminui¢do de 34% no grau de autofosforilacio do receptor em tecido hepético de ratos
vethos (20 m) apés estimulo insulinico, in vive. Isto pode ter significado biolégico, uma vez
que a diminuigdo na fosforilagio do receptor tem sido bem correlacionada com situagbes de
resisténcia 4 msulina (KASUGA et al., 1982a; EBINA et al., 1987, CHOU et al., 1987:
GIORGINO ez al., 1993; WHITE & KAHN, 1994). Estes achados sio discordantes de
estudos prévios em animais idosos, nos quais os receptores foram parcialmente purificados e
ensaios de atividade quinase foram realizados in vitro (KONO ef al., 1990; BARNARD et
al., 1992). Nestes estudos, em receptores isolados de tecido hepético, ndo foram detectadas
alteragtes de autofosforilagdo induzida pela insulina ou fosforilagio dos substratos nsados.
Isto pode ser explicado, pelo menos em parte, pela diferenga de metodologia utilizada entre
estes estudos € o0 nosso, como previamente discutido. Nossos resultados também
demonstraram que em tecido muscular ndo houve alteragbes na autofosforilagio do

receptor, apds estimulo insulinico.

A presenga de redugio da autofosforilacio do receptor em figado, mas nio em
musculo dos ratos com 20 meses € uma caracteristica também presente em outros modelos
animais de resisténcia a insulina, como os ratos tratados com dexametasona (KARASIK &
KAHN, 1988; SAAD et al., 1993) e o camundongo ob/ob (SAAD et al., 1992). Nestes dois
modelos animais, € possivel gque a exposigio crdnica destes tecidos a diferentes niveis de
msulna contribua para estes resultados, uma vez que o figado estd exposto a uma
concentraco maior de insulina do que o muisculo, justificando a regulacio tecido-especifica
do gran de fosforilagdo do receptor de insulina. SAAD er al., 1995, demonstraram que a
hiperinsulinemia cronica mduziu a reduc¢do nos niveis e grau de fosforilagio em tirosina do
receptor de insulina, em cultura de células de hepatoma de ratos (células Fao). Diante deste
contexto, a redugo, na autofosforilacio do receptor de insulina em tecido hepiatico de ratos

com 20 meses, pode ser consequéncia da hiperinsulinemia presente.

As mudangas nos niveis teciduais de IRS-1, com o envelhecimento, mostraram

também uma regulacio tecido-especifica, com diminui¢cio para ~ 50% no miisculo, mas nao
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em figado. Esta diminwigdo do nivel protéico de IRS-1, em misculo, ocorre precocemente
nos animais, entre 2 e 5 meses de idade. Esta alteracio niio parece ter como causa a
hiperinsulinemia descrita anteriormente, pois a reducio da quantidade de IRS-1 ocorre antes
do aparecimento da hiperinsulinemia, nos animais entre 2-5 meses ¢ se dd no tecido
muscular. Esta pode ser uma caracteristica especifica deste modelo animal de resisténcia a
msulina. Apesar de serem animais obesos em relacio aos controles, no modelo animal de
obesidade e hiperinsulinemia, camundongos ob/ob, foi detectada wma diminui¢io nos niveis
tectduais de IRS-1 em figado ¢ nfio em misculo (SAAD et al., 1992). Uma vez que o tecido
muscular € quantitativamente 0 mais importante na homeostase da glicose, este defeito pode
ter um significado essencial como causa da resisténcia & insulina observada em ratos velhos.
RICE & GARNER, 1994, demonstraram que a diminuicdo na quantidade de IRS-1 em
adipéeitos isolados de ratos era acompanhado de diminuigio da captagio de glicose,
estabelecendo uma importante correlagdo entre niveis teciduais de IRS-1 ¢ captacio desse
monossacdride. Ainda neste contexto, é importante a descrigio de GOODMAN et al., 1983,
e NISHIMURA et al., 1988, de que hd uma reducio na captagio de glicose durante o
envelhecimento, mas esta diminuicio € muito marcante entre 2-4 meses de idade, periodo

em que nosso estudo demonstrou a reducio muscular de IRS-1.

Nossa observagdo de que hé uma significante redugio nos graus de fosforilagio
do IRS-1 ¢ do IRS-2 em tecidos bhepético e muscular, bem como da associagdo destes
substratos com a PI 3-quinase, apds estfmulo insulinico nos ratos senis, sugere que estes
eventos também tenham papel na resisténcia insulinica, associada ao envelhecimento. Um
mecanismo regulatdrio importante das etapas iniciais da acfo insulinica € através da
fosforilagdo do IRS-1 em aminoécidos serina e treonina (MYERS & WHITE, 1996). Esta
regulacao do IRS-1, que foi recentemente descrita, podé ser evidenciada em cultura de
células, utilizando-se metodologia variada (TANTI et al, 1994). Demonstrou-se gue a
fosforlagdo do IRS-1 em serina e (ou) treonina reduz, de maneira importante, a capacidade
do receptor de mnsulina fosforilar este substrato em tirosina, dificultando a transmissdo do
sinal insulinico. Diversas enzimas com atividade quinase como a PI 3-quinase, a MAP-
quinase, a proteinas quinase-C e a proteina quinase-A podem fosforilar 0 IRS-1 em serina
ou treonina induzindo tais alteracdes (WHITE & KAHN, 1984). ISHIZUKA et al., 1993,
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demonstraram um aumento na guantidade de proteina quinase-C em tecido adiposo de ratos
idosos. Neste mesmo estudo também foi demonstrado um aumento na atividade desta
proteina quinase associada & membrana, em tecido muscular destes animais senescentes.
Assim & possivel que, ¢ aumento da protefna quinase-C descrito, possa induzir fosforilagao

em serina do IRS-1 e (ou) IRS-2, dificultando a interacio destes com ¢ receptor de insulina,

Outro fator que pode contribuir para explicar as alteracdes no grau de
fosforilagio do IRS-1 e IRS-2 € a constitui¢do da membrana celilar, que altera sua
composi¢do lipidica com o envelhecimento, aumentando a relagcdo colesterol/fosfolipide.
ZOPPINI & KAHN, 1992, descreveram, em cultura de células, variages importantes no
grau de fosforilacdo do receptor de insulina e (ou) de scus substratos, em fungio de

variagOes do constituinte lipidico da membrana.

Ainda deve ser considerado como possibilidade para se explicar a reducido da
fosforilagao dos substratos do receptor de insulina em ratos idosos, a atividade de enzimas
que desfosforilam estes subsiratos, que sfo as fosfotirosinas fosfatases (PTPases). NADIV
et al., 1994, demonstraram um aumento da atividade de PTPases em tecido hepdtico de
ratos idosos, sugerindo ser este um provével mecanismo na reducio do grau de fosforilagio
do IRS-1 e IRS-2 em tecido hepético dos ratos velhos. Pelo acima exposto pode-se concluir

“que diversos fatores podem alterar o grau de fosforilagdo do IRS-1 e IRS-2 em animais
idosos. O papel real de cada um destes fatores, induzindo as redugdes de fosforilagdo dos

substratos do receptor nos animais com 20 meses, ainda necessita ser investigado.

Outro dado interessante foi em relacio ao IRS-2, que apresentou redugio no seu
grau de fosforilagao induzido pela insulna em ambos os tecido dos ratos senis, porém a
associacio com a PI 3-qumnase demonstrou uma regulacao tecido-especifica, ndo se
alterando no figado e reduzindo para ~50% no tecido muscular. Esta alteragdo tecido-
especffica, na associagio IRS-2/P1 3-quinase nos ratos idosos € dificil de ser explicada, mas
pode também ser uma outra caracteristica especifica do envelhecimento, pois nfo foi
observada em outro modelo animal de resisténcia a4 insulina, como o0s ratos tratados
cronicamente com GH (THIRONE er al, 1997), que apresentaram diminuicic da

fosforilacio dos substratos 1 e 2 e da associago destes substratos com a PI 3-quinase.
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A insulina estimula a captagdo de glicose em tecidos muscular ¢ adiposo, em
parte pelo estimulo & translocagio do GLUT4 (transportador de glicose) de um
compariimento iniracelular para a membrana plasmitica (STEPHENS & PILCH, 1995;
RICE & GARNER, 1994; QUON et al., 1995). A conclusdo de que a PI 3-quinase €
necessdria para a translocagio do GLUTA4, estimulada pela insulina, tem sido sustentada por
diferentes métodos experimentais (HARA et al., 1994; OKADA et al., 1994; HARUTA et
al., 1995, CHEATAM et al., 1994). A captagiio de glicose, estimulada pela insulina em
células adiposas, € inibida pelo “wortmannin” ¢ LY90024, dois inibidores da PI 3-quinase
(CLARKE et al., 1994; YEH et al., 1995; SANCHES-MARGALET et al., 1994). Mais
ainda, uma mutagfio, na PI 3-quinase com dele¢do no sitio de ligagao da subunidade p110,
imibe a captacio de glicose estimulada pela insulina (HARA er al, 1994). Somados, estes
resultados sugerem que a ativagdo da PI 3-quinase € necessiria para a captacio de glicose,
estimulada pela insulina. Portanto, a reducfo da associacio IRS-1/PY 3-quinase em ambos os
tecidos pode estar associada a diminuicdo da tolerfncia 4 glicose, observada neste modelo
animal.

A obesidade e a hiperinsulinemia, pelo menos em parte, podem contribuir para a
resisténcia 4 msulina, associada ao envelhecimento destes ratos. OLEFSKY & REAVEN,
1975 e DAVIDSON & KARJALA, 1978, demonstraram que a resisténcia 3 insulina nfio
ocorria em ratos velhos, quando havia restrigdo caldrica. Entretanto, h4 diferengas entre os
modelos animais de resisténcia 2 insulina e obesidade, e o aqui utilizado que € o
envelhecimento. SAAD er al.,, 1992, demonstraram uma diminui¢do no nfvel protéico do
IRS-1 em figado, mas ndo em miisculo de camundongos ob/ob, modelo animal de obesidade
e hiperinsulinemia. Esta resposta, provavelmente, refletiu a exposicio crbnica destes tecidos
a diferentes niveis de msulina, como previamente discutido. Neste contexto, a diminuigfio
dos niveis protéicos de IRS-1 no misculo poderia ser um dado préprio do envelhecimento, e
ndo um reflexo da obesidade ou hiperinsulinemia e poderia ser responsével pela diminuigio

da captacio periférica de glicose observada em ratos entre 2-5 meses de idade
(NISBIMURA et al., 1988; KONO et al., 1990).
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Em resumo, esta parte inicial do trabalho demonstron uma reducfio na
fosforilagfio do receptor, do IRS-11 e IRS-2 e da interagio IRS-1/PI 3-quinase em tecido
hepitico. E possivel que a menor autofosforilagio do receptor tenha contribufdo para os
eventos subseqiientes neste tecido. Em tecido muscular, observou-se uma redugdo na
fosforilagdic do IRS-1 e IRS-2 acompanhado de redugfio na interagio destes com a PI
3-quinase. E possivel que a reducdo da quantidade de IRS-1 contribua para a menor
fosforilagio em tirosina deste substrato. Estes dados sngerem que alieracBes, nas etapas
ticiais da ag¢do insulinica, possam ter significado importante no mecanismo de resisténcia a

esse horm{nio, associada ao envelhecimento.

Efeito do captopril nas etapas iniciais da acho insulinica

O uso de inibidores da enzima conversora da angiotensina (ECA) &
acompanhado de um aumento da sensibilidade A insulina (JAUCH er al, 1987;
HENRIKSEN & JACOB, 1995; DONNELLY, 1992; BERNE, 1991; PACHECO et al.,
1990; FERRANNINI et al, 1987, NATALI er al, 1991; PAOLISSO er al, 1991;
HERIKSEN er al., 1996; HERINGS et al., 1995), em pacientes com hipertensio arterial e
(ou) diabetes mellitus ndo-insulino dependente ou tipo II (DMNID), que sdo situagdes de

resisténcia i insulina.

Er modelos animais de resisténcia a insulina como o rato Zucker, o captopril
também aumenta a sensibilidade a insulina. Entretanto, o efeito desta droga na resisténciz i
insulina em outros modelos animais como o envelhecimento, ndo tinha sido ainda

investigado.

Nossos resultados demonstraram que, apds a administracio oral aguda de
captopril, houve uma melhora na sensibilidade 3 insulina, nos ratos senescentes, demonstrada
pelo aumento da velocidade de decaimento da glicose, durante o teste venoso de tolerdncia &

msulina (ITT). O mecanismo pelo qual o captopril induz a um aumento da sensibilidade &
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insulina ainda ndo estd completamente compreendido. Nosso estudo investigou o efeito do

captopril nas etapas iniciais da a¢do insulfnica, em ratos senescentes.

Como jd descrito, a resisténcia A insulina que ocorre nestes ratos velhos estd
associada a uma redug@o no grau de fosforilagio do IRS-1 ¢ na associacdo deste substrato
com PI 3-quinase, apés o estimulo insulinico. O tratamento agudo com captopril aumentou
significativamente o grau de fosforilacdo induzido pela insulina tanto do receptor de insulina,
quanto do IRS-1, em ambos os tecidos. O aumento do grau de fosforilaggo do TRS-1 foi
acompanhado de um aumento da associagdo IRS-1/PI 3-quinase em ambos os tecidos.
Como descrito anteriormente, a associagdo IRS-1/PI 3-quinase estd higada ao transporte de
ghicose em tecido muscular e & sintese de glicogénio em figado e miisculo ¢, um aumento
nesta interacdo, pode contribuir para a melhora na sensibilidade 2 insulina dos animais senis,

tratados agudamente com captoprii.

Para avaliarmos qual efeito do captopril induziria este anmento no grau de
fosforilacdo do IRS-1, apés estimulo insulinico, estudamos separadamente suas agdes. O
primeiro ¢ mais bem descrito efeito do captopril envolve a inibicio da conversio da
angiotensina I a angiotensma II, tanto sistémica quanto localmente (SOUBRIER et al.,
1988). Isto leva a um nivel reduzido de angiotensina II, cujos efeitos podem ser simulados
pelo uso do bloqueador competitivo do receptor AT1, losartan. A investigacio do efeito do
blogqueador do receptor de angiotensina sobre as etapas iniciais da a¢#o insulinica em tecidos
muscular e hepdtico também adquire importincia, pelas descricbes recentes de um
“cross-talk” entre as vias de sinaliza¢o da insulina e da angiotensina, bem como pela agio
hiperglicemiante deste hormdnio, descrita nos iltimos anos (MACHADQO et al, 1995).
Nosso laboratdrio descreven que a angiotensina (All) € capaz de estimular a fosforilagio em
tirosina do IRS-1 e a seguir a associagdo deste com a PI 3-quinase (SAAD et al., 1995) em
coragdo de ratos. Hormdnios como a insulina ou IGF-1, quando induzem a associagdo
IRS-1/PI 3-quinase, paralelamente aumentam a atividade desta Gltima enzima. Apés infusdo
de AIl, demonstrou-se que a assoctagdo IRS-1/PI1 3-quinase foi acompanhada de uma

marcante reducdo na atividade da enzima (VELLOSO er al., 1996; SAAD et al., 1995).
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Entretanto, os efeitos do losartan, nas etapas imiciais da a¢io insulinica em figado e misculo

ndo haviam sido ainda mvestigados.

Nossos resultados demonstram que, embora o captopril aumente o grau de
fosforilagio do receptor de insulina ¢ do IRS-1, induzidos pela insulina em tecido muscular e
hepético, nos ratos tratados com losartan ndo houve diferenca no grau de fosforilacio do
IRS-1 ou associagdo com a Pl 3-quinase, apés o estimulo msulfnico em ambos os tecidos.
Neste contexto, o estudo de TOMIYAMA et al., 1994, descrevendo que o tratamento por
trés semanas com o losarian diminuiu a pressio arterial média de ratos SHR
(espontancamente hipertensos € com resisténcia a insulina) sem afetar a sensibilidade 3
insulina, estdo em concordancia com nossos dados, sobre o efeito desta droga nas vias de
transmissdo do sinal insulinico. Estes dados sugerem que o efeito do captopril nas etapas

iniciais da a¢do insulinica, ndo é dependente do antagonismo da angiotensina I1

A segunda acdo dos inibidores da ECA envolve a inibicdo da cininase II, uma
enzima semelhante 3 ECA, que € responsdvel pela degradacido da bradicinina (YANG,
ERDOS, LEVIN, 1970), aumentando conseqiientemente 0s niveis circulantes desta c¢inina.
Recentemente, HENRIKSEN et al., 1996, demonstraram que a administracio de bradicinina
sensibiliza a agfio insulinica sobre o trangporte de glicose, reduzindo a glicemia nos ratos
Zucker (modelo animal de obesidade, hiperinsulinemia e hiperglicernia). Nossos resultados
indicam que o pré-tratamento com bradicinina induz um aumento progressivo e, dose-
dependente, no grau de fosforilacio do receptor de insulina e do IRS-1, apés estimulo
msulinico, em figpado e midsculo de ratos velhos. Recentemente, RETT et al, 1996,
demonstraram, em coragdes isolados de ratos, que a bradicinina mimetizou a translocagio
induzida pela insulina tanto de GLUT1 quanto GLUT4, utilizando-se¢ doses que ndo
afetaram o fluxo sanguineo coronariano. Nesta mesma linha, ISAMI er al, 1996
demonstraram que a bradicinina potencializou a ag#io da insulina na translocagio do GLUT4
do “pool” intracelular para a membrana plasmitica em adipdcitos isolados. Como a
associagio IRS-1/PI 3-quinase tem um importante papel na translocagdo dos
transportadores de glicose, nossos resultados sugerem que a bradicinina aumentando a

fosforilagio do IRS-1 induzida pela insulina e sna associagio com a PI 3-quinase, levaria ao
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aumento da translocagao dos GLUTI e 4 aumentando assim o transporte de glicose € a
sensibilidade & insulina.

ISAMI et al., 1995, demonstraram, em adipécitos isolados de cdes, que a
administragdo de bradicinina aumentou o grau de fosforilacio do receptor de insulina e do
IRS-1, induzido por insulina. Interessante que a evolugfio temporal também foi diferente,
permanecendo o receptor com mniveis mais elevados de fosforilagdo por tempo mais
prolongado que os receptores de adipieitos controles. Este resultado sugere que a
bradicinina pode reduzir o efeito de fosfatases (PTPases), que sdo importantes reguladores

da desfosforilagio do receptor de insulina.

HARING et al, 1996, utilizando cultura de fibroblastos (rat-1), que
hiperexpressam o receptor de nsulina humano, demonstraram que hd, possivelmente, um
“cross-talk” entre vias de transmissdo do sinal de insulina e de bradicinina. Nossos
resultados demonstraram que, em figado e muisculo, os dois tecidos de maior importincia
para a homeostase da glicose, h4 também um “cross-talk” entre os sistemas intracelulares da
insulina ¢ da bradicinina. Este fendmeno pode ter implicagbes clinicas, uma vez que a
resisténeia A insulina ocorre em vérios estados patolégicos, incluindo 2 hipertensio arterial, a

aterosclerose ¢ € um componente central do DMNID,

H4 anda outros mecanismos propostos para a influéncia positiva dos inibidores
da ECA sobre a utilizagio de glicose, como a melhora do fluxo sanguineo capilar,
acompanhado de um melhor aporte de insulina e glicose ao tecido muscular (JAUCH et al.,
1987, TOMIYAMA et al, 1994). HIROOKA et al, 1992, descreveram a maior
vasodilatagio dependente de um fator endotelial apds o uso do captopril, assim como a
melhora do conirole glic€émico em pacientes com DMNID, o que foi acompanhada de um
aumento no fluxo sanguineo do antebraco (KODOMA er al., 1990). Embora as
contribuicdes potenciais das influéncias hemodindmicas dos inibidores da ECA sobre a
utilizacdo da ghcose ndo possam ser descartadas, nossos resultados sobre as etapas iniciais
da agho insulinica in vivo nos tecidos hepatico e muscular dos ratos velhos, indicam, pelo
menos, agdes adicionais dos inibidores da ECA e da bradicinina sobre a sensibilidade &
insulina.
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Em resumo, esta parte final do trabalho demonstrou uma melhora na
sensibilidade 2 insulina, acompanhada de um aumento no grau de fosforilagdo do receptor de
insulina e do IRS-1 e na associagao IRS-1/PI 3-quinase em figado e misculo de ratos senis,
tratados com captopril. Tais resultados foram simulados pela administracdo de bradicinina e
nio pelo uso do inibidor do receptor de angiotensina II. Estes resultados sugerem um
possivel mecanismo molecular para o efeito benéfico do captopril sobre a sensibilidade a

insulina.
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6. Coneclusao



As conclusBes do presente trabalho demonstram:

* Uma redugfo no grau de fosforilacio do receptor, do IRS-1 e do IRS-2 e da interagio

IRS-1/PI 3-quinase em tecido hepético.

s Em tecido muscular observou-se uma redugfio precoce nos nfveis protéicos de IRS-1
acompanhada de diminui¢do no grau de fosforilagio do IRS-1 e do IRS-2 e da interagiio

destes com a PI 3-quinase.

e Nestes animais senis, que foram tratados com inibidor da enzima conversora da
angiotensing, o captopril, houve methora da sensibilidade 2 insulina, acompanhada de um
aumento do grau de fosforilaco do receptor de insulina, do IRS-1 e da associagio

IRS-1/PI 3-quinase, em ambos os tecidos.

» Este aumento do grau de fosforilagdo do receptor de insulina e do IRS-1, nos animais que

receberam captopril, foram simulados através do tratamento com bradicinina.
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Insulin stimulates the tyrosine kinase activity of its receptor resulting in the
phosphorylation of its cytosolic substrate, insulin receptor substrate-1 (IRS-1), which in turn
associates with phosphatidylinositol 3-kinase (PI 3-kinase), thereby activating the latter.
Apging is associated with insulin resistance. However, the exact molecular mechanism is
unknown. In the present study, we have examined the phosphorylation status of the insulin
receptor, IRS-1 and IRS-2, as well as the association between IRS-1/PI 3-kinase and IRS-
2/PI 3-kinase, in the liver and m_usclc of 2, 5, 12, and 20 months-old rats by immunoblotting
with specific antibodies.

There were no changes in the insulin receptor concentration in the liver and
muscle of rats 2 to 20 months-old as determined by immunoblotting using antibody to the
carboxyl-terminal of the receptor. However, insulin stimulation of receptor
autophosphorylation as determined by immunoblotting with antiphosphotyrosine antibody
was reduced by 34% (p<0.05) in the liver of rats at 20 months. Interestingly, IRS-1 protein
levels decrease at an early stage (5 months) by 49+9%. (p<0.001) and remained at low levels
thereafther in muscle but not in liver. In samples previously immunoprecipitated with anti-
IRS-1 antibody and blotted with antiphosphotyrosine antibody, there was a 61+9%
(p<0.001} and 87:2% (p<0.002) decrease in insulin stimulated IRS-1 phosphorylation level
in liver and muscle respectively, of 20 months-old rats. The insulin-stimulated IRS-1
association with PI 3-kinase was decreased in the liver by 73+14% (p<0.01) and by 80+10%
(p<0.01) in the muscle of 20 months-old rats with no change in the PI 3-kinase protein
levels. Finally, by immunoprecipitation, the detection of insulin-stimulated IRS-2
phosphorylation followed the same pattern as that for IRS-1, in both liver of 2 and 20
months-0ld rats. These data suggest that changes in the early steps of insulin signal

transduction may have an important role in the insulin resistance observed in old animals.

Another aim of this study was to investigate the effect of captopril, an
angiotensin-converting enzyme inhibitor, that enhances insulin sensitivity, on the early steps
of insulin action in aging rats. The 20 months-old rats that received captopril showed an
increase in insulin sensitivity by intravenous insulin tolerance test, and this effect was

acompained by an increased insulin-induced receptor autophosphorylation by 462+253%
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(p<0.05) 1n the liver and 697+78% (p<0.001) in the muscle of treated rats. There were also
increases of 250x17% (p<0.001) and 280+50% (p<0.05) in insulin-stimulated IRS-1
phosphorylation levels of the liver and muscle, respectively, of animals treated with
captopril. The insulin-stimulated IRS-1 association with PI 3-kinase in the liver increased by
305x20% (p<0.001) and by 267£48% (p<0.05) in the muscle. The acute administration of
bradykinin (100pg/kg, ip.) increased insulin-stimulated tyrosine phosphorylation of the
insulin receptor and of IRS-1 in the liver and muscle in a similar fashion. These data
demonstrate that ACE inhibitors modulate the early steps of insulin signalling, and that this
effect may be simulated by the administration of bradykinin.
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ANEXO 01

TABELA 01: Caracteristicas gerais dos animais quanto 2 idade, peso (g), glicemia expressa
em mg/dl, insulina sérica expressa em LU/ml, ¢ velocidade de decaimento da glicose, medida
pelo ITT curto, expressa por %/min dos diferentes grupos estudados (2, 5, 12 ¢ 20 meses de
idade). Os resultados s&o expressos como Média + Erro Padrfio da Média e a significAncia
expressa em *p, entre 0 grupo controle (2 meses) ¢ 0s demais grupos de idades distintas, e
entre o grupo de 20 meses sem (controle) e com tratamento agudo com captopril.

2 meses

5 meses

12 meses

20 meses

20 meses com

captopril

1366

337110
*p<0,01

392+ 10
#p<0,01

444+ 12
+p<0,01

440+ 10

123£5

124+ 8

1189

12411

109 £7

2914

3418

445
*p<0,01

4,55+0,34

2,29+0,63
*p<0,01

4,65+ 0,69
*p <0,05
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ANEXO 02

TABELA 02: Niveis de glicose e de insulina séricas, expressas em mg/dl ¢ pU/mi,
respectivamente, dos animais com 2, 5, 12 e 20 meses de idade. Sfo expressas as Médias +
Erros Padrio da Média (M), Desvios Padrfio da Média (DPM) e a significincia expressa em

*P_

154
113
105
116
127
104
137
104
157
115
127
113
114

13
1235
17,57

25
24
25
2%

52
33
35
15
13

10
29+4
11,6

139
132
130
122
139
86

1248
19,98
=0,8

64
27
50
17
35
10

3418
20,3
=0,56

150
145
124
120
90

86

112

118+9
24,6
=(,66

20
46
18
42
50
38

36t6
13,53
=0,32

154
140
131
116
121
128
73

7
124+ 11
27,8
=0,98

45
37
42
42
54
23

122
98
97
135
144
110
115
97
97
87

10 n
109+7 M
19,7 DPM

=0,24 P
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ANEXOS 03

TABELA. 03: Tabela contendo os resultados dos decaimentos de glicose pelo teste de
tolerincia 2 insulina curto (ITT) nos animais com 2 (controles) ¢ 20 meses, sendo este
dltimo grupo dividido entre os sem (controles) ¢ com tratamento agndo pelo imbidore da
enzima conversora de angiotensina, captopril Os resultados sio expressos como Média &
Erro Padrdo da Média (M), Desvio Padriio da Média (DPM) ¢ a significancia expressa em
*

p.

3,74 2,15 3,56
3,70 2,12 4,07
4,01 2,10 3,66
5,75 5,035 4,35
4,10 2,12 4,20
5,72 0,25 8,06
4,85

M 4,55+0,34 2,294+0,63 4,65+ 0,69

DPM 0,89 1,54 1,7
P *p<0,01 *p<0,05
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ANEXO 04

TABELA 04: Medida da densitometria éptica, das bandas correspondentes & subunidade B
do receptor de insulina detectadas através do “immunoblotting” com anticorpo anti-receptor
de insulina. A tabela A corresponde aos resultados obtidos no tecido hepético e a tabela B
em tecido muscular de ratos com 2, 5, 12 ¢ 20 meses de idade. Os resultados sio expressos
com média * erro padrio da média (M) e desvio padrdo da média (DPM). A andlise
estatistica utilizada foi o teste £ ndo pareado ¢ a significincia € expressa em p, comparando-
se cada grupo com o grupo controle de 2 meses. O resultado final € um valor arbitrdrio
percentual do resultado obtido.

TABELA A
7718 6439 8721 4789
6427 5156 9688 8702
7592 4751 8478 9434
7110 3163 7643 9750
7185 9110 9161 8519
7939 9503 17258 1006
7914 6327 3932
8788
n 7 & 7 6
média 7412 6654 7841 7033
desvio 543 2296 1915 3450
eITo 206 811 725 1408
t 0,849 0,57 0,289
p 0,41 0,57 0,778
nnidades 1003 9011 10510 95+19
arbitrarias
Anexos 95




TABELAB

3706
5146
2061
5271
4558
4677
3546
4368
3874
3531
5086
4698

12
4285
916
265

100+6

6940
5301
5660
2278
5598
5523
1519
3732
3682

9

4470
1777
592
031
0,76
104=14

2463
3843
1555
5889
6856
3764
3470
2219
3484
7806
2595
5728

12
4139
1979
572
0,23
0,81
96+13

2052
4343
4195
1587
1807
1602
8646
5484
8145

4206
2759
919
0,09
0,92
98+21
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ANEXO 05

TABELA 05: Medida da densitometria Gptica, das bandas correspondentes ao substrato 1
do receptor de insulina (IRS-1) detectadas através do “immunoblotting” com anticorpo anti-
IRS-1. A tabela A corresponde aos resuliados obtidos no tecido hepédtico ¢ a tabela B em
tecido muscular de ratos com 2, 5, 12 e 20 meses de idade. Os resultados sao expressos com
média + erro padrido da média (M) e desvio padrio da média (DPM). A andlise estatistica
utilizada foi o teste t nfo pareado e a significincia é expressa em p, comparando-se cada
grupo com o grupo controle de 2 meses. O resultado final € um valor arbitrdrio percentual
do resultado obtido.

TABELA A

116 15351 10004
11440 11697 5445 5876
13625 13240 16587 8428
12864 9801 11305 12609
13455 15414 11624 8612
12012 24520 6054
3764 15400 17548
12690 17132
10159 16168
10940
10940
6931
16984
22688
8452
12928
15630
B 16 5 g 7
média 12400 12351 14837 9876
desvio 4249 2105 518% 4095
erro 1062 942 1729 1544
L 0,025 1,27 1,32
P 0,98 0,21 0.2
unidades 100=8 100=8 12014 80x12
arbitrarias
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TABELAB

média
desvio

€ITo

unidades

arbitratrias

4720
3939
5871
6622
5260
4968
6465
5044
7291
6719

8328
6815
4494

14
6041
1045
279

100+5

2058
2667
3780
1081
2003
1853
4371

3090
1584
560
5,28
0,000
51+9

1850
3566
6647
5261
2085
2917
2288

3645
1715
649
3,998
0,000
6011

2670
3482
2161
2485

2699
563
281
6,05
0,600
45+5
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ANEXO 06

TABELA 06: Medida da densttometria Optica, em umdades arbitrdrias, das bandas
correspondentes & fosforilacdo da ppl20 quando submetidos ao “immunoblotting” com
anticorpo antifosfotirosina (anti-PY). A tabela A corresponde aos resultados obtidos no
tecido hepdtico ¢ a tabela B em tecido muscular de ratos com 2, e 20 meses de idade. Os
resultados sdo expressos com média + erro padrio da média (M) e desvio padréo da média
(DPM). A andlise estatistica utilizada foi o teste ¢ ndo pareado e a significincia & expressa
em p, comparando-se cada grupo com o grupo controle de 2 meses. O resultado final ¢ um
valor arbitririo percentual do resultado obtido.

TABELA A

‘basal pos-estimulo ‘basal | pos-estimulo
3641 3356 2785 3287
3520 3690 4160 4407
3102 3102 3000 4200
6541 5207 2500 3800
6090 6257
6022 6716

n 6 6 4 4

média 4935 4721 3111 3923

desvio 1419 1557 728 493

ermo 579 635 364 246

P =08 . =0,11

unidades 100+12% 96413 %

arbitrarias 10012 12618 %

p <0,05 =0,3

unidades 100412 % 63+7%

arbitrdrias 10013 % 8345%

Anexos 9



TABELA B

basal pos-estimulo pasal pOs-estimulo
9993 11390 19252 10471
10676 14047 11003 18893
11759 10757 10002 17000
11001 11847 15063 13421
11141 10680
11984 11864

n 6 6 4 4

média 15074 15776 13830 14946

desvio 4740 4276 4225 3748

erro 1935 1745 2113 1874

p =0,79 0,7

unidades 100:13% 104411 %

arbitrérias 100+15% 108£13%

» =0,68 =0,76

unidades 100£13% 100+15%

arbitrdrias 100+11% 95+12%

Anexos 100



ANEXO 07

TABELA 07: Medida da densitometria Optica, em unidades arbitrdrias, das bandas
correspondentes i fosforilagdo da subumidade [ do receptor de insulina (pp 95) quando
submetidos ao “immunoblotting” com anticorpo antifosfotirosina (anti-PY). A tabela A
corresponde aos resultados obtidos no tecido hepdtico ¢ a tabela B em tecido muscular de
ratos com 2, 5, 12 e 20 meses de idade. Os resultados s8o expressos com média + erro
padrio da média (M) e desvio padrio da média (DPM). A andlise estatistica utilizada foi o
teste ¢ ndo parcado e a significincia € expressa em p, comparando-se cada grupo com o
grupo controle de 2 meses. O resultado final € um valor arbitrédrio percentual do resultado
obtido.

TABELA A

3372 3222 3475 3081

4299 3773 3075 3009

3827 4531 4567 1802

3094 4147 3444 3045

2992 5148 3030

4026 3215 2110

5992 4546 3358

4598 2606 6424

4606

4239

5073

4613

3424

3587
B 14 3 8 4
média 4124 3898 3685 2734
desvio 828 849 1296 622
e1To 221 300 458 311
t 0,7 097 3,00
P 0.49 0,34 0,007
unidades 1005 94+7 89+11 Ho+7
arbitriarias
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TABELA B

média
desvio

- OITO

t

p

umidades

arbitrarias

4617
4290
13573
3222
5500
5242
6588
10337
6632
5728
4116
3870

13
6354
2960
822

10013

4429
7287
9693
3156
3631
6839
2127

5643
2310
816
0,578
0,57
89+13

2984
3935
3148
5325
4060
3765
6984
3368

4559
1307
436
1,698
0,105
727

5592
8760
2800

5857
2451
1225
0,303
0.76
92419
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ANEXO 08

TABELA 08: Medida da densitometria Sptica das bandas correspondentes & fosforila¢ao da
ppi85 quando submetidos a0 “immunoblotting” com anticorpo antifosfotirosina (anti-PY).
A tabela A corresponde aos resultados obtidos no tecido hepdtico e a tabela B em tecido
muscular de ratos com 2, 5, 12 ¢ 20 meses de idade. Os resultados s@o expressos com média
+ erro padrio da média (M) e desvio padrdo da média (DPM). A anilise estatistica utilizada
foi o teste ¢ nio pareado e a significincia € expressa em p, comparando-se cada grupo com o
grupo controle de 2 meses. O resultado final € um valor arbitrdrio percentual do resultado
obtido.

TABELA A

7961 4967 2946 1802

7345 4122 1818 5218

6290 3633 1086 2391

11906 1418 8305 1690

9698 2359 16105 6868

6030 3070 3572 3220

7048 3270 4912

7805 6645 2311

5994 8042

6643 7375

8816 4488

8374 11449

7152 6328

7560 9488

6329

5511

8824

7342

11572
n 20 15 9 7
média 7722 5441 3625 2628
desvio 1755 2772 2393 1921
eIo 393 716 798 728
t 2,977 6,902 6,458
p 0.005 0,000 0,000
unidades 100=5 7029 47+10 3449
arbitrarias

Anexox



TABELA B

média
desvio

Ero

unidades

arbitrarias

14854
8361

16858
12609
11114
18044
13632
8879

13290
10760
11340
10890
11631

13
12481
2844
790

100=6

7290
9717
12376
12802
3614
8228
6835
8529
10654
16730

10
9677
3677
1163
2,066
0,51
779

6034
5799
3547
8270
7710
8840

6340

6369

6652
1796
630
4,889
0,000
535

1600
4580
1258
6020
4311

3554
2049
915
6,359
0,000
28+7

Anexos
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ANEXO 09

TABELA 09: Medida da densitometria éptica das bandas correspondentes & fosforilagio do
IRS-1 em amostras previamente imunoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-1 e
“mmunoblotting” com anticorpo antifosfotirosina (anti-PY) e anti-PI 3-quinase, para avaliar
a associagio IRS-1/PI 3-quinase. A tabela A corresponde aos resultados obtidos no tecido
hepético e a tabela B em tecido muscular de ratos com 2 e 20 meses de idade. Os resultados
sio expressos com média (M) * erro padrdo da média (EPM) e desvio padrdo da média
(DPM). A andlise estatistica utilizada foi o teste £ ndo pareado e a significincia € expressa
em p, comparando-se cada grupo com o grupo controle de 2 meses. O resultado final € um
valor arbitrdrio percentual do resultado obtido.

TABELA A
Fosforilacio Associacio
7405 4767 7550 303
7564 1927 7135 1594
6933 2600
n 4 4 3 3
média 7268 2824 7122 1914
desvio 276 1330 435 1793
EITo 138 665 251 1036
t 6,54 4,889
p 0,000 0,008
unidades 100=2 39+9 100=+3 27+14
arbitrarias
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TABELA B

média
desvio
erro

t

p
unidades

arbitrarias

Fosforilacio

_ Associaciao

1123
1634
1379

1378
255
147

100+11

224
140
185

183
42
24
8,009
0,001
13+2

11209
11234
11700

11848 .

699
404

1003

23
3766
3227

2338
2023
1169
7,696
0,002
2010
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ANEXO 10

TABELA 10: Medida da densitometria éptica das bandas correspondentes a fosforilagio do
IRS-2 em amostras previamente imunoprecipitadas com anticorpo anti-IRS-2 e
“immunoblotting” com anticorpo antifosfotirosina (anti-PY) e anti-PI 3-quinase, para avaliar
a assoclacao IRS-2/P1 3-quinase. A tabela A corresponde aos resultados obtidos no tecido
hepatico ¢ a tabela B em tecido muscular de ratos com 2 e 20 meses de idade. Os resultados
$a0 expressos com média (M) X erro padrio da média (EPM) ¢ desvio padrio da média
(DPM). A andlise estatistica utilizada foi o teste ¢ ndo pareado e a significAncia € expressa
em p, comparando-se cada grupo com o grupo controle de 2 meses. O resultado final € um
valor arbitrdrio percentual do resultado obtido.

TABELA A
Fosforilacio Associacio
9869 T6231 19610 20450
8633 2179 18958 13461
8816 6868 13362 16410
8374 4209 15100
4
n 8923 4 4 3
média 656 4872 16757 16773
desvio 326 2123 3014 3508
erro 1061 1507 2025
t 6,495 0,007
P 0,000 0,9
unidades 100+4 5512 1009 100+21
arbitrarias
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TABELA B

média
desvio

CIT)

unidades

arbitrarias

_ Fosforilacio

Associacio

925

2447
1076
1089

1384
712
356

100+26

242
23

160
126

138
91
45
3,47
0,013
103

13019
6664

12609
11467

10939
2925
1462

100+13

8043
4943
3496

5494
2323
1343
2,64
0,046
50121

Anegxos
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ANEXO 11

TABELA 11: Medida da densitometria éptica das bandas correspondentes 2 fosforilacio da
subunidade [3 do receptor de insulina e do IRS-1 de amostras previamente imunoprecipitadas
com anticorpos anti-IR ¢ anti-IRS-1 e submetidos a “immunoblotting”com anticorpo
antifosfotirosina (anti-PY) e da banda correspondente 2 PI 3-quinase (PI 3-k) associada ao
IRS-1 em tecidos (A) hepético e (B) muscular de ratos com 20 meses de idade tratados ou
ndo agudamente com o inibidor da enzima conversora da angiotensina, captopril. Os
resultados sio expressos com média (M) £ erro padrio da média (EPM) e desvio padrio da
média (DPM). A andlise estatistica utilizada foi o teste ¢ ndo pareado e a significincia &
expressa em p, comparando-se o grupo controle (20 m) e o tratado (20 m). O resultado final
¢ um valor arbitrario percentual do resultado obtido.

TABELA A

Fosforilacio Associacio

1843 13708 9444 17951 9221 26615
1521 1760 5232 17742 8395 25970
1802 6749 19319 5200 21366
1522 6120 13736 9534
17395
n 4 2 4 4 4 3
média 1672 7734 6886 17187 8087 24650
desvio 174 8448 1815 2402 1984 2862
erro 87 4224 907 1202 992 1654
t 33 6,8 8,1
D 0,03 0,000 0,000
unidades |100x15 462:253 10026 250+17 100£12 30520
arbitrarias
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TABELA B

média
desvio
erro

t

4
unidades
arbitrarias

Fosforilacdo

210
229
497
280
559

355
161
72

100=20

2281
3020
2128

2476
477
576
9.5
0,000
697+78

690
646
762
710

702
48
24

1003

1433
2682
1293
2452

1965
703
351
3,58
0,012
28050

Associacao
1637 6924
1558 4798
1497 3110
233 3928
4 4
1756 4690
389 1641
190 845

347
0,013
10011 267+48

Anexos
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ANEXO 12

TABELA 12: Medida da densitometria 6ptica das bandas correspondentes & fosforilagao do
IRS-1 de amostras previamente imunoprecipitadas com anticorpos anti-IRS-1 e submetidos
a “immunoblotting”com anticorpo antifosfotirosina (anti-PY) em tecidos (A) hepitico e (B)
muscular de ratos com 20 meses de idade tratados ou ndo agudamente com o bloqueador do
receptor de angiotensina AT1, losartan. Os resultados sdo expressos com média (M) + erro
padrio da média (EPM) e desvio padrio da média (DPM). A andlise estatistica utilizada foi
o teste £ ndo pareado e a significincia € expressa em p, comparando-se o grupo controle (20
m) e o tratado (20 m). O resultado final € um valor arbitrario percentual do resultado obtido.

A (FIGADO) B (MUSCULO)
31147 37347 2780 2524
21621 11688 1182 5745
17177 12146 2952 5761
5472 12205 7139 2843
6200 16419 3696 2716
n 5 5 5 5
média 16323 17961 3550 3018
desvio 10825 11005 2206 1679
erro 4854 4935 989 753
t 0,23 0,297
p 0,81 0,774
unidades 10030 110430 10028 110421
arbitrarias
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ANEXO 13

TABELA 13: Medida da densitometria ptica das bandas correspondentes 3 fosforilacdo do
IR (A) e do IRS-1 (B) de amostras previamente imunoprecipitadas com anticorpos anti-IR e
anti-IRS-1 e submetidos a “immunoblotting”com anticorpo antifosfotirosina (anti-PY) em
tecido muscular de ratos com 20 meses de idade tratados ou ndo bradicinina,
intraperitonealmente. Os resultados sdo expressos com média (M) + erro padrio da média
(EPM) e desvio padrao da média (DPM). A andlise estatistica utilizada foi o teste 7 ndo
pareado e a significincia € expressa em p, comparando-se 0 grupo controle (20 m) e o
tratado (20 m), nos diferentes tempos apds a administracio da droga. O resultado final & um

valor arbitririo percentual do resultado obtido.

TABELA (A)

média
desvio

CITO

unidades

arbitrarias

300
316
290

300
10

2150
2500
2957

405
234

8,5+0,8

5700
5797
5191

5563
325
188

18+0,6

10200
11160
9570

10310
800
462

34+1.,5
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TABELA (B)

média
desvio
eIro

t

P
unidades

arbitrarias

725

834
64G

736
93
54

110,07

4350
4587
3764

4234
424
245

6+0,3

5800
5004
4543

5116
636
368

7+0.5

21756
22518
18172

20813
2319
1364

2842
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ANEXO 14

TABELA 14: Medida da densitometria Optica das bandas correspondentes 4 fosforilacio do
IRS-1 de amostras previamente imunoprecipitadas com anticorpos anti-IRS-1 e submetidos
a “immunoblotting”com anticorpo antifosfotirosina (anti-PY) em tecido hepdtico de ratos
com 20 meses de idade tratados ou ndo bradicinina, intraperitonealmente. Os resultados sao
expressos com média (M) £ erro padrio da média (EPM) e desvio padrio da média (DPM),
A andlise estaiistica utilizada foi o teste ¢ nfio pareado e a significincia é expressa em p,
comparando-se o grupo controle (20 m) e o tratado (20 m). O resultado final & um valor
arbitrario percentual do resultado obtido.

média
desvio

€110

unidades
arbitrarias

5310
6394

5982
387
339

1+0,06

15399
17903

17757
2289
1323

310,22

Anexos
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ABSTRACT

Insulin stimulates the tyrosine kinase activity of its receptor, re-
sulting in the phosphorylation of its cytosolic substrate, insulin re-
ceptor substrate-1 (IRS-1), which, in turn, associates with phospha-
tidylinositol 3-kinase (PI 3-kinase), thereby activating the latter.
Aging is associated with insulin resistance, but the exact molecular
1

d phosphorylation status of the insulin receptor and IRS-1 as well
s the association between IRS-1 and PI 3-kinase in the liver and
nsele of 2-, 5-, 12-, and 20-month-old rats.
There were no changes in the insulin receptor concentration in the
ver and muscle of rats 2-20 months old, as determined by immu-
rloblotting using antibody to the COOH-terminus of the receptor.
owever, insulin stimulation. of receptor autophosphorylation, as de-
rmined by immunocblotting with antiphosphotyrosine antibody was
duced by 25% (P < 0.05)in the liver and muscle of rats at 20 months.
terestingly, IRS-1 protein levels decrease at an early stage (5
thonths) by 58 = 9%. (P < 0.01) and remained at low levels thereafter

nechanism is unknown. In the present study, we examined the levels -
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iffect of Aging on Insulin Receptor, Insulin Receptor
Substrate-1, and Phosphatidylinositol 3-Kinase in Liver
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in muscle, but not in liver. In samples previously immunoprecipitated
with anti-TRS-1 antibedy and blotted with antiphosphatyrosine an-
tibody, there were 80 = 9% (P < 0.001) and 92 %= 4% (P < 0.001)
decreases in the insulin-stimulated IRS-1 phosphorylation levels in
liver and muscle, respectively, of 20-month-old rats. The insulin-
stimulated IRS-1 association with PI 3-kinase was decreased by 70 =
2% in the liver (P < 0.001) and by 98 * 3% (P < 0.001) in the muscle
of 20-month-old rats, with no change in the PI 3-kinase protein levels.
The phosphotyrosine-associated PI 3-kinase activity after insulin
stimulation was dramatically reduced in liver and muscle of 20-
month-0ld rats compared to that in 2-month-old rats. Finally, by
immunoprecipitation, the detection of insulin-stimulated IRS-2 phos-
phorylation followed the same pattern as that for IRS-1 in both Liver
of 2- and 20-month-old rats. These data suggest that changes in the
early steps of insulin signal transduetion may have an important role
in the insulin resistance observed in old animals. (Erdocrinology 187:
151-159, 1996)

TT HAS BEEN established that insulin resistance occurs
| with aging (1-7). It was previously demonstrated by the
famp technique that insulin actions were impaired with
iging in 2- to 20-month-old rats (6). Although various defects
in insulin action have been reported in animals during aging
4, 7-10), the exact mechanisms involved in the insualin re-
istance have not been adequately defined.

Insulin initiates its metabolic and growth-promoting ef-
ects by binding to the -subunit of its tetrameric receptor
11}, which leads to the autophosphorylation of specific ty-
osine residues of the S-subunit. This process enhances the
osine kinase activity of the receptor toward other protein
ubstrates {11). Considerable evidence demonstrates that in-
ulin receptor tyrosine kinase activity is essential for many,
not all, of the biological effects of insulin (11-13). In most
ells, this primary event leads to the subsequent tyrosyl
hosphorylation of a broad band of 165-185 kDa cytoplasmic
rotein, called ppl85 (11, 14-16). One component of this
and has been well characterized as insulin receptor sub-
trate-1 (IRS-1) (17). IRS-1 has been implicated as the first
postreceptor step in insulin signal transmission based on
studies with insulin receptor mutants (11). In cuitured cells
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(18, 19) and in animal tissues (20), phosphorylated IR5-1
associates with the lipid-metabolizing enzyme phosphati-
dylinositol 3-kinase {PI 3-kinase), thus activating this en-
zyme. Although decreased insulin receptor kinase activity
has been reported in various insulin-resistant states, includ-
ing aging (7}, in most studies the receptors were partially
purified, and the kinase assays were performed in witro using
exogenous phosphoacceptor substrates such as histones (7,
8). Thus, the role of IRS-1 has not been examined in insulin-
sensitive tissues during aging.

Using antipeptide antibodies to the insulin receptor and
IRS-1 along with antiphosphotyrosine antibodies, it is pos-
sible to directly assess insulin-stimulated tyrosine phosphor-
ylation of both the insulin receptor and its substrate, IRS-1.
In the present study we examined the phosphorylation status
of these two proteins and the association between IRS-1/PI
3-kinase after insulin stimulation in vivo. Furthermore, the
levels of these proteins in the liver and muscle of rats 2, 5, 12,
and 20 months of age were determined to evaluate the initial
steps of insulin action during aging in rats.

Materials and Methods
Mouoterials
The reagents and apparatus for SDS-PAGE and immunoblotting were

obtained from Bio-Rad (Richmond, CA). Tris, phenylmethylsulfe-
nylfluoride (PMSF), aprotinin, silicone, and dithiothreitol were obtained
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from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). Sodium amobarbital and

human recombinant insulin (Humulin R) were purchased from Eli Lilly .

Ce. {Indianapolis, IN}. F?P]ATP and [***I]protein A were obtained from
Amersham (Aylesbury, UK}, and protein A-Sepharose 6 MB was pur-
chased from Pharmacia (Uppsala, Sweden). Nitrocelinlose (BAB5; 0.2
prm} was obtained from Schleicher and Schuell (Keene, NH), Male Wistar
rats were purchased from the UNICAMP Central Breeding Center.
Monoclonal antiphosphotyrosine antibodies and anti-F1 3-kinase (p85)
antibody were obtained from Upstate Biotechnology (Lake Placid, NY).
Ant-IRS-1 antibody and antiinsulin receptor antibody were raised in
rabbits as previously described (21). Anti-IRS-1 antibody was kindly
provided by Dr. Morris F. White and X. J. 5un (Joslin Diabetes Center,
Boston, MA).

Animals

Male Wistar rats were divided into four groups by age (2, 5, 12, and
20 months old) with body weights of 131 £ 6, 272 + 10, 392 *+ &, and
444 + 9 g, respectively. All groups were fed standard rodent chow and
water ad libitum. Food was withdrawn 12-14 h before the experiments.

Methods

Rats were anesthetized with sodium amobarbital (15 mg/kg BW, ip)
and used in experiments 1015 min later, i.e. as soon as anesthesia was
assured by loss of pedal and corneal reflexes. The abdominal cavity was
opened, the portal vein was exposed, and 0.5 ml normal saline (0.9%
NaCl} with or without 10 m insulin was injected. After 30 sec, the liver
was Temoved, minced coarsely, and homogenized imunediately in ap-
proximately 10 vol solubilization buffer A in a water bath maintained
at 100 C with a Polytron PTA 20S generator {(model PT 10/35, Brinkmann
Instruments, Westbury, NY) operated at maximum speed for 30 sec. The
solubilization buffer A was composed of 1% SDS, 100 mu Tris (pH 7.4),
100 mw sodium pyrophosphate, 100 mu sodium fiueride, 10 mam EDTA,
and 10 mm sodium vanadate. The homogenate was boiled for 10 min and
then coeled in an ice bath for 40 min.

Approximately 90 sec after injection, hindlimb muscle was quickly
excised and homogenized as described for liver. Both extracts’ were
centrifuged at 15,000 rpm at 4 C in a Beckman 70.1 Ti rotor (Palo Alto,
CA) for 45 min to remove insoluble material, and the supernatant was
used for the assay.

In preliminary experiments we showed that the maximal phosphor-
ylation for IRS-1 oceurs between 3060 sec in liver and between 1-4 min
in muscle after insulin infusion into portal vein, The doses that produced
these maximal stimulations were 107 and 107> M insulin for Lver and
muscle, respectively. As we infused into the portal vein 1075 M insulin
and exiracted liver at 30 sec and muscle at 90 sec, the tissue sarnpling
was performed at the peak of phosphorylation events.

In some experiments, the liver and muscle of animals 2 and 20 months
old were extracted and homogenized in extraction buffer B [1% Triton
X-100, 100 mm TFris (pH 7.4}, 100 mp sodium pyrophosphate, 100 mm
sodium fluoride, 10 mm EDTA, 10 mm sodium vanadate, 2 mm PMSF,
and 0.1 mg/ml aprotinin] at 4 C. After centrifugation, the supernatant
solutions of these tissues were used for immunoprecipitation with ant-
1RS-1 antibody and protein A-Sepharose 6 MB.

When used for P1 3-kinase activity determination, the liver and mus-
cle of animals 2 and 20 months old were extracted and homogenized in
buffer C at 4 C. After centrifugation for 35 min at 30,000 X g at 4 C, equal
protein amounts of the supernatants were used in immunoprecipitations
with antiphosphotyrosine antibody, and immunocomplexes collected
with protein A-Sepharose 6 MB or protein A/G plus (Santa Cruz Tech-
nology, Santa Cruz, CA) were used for PI 3-kinase activity determina-
tion. Buffer C was composed of 50 mm HEPES (pH 7.4), 137 mu NaCll,
1 mm MgCl,, 1 mm CaCl, 2 mM NagViO,, 10 mm Na pyrophosphate, 100
myM Na fluoride, 2 ma EDTA, 2 mm PMSF, 2 mM aprotinin, 2 mM
leupeptin, 10% (vol/vol} glycerol, and 1% (vol/vol) Triton X-100.

Protein analysis by immunoblotting

The samples were treated with Laemmli sample buffer (22) contain-
ing 100 mm dithiothreitol and heated in a boiling water bath for 4 min.
For total extracts, similar sized aliquots (200 g protein) were subjected
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to SDS-PAGE (6% bis-acrylamide) in a Bio-Rad miniature lab gel ap-
paratus {Mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA). M., stan-
dards were myosin (194 kDa), B-galactosidase (116 kDa), BSA. (85 kDa),
and ovalbumin (49.5 kDa).

Electrotransfer of proteins from the gel to nitrocellulose was per-
formed for 2 h at 120 V (constant) in the Bic-Rad miniature transfer
apparatus (Mini-Protean) as described by Towbin ef al. (23), except for
the addition of 0.02% SDS to the transfer buffer to enhance the elution
of high M, proteins. Nonspecific protein binding to the nitrocellulose
was reduced by preincubating the filter overnight at 4 C in blocking
buffer (5% nonfat dry milk, 10 mm Tris, 150 mm NaCl, and 0.02% Tween
20). The nitrocellulose blot was incubated with antiphesphotyrosine
antibodies (1 pg/ml), antiinsulin receptor antibedy (1:100), or anti-PI
3-kinase (1:500) or anti-IRS-1 (1:100) antibodies; diluted in blocking
buffer {0.3% BSA instead of nonfat dry milk) overnight at 4 C; and
washed for 60 min with the blocking buffer without milk. The blots were
then incubated with 2 2Ci ['**I]protein A (30 x«Ci/ pg) in 10 m1 blocking
buffer for 4 I at room temperature and then washed again for 2 h as
described above. ["**[JProtein A bound to the antiphosphotyrosine and
antipeptide antibodies was detected by autoradiography using pre-
flashed Kodak XAR film (Eastman Kodak, Rochester, NY) with Cronex
Lightning Plus intensifying screens {DuPont, Wilmington, DE) at —80C
for 12-48 h. Band intensities were quantitated by optical densitometry
{model GS 300, Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, CA) of the
developed autoradiographs.

Determination of PI 3-kinase activity in samples from liver
and muscle immunoprecipitated with antiphosphotyrosine
artibodies

Immunoprecipitates collected with protein A-Sepharose 6 MB were
washed three times in ice-cold PBS, pH 7.4, containing 1% Triton X-180
and 100 um Na,VQ,, three times in icecold 100 mm Tris (pH 7.5)
containing 100 mm LiCl, and 100 pM Na;VO,, and finally, twice in
ice-cold 10 mu Tris (pH 7.5) containing 100 mm NaCl, 1 aM EDTA, and
100 pm NasVO,. The pellets were resuspended in 50 pl ice-cold 10 ma
Tris, pH 7.5, containing 100 mm NaCl, 1 mu EDTA, 10 21 100 mm MgCl,,
and 10 pl phosphatidylinositol (2 ug/ul) sonicated in 10 mm Tris (pH
7.5)-EDTA 1 mm. The reaction was started by the addition of 10 ul 440
m ATP containing [**P]ATP and lasted 10 min at 22 C under continuous
vortex. To stop the reaction, 20 pl 8 v HCI and 160 pl methanol-
chloroform (1:1) were added, and after short centrifugation, the lower
phase was applied to silica TLC plates coated with 1% (wt/vol) potas-
sium oxalate. TLC was run in CHCl,-CH;OH-H,O-NH,OH (60:47:11.3:
2), and spots were visualized by autoradiography. Quantitation was
perfoxmed by optical densitometry (Hoefer Scentific Instruments,
model G5 300).

Statistical analysis

Experiments were always performed by studying all groups of an-
imals in parallel. For comparisons, paired and unpaired Student’s ¢ test
were used as appropriate. The level of significance used was F < 0.05.

Results

Figures 1 and 2 illustrate the protocol for the assessment
of insulin receptor signaling in the intact rat. Rats of different
ages were injected with saline or insulin, and after 30 and 90
sec, the liver (Fig. 1) and hindlimb skeletal muscle {Fig. 2)
were removed and homogenized as described in Materials
and Methods. The extracts were subsequently subjected fo
SDS-PAGE under reducing conditions and blotted onto ni-
trocellulose membranes. These blots could then be analyzed
using antiinsulin receptor (Figs. 1A and 2A), anti-IRS-1 (Figs.
1B and 2B), antiphosphotyrosine (Figs. 1C and 2C), and an
ti-PI 3-kinase antibodies (Figs. 1D and 2D). :
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. 1. Insulin-stimulated tyrosine phosphorylation in intact liver
fr%m norme] rats of different ages. The proteins from the liver were

isdlated as described in Materials and Methods. Briefly, rats were
arlesthetized, and the abdominal wall was incised to expose the
vitcera. Normal saline (lanes 1 and 8, left to right) or 10~ ° M insulin
(lanes 2 and 4) was infused into a portal vein as a bolus injection,
and 30 sec later, liver was excised and homogenized in extraction
buffer A at 100 C for 5 min. After centrifugation, aliguots with the
same amount of protein were resolved on 6% SDS-PAGE, trans-
ferred to nitrocellulose, and detected with antiinsulin receptor
antibodies (A), anti-IRS-1 antihodies (B), antiphosphotyrosine an-
tibodies (C), an&i-P1 3-kinase antibodies (D), and [***Ilprotein A
d subjected to autoradicgraphy.

Effect of aging on insulin receptors and IRS-1
phosphorylation in liver

There was no change in insulin receptor levels (Fig. 1A) in
¢ liver of rats 2-20 months old, as determined by immu-
noblotting with an antibody to the COOH-terminus of the
ifsulin receptor. Using the specific antipeptide antibody
against [RS-1 (Fig. 1B), there was a slight, but not statistically
significant, decrease in the level of IRS-1 in liver during
aging. Acute insulin stimulation had no effect on IRS-1 pro-
idin levels. This was confirmed by scanning densitometry
{Fig. 34).

Figure 1C shows that before insulin stimulation, a broad
band migrating between 115-130 kDa was observed in phos-
photyrosine blots of liver extracts. This protein was previ-
ously identified as focal adhesion kinase (FAK), and its be-
hevior after insulin stimulation has been described (24).
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Fic. 2. Insulin-stimulated fyrosine phosphorylation in intact mus-
cle from rats of different ages. The proteins from the muscle were
isolated as described in Materials and Methods and processed as
described in Fig. 1. The muscle fragment was excised after 90 sec
of insulin injection in the portal vein and homogenized in buffer A
at 100 C for 5 min. After centrifugation, aliquots with the same
amount of proteins were resolved on 6% SDS-PAGE, transferred to
nitrocellulose, and detected with antiinsulin receptor antibodies
(A), anti-IRS-1 antibodies (B}, antiphesphotyrosine antibodies (C),
anti PI 3-kinase antibodies (D), and [*#*I]protein A and subjected
to autoradiography.

However, as we have not excluded the possibility that other
phosphotyrosine proteins may also migrate in this broad
band, we refer to this band as pp120. After stimulation with
insulin, the phosphotyrosine content of pp120 decreased to
51 = 13% (P < 0.01) in the 2-month-old animals, whereas the
changes in the 20-month-old rats were inconsistent. Both
before and after insulin treatment, ppl20 was consistently
less phosphorylated (by 49 * 12%) in the latter age group
compared to the former.

There was a decrease in the insulin-stimulated phos-
phorylation of the 95-kDa 8-subunit of the insulin receptor
during aging (Fig. 1C). Scanning densitometry revealed
stight decreases of 12 = 4% (P < 0.05) and 25 % 4% (P <
0.05) at 12 and 20 months, respectively (Fig. 3B). In the
same antiphosphotyrosine blots of whole tissue extracts, a
broad band migrating between 165-185 kDa was detect-
able in addition to the 95-kDa band seen after insulin
injection. This band is known as pp185 and contains IRS-1
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as one of its component (25, 26). The phosphorylation of
Pp185 was reduced by 25 + 9% (P < 0.05), 50 *+ 14% (P <
0.001), and 45 = 8% (P < 0.01) 5, 12, and 20 months after
birth, respectively (Fig. 3B).

Previous studies (19, 20, 26-30) suggested that there is a
relatively stable high affinity interaction between IRS-1 and
the 85-kDa subunit of the P1 3-kinase, such that both proteins
are coprecipitated by antibodies to either protein. In samples
from liver previously immunoprecipitated with anti-IRS-1
antibody and immuncblotted with antiphosphotyrosine an-
tibody (Fig. 4A), there was a 60 = 9% (P < 0.001) decrease
in the insulin-stimulated IRS-1 phosphorylation at 20 months
(Fig. 4C). When the same blots were subsequently incubated
with antibodies directed against the 85-kDa subunit of PI
3-kinase (Fig. 4B), there was a faint band in the basal state of
animals 2 and 20 months old. After insulin stimulation, the
intensity of this band increased in both groups of animals,
consistent with a stable association of IRS-1 and PI 3-kinase.
However, comparison of the bands stimulated by insulin
revealed that the amount of PI 3-kinase associated with IRS-1
was reduced by 70 * 2% (P < 0.001) in liver of 20-month-old
rats (Fig. 4D).

To determine whether the reduction in the association
between IRS-1/PI 3-kinase was caused by differences in the
total amount of PI 3-kinase in the tissues of old animals, we
investigated the level of total enzyme protein by immuno-
blotting the tissue extracts with the same antibody to the
85-kDa subunit of PI 3-kinase. Based on immunoreactivity,

IRS-1

the hepatic level of this enzyme did not change significantly
during aging (Fig. 1D).

Effect of aging on IRS-2 phosphorylation and insulin-
stimulated PI 3-kinase activity in rat liver

In mice homozygous for target disruption of the IRS-1
gene, the downstream effects are partially compensated by
another insulin receptor substrate, called IRS-2 (25, 26). To
investigate the phosphorylation level of IRS-2 in aging, we
immunoprecipitated liver samples from young and 20-
month-old rats with ant-IRS-2 antibody and blotted with
antiphosphotyrosine antibody (Fig. 5). After in vive insulin
stimulation, the extent of IRS-2 phosphorylation was de-
creased by 75% in the liver of old rats.

To determine the effect of aging on PI 3-kinase activity,
young and old rats were injected with saline or insulin as
described above, and extracts of liver were prepared and
immunoprecipitated with antiphosphotyrosine antibodies.
A. low basal PI 3-kinase activity was present in antiphos-
photyrosine immunoprecipitates from liver of 2- and 20-
month-old rats. After insulin stimulation, there was a dra-
matic increase in PI 3-kinase activity in young rats, but in old
rats, this stitnulation was minor. Thus, compared with young
rats, the level of insulin-stimulated PI 3-kinase activity in
antiphosphotyrosine immunocprecipitates was reduced by 79
=+ 10% in old rats (Fig. 4E).
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G. 4. Insulin-stimulated tyrosine phosphorylation of IRS-1 and its
sociation with PI 3-kinase in liver of 2- and 20-month-oid rats. The
roteins were isolated, as described in Moterials and Methods, with
raction buffer B and kept on ice; after centrifugation, aliquots from
the supernatant were immunoprecipitated with anti-IRS-1 antibod-
ies and immunoblotted with antiphosphetyrosine antibody (A) and
with anti-P1 3-kinase antibody (B}. Scanning densitometry was per-
formed on autoradiograms from four experiments for IRS-1 phos-
phorylation (C), four experiments for the association of PI 3-kinase
with TRS-1 (D), and three experiments for antiphosphotyrosine im-
munoprecipitated for PI 3-kinase activity (E). The values are ex-
pressed zs the mean + SEM. ¥, P < 0.05.

ffect of aging on the insulin receptor and IRS-1
hospherylation in rat skeletal muscle

The effect of aging on the insulin receptor levels (Fig. 24)

rat skeletal muscle were similar to that in liver, ie. there
was no significant change as determined by immunoblotting.
In contrast, there was a significant decrease in the muscle
levels of IRS-1 protein that was clearly evident at an early
stage (5 months), as analyzed by immunobiotting with anti-
[RS-1 antibody (Fig. 2B). The decreases were 58 = 9% (P <
0.01), 46 = 3% (P < 0.001), and 56 = 6% (P < 0.001) after 5,
12, and 20 months, respectively (Fig. 6A).

The effect of aging on muscle phosphotyrosyl proteins was
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Fic. 5. Insulin-stimulated tyrosine phosphorylation of IRS-2 in liver
of 2- and 20-month-old rats. The proteins were isolated as described,
in Materials and Methods, with extraction buffer B and kept on ice;
after centrifugation, aliguots from the supernaziant were immuno-
precipitated with anti-TRS-2 antibodies and immunoblotted with an-
tiphosphotyrosine antibody.

similar to that in the liver (Fig. 2C). The constitutively phos-
phorylated protein {pp120) in muscle migrates a little higher
than liver. Comparison of the lanes observed after insulin
stimulation showed that there was a25 = 11% decrease in the
insulin receptor p-subunit phosphorylation in 20-month-old
rats (Fig. 6B). Figure 2B alsc shows a decrease in insulin-
stimulated pp185 phosphorylation in skeletal muscle during
aging. The decrease was almost maximal at 36 = 5% {P <
0.001) after 12 months and reached 38 £ 8% (P << 0.001) at 20
months (Fig. 6B).

There was a marked decrease in the phosphorylation of
IRS-1 in 20-month-old rats by 92 + 4% (P < 0.001), as dem-
onsirated in experiments in which muscle samples were fm-
munoprecipitated with anti-IRS-1 antibody and analyzed by
immunoblotting with antiphosphotyrosine antibody (Fig.
7A). When the membranes from these experiments were
immunoblotted with antibody to PI 3-kinase (Fig. 7B), there
was little detectable imumumoreactivity in the basal state in
both 2- and 20-month-oid animals. After exposure to insulin,
a band with the expecied M, of the regulatory subunit of PI
3-kinase {85 kDa) was present in the muscle anti-IR5-1 im-
munoprecipitates of both groups, a finding consistent with
the stable association of IRS-1 with PI 3-kinase. However, the
amount of PI 3-kinase associated with IRS-1 was reduced by
98 * 3% (P < 0.001) in 20-month-old rats, suggesting much
less association between these two proteins in old rats (Fig.
7D). These data are not related to PI 3-kinase protein levels,
as the muscle extracts immunoblotted with p85 antibody
showed no changes in the levels of this protein during aging
(Fig. 2D).

Effect of aging on IRS-2 phosphorylation and insulin-
stimulated PI 3-kinase activity in rat skeletal muscle

Muscle samples were also immunoprecipitated with anti-
RS2 antibody and immunoblotted with antiphosphoty-
rosine antibody. The level of insulin-stinulated IRS-2 phos-
phorylation was reduced by 90% in muscle of 20-month-old
rats {data not shown). The effect of aging on PI 3-kinase
aciivity in muscle was similar to that in liver. A low level of
basal P’I 3-kinase activity was present in antiphosphotyrosine
immunoprecipitates from muscle of 2- and 20-month-old
rats. After insulin stimulation, there was an important in-
crease in PI3-kinase activity in muscle of young rats, but ondy
a modest increase in oid rats. Thus, compared with that in
2-month-old rats, the level of insulin stimulated I 3-kinase
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activity in antiphosphotyrosine immunoprecipitates was re-
duced by 90 = 10% in 20-month-old rats (Fig. 7E).

Discussion

Although the sequence of events that couples the insulin
receptor to its final cellular actions is not fully understood,
several of the early steps in the cascade of insulin action have
been characterized at a molecular level. After insulin bind-
ing, the activated insulin receptor kinase catalyzes the ty-
rosine phosphorylation of a protein termed IRS-1 (31). IRS-1
has been shown to be a direct substrate of the insulin receptor
both in vive and in vifro (17, 31) and has several potential
serine, threonine, and tyrosine phosphorylation sites. Nine of
these tyrosine phosphorylation sites have the repetitive se-
quence motif Tyr-Met-xooc-Met (YMXM) or Tyr-xxx-xxx-Met
(YXXM). When phesphorylated, these sites as well as others
appear to be involved in noncovalent interactions of IRS-1
with other signaling molecules, particularly proteins con-
taining SH2 domains (19, 20, 32, 33). Thus, tyrosine phos-
phorylation of IRS-1 leads to a second early intracellular step
involving an association of IRS-1 with the enzyme PI 3-ki-
nase. The association probably occurs through phosphory-
lated YMXM motifs on IRS-1 and the SH2 domain of the
85-kPa subunit of PI 3-kinase (20, 33). Insulin also increases
the cellular conceniration of phosphatidylinositol 3-phos-
phate, phosphatidylinositol 3,4-bisphosphate, and phospha-
tidylinositol 3,4,5-trisphosphate, indicating that PI 3-kinase

IRS-1 IR pp185

is activated after insulin stimulation (33, 34). The influence of
aging on this early stage of insulin action, particularly with
regard to insulin resistance, has not yet been examined.

The insulin resistance that develops during aging is asso-
ciated with an increased glucose intolerance (6). The rate of
glycogen synthesis in response to stimulation by insulin is
markedly decreased in the soleus muscle of 85-week-old
Wistar rats (3), and impaired insulin-stimulated glucose up-
take due to a depletion of the pool of ghicose transporters has
been observed (35). A decrease in the inhibition of hepatic
glucose production by physiclogical concentrations of insu-
lin has aiso been implicated as one of the contributing ele-
ments (6). The primary defects underlying these phenomena
are largely unknown, although most studies agree that age-
dependent resistance is associated with a postbinding defect,
as the number of insulin receptor remains unaltered with
advancing age (7).

Despite the normai number of insulin receptors in the liver
and muscle of different aged rats, we observed a 25% re-
duction in the Jevel of insulin receptor autophosphorylation
in both tissues of old rats after stimulation with insulin in
vivp. This may be of biological significance, because a de-
crease in receptor phosphorylation has been well correlated
with insulin resistance {11-13, 36). These findings are con-
sistent with previous studies in old animals, in which the
Teceptors were partially purified and the kinase assays per-
formed in witro {7, 8).

The changes in IRS-1 levels during aging show a tissue-
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G. 7. Insulin-stimulaged tyrosine phosphorylaiion of IRS-1 and its
sociation with PI 3-kinase in muscle of 2- and 20-month-old rats.
e proteins were isolated, as described in Materials and Methods,
ith extraction buffer B and kept on ice; after centrifugation, aliquots
m the supernatant were immunoprecipitated with anti-IRS-I an-
odies and immunoblotted with antiphosphotyrosine antibody (A}
d with anti-PI 3-kinase antibody (B). Scanning densitometry was
rformed on auteradiograms from four experiments for IRS-1 phos-
orylation {C), four experiments for the association of PI 3-kinase
ith TES-1 (D), and three experiments for antiphosphotyrosine im-
unoprecipitated for PI 3-kinase activity (E). The values are ex-
pressed as the mean = seM. *, P < 0.05.

specific regulation, with a decrease in muscle but not in liver.
is decrease in muscle IRS-1 protein levels occurs early in
e {between 2-5 months). It is interesting that previous
studies demonstrated that the maximal rate of insulin-
induced glucose disappearance was significantly reduced
etween 2-5 months of age, but that the dose-response
es shifted progressively to the right up to 20 months (6).
ice and Garner (37} recently demonsirated a close correla-
on between IR5-1 protein levels and glucose uptake in
-L1 adipocytes. Our results suggest that the marked de-
ease in IRS-1 protein levels in the muscle of 5-month-old
imals may have an important role in the reduced glucose
ptake in this tissue, as previously demonstrated (3}.
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Qur observation that there was a significant decrease in the
level of hepatic and mnuscle IRS-1 tyrosine phosphorylation
and aiso in the association between IRS-1 and PI 3-kinase
upon insulin stimulation in 20-month-old rats suggests that
these events may have a role in age-dependent insulin
resistance. Recently, it was demonstrated that mice homozy-
gous for target disruption of the IRS-1 gene had resistance to
the glucose-lowering effects of insulin (25, 26). This corre-
lated with a marked reduction in insulin-stimulated glucose
transport in isolated adipocytes (25}, Evidence from other
sources and using different approaches also demonstrated a
correlation between PI 3-kinase activity and glucose trans-
port (38—40). Thus, it is reasonable to speculate that the
IRS-1/P1 3-kinase pathway may be linked to the activation
of glucose transport and that a reduction in this association
in old rats may have a role in the insulin resistance observed
in aging.

It is interesting that in IRS-1-deficient mice, despite the
absence of IRS-I-associated PI 3-kinase activity, there is sig-
nificant insulin stimulation of PI 3-kinase in antiphospho-
tyrosine immunoprecipitates. This stimulation of PI 3-kinase
activity is accompanied by the appearance of the new insulin-
stimulated phosphoprotein, IRS-2, which can be detected in
antiphosphotyrosine immunoblots of anti-p85 precipitates.
Thus, IRS-1-deficient mice use an alternative high mol wt
substrate of insulin receptor that binds to PI 3-kinase and was
named IRS-2.

In 20-month-old rats there was not a compensation for
reduced IRS-1 phosphorylation levels, because the insulin
stimulation of PI 3-kinase activity in antiphosphotyrosine
immunoprecipitates was reduced by 79 = 10% in liver and
by 90 = 10% in muscle. In accordance, insulin stimulation of
IR5-2 phosphorylation was markedly decreased in liver and
muscle of 20-month-old rats.

An interesting observation in these experiments was that
in liver of young rats there was a decrease in ppl20 phos-
phorylation after insulin stimulation. Recent evidence dem-
onstrates that phosphorylated IRS-1 binds and activates a
phosphatase, SHPTP,, which, in turn, dephosphorylates
FAK (24). As FAK is one component of the pp120, this se-
quence of events may explain the reduction in pp120 phos-
phorylation after insulin infusion in 2-month-old rats. It is
important to note that in 20-month-old rats that phosphor-
ylate IRS-1 only weakly after stimulation with insulin, the
changes in pp120 phosphorylation were inconsistent.

The reduction in insulin receptor, IRS-1, and IRS-2 phos-
phorylation seen in 20-month-old rats may be related to
changes in the plasma membrane, in the activity of protein
tyrosine phosphatases (PTPases), or to other factors. Re-
cently, Nadiv ef al. (41) demonstrated that old rats have a
plasma membrane lipid content different from that of young
rats. In addition, Zoppini and Kahn {42) demonstrated that
the phosphelipid environment in the plasma membrane is an
important modulator of transmembrane signaling within the
insulin receptor heterotetramer and of substrate phosphor-
ylation. Changes in the activity of the enzymes responsible
for phosphotyrosine dephosphorylation (PTPases) may also
be important. Indeed, an increase in the PTPase activity
directed against the S-subunit of the insulin receptor in mus-
cle from old rats has been recently reported (41). A further
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finding suggesting that the PTPases may have increased
activity in 20-month-old rats is the reduced level of tyrosine
phosphorylation of pp120 before and after insulin stimula-
tion compared to that in 2-month-old animals.

Insulin resistance associated with aging may be caused at
least in part by the obesity commonly found in older rats.
Previous studies reported that when caloric intake was re-
stricied in old rats, insulin resistance did not occur (43, 44).
However, there are important differences between the obe-
sity model of insulin resistance and the age-dependent model
of insulin resistance. We demonstrated a reduction in IRS-1
protein levels in the liver, but not in the muscle, of an animal
model of obesity and hyperinsulinemia (ob/ob mouse) {45).
This response may reflect chronic exposure of these tissues
to different levels of insulin, as liver is exposed to higher
insulin Jevels than muscle. In this setting, a reduction in IRS-1
protein levels in muscle may be a unique feature of aging, not
a reflection of obesity or hyperinsulinemia, and may have a
role in the decreased glucose uptake observed between 2-5
months of age.

In summary, this study shows that reduced expression
and/or phosphorylation of IRS-1 may lead to reduced as-
sociation between IRS-1/Pl 3-kinase in the liver and muscle
of old rats. In parailel, there was a decrease in IRS-2 phos-
phorylation and in P1 3-kinase activity in antiphosphoty-
rosine immunoprecipitates in both tissue. These data suggest
that changes in the early steps of insulin signal transduction
may have an important role in the insulin resistance observed
in old animals.
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ABSTRACT

Insulin imtiates its metabolic and growth-promoting effects by binding to the o subunit of its
receptor, thereby activating the kinase in the B subunit. This event leads to tyrosyl phosphorylation
of its cytosolic substrate, insulin receptor substrate-1 (IRS-1), which in turn associates with and
activates phosphatidylinositol 3-kinase (PI 3-kinase). The clinical use of angiotensin-converting
enzyme inhibitors (ACE;i) has been associated with increased insulin sensitivity. However, the exact
molecular mechanism is unknown. In the present study, we have examined the phosphorylation
status of the msulin receptor and IRS-1, as well as the association between IRS-1 and PI 3-kinase in
the liver and muscle of rats treated acutely with captopril, using immunoprecipitation with anti-
peptide antibodies to the insulin receptor, IRS-1, and immunoblotting with antiphosphotyrosine and
anti-PI 3-kinase antibodies.

Insulin stimulation increased receptor autophosphorylation to 462+253% (p<0.05) in the liver
and 697+78% (p<0.001) in the muscle of ACEi treated rats. There were also increases to 250+17%
(p<0.001) and 280+50% (p<0.05) in the insulin-stimulated IRS-1 phosphorylation levels in the liver
and muscle, respectively, of animals treated with captopril. The insulin-stimulated IRS-1 association
with PI 3-kinase in the liver rose to 305+20% (p<0.001) and in the muscle to 267+48% (p<0.05).
The losartan, an angiotensin receptor (AT1) blocker, had no significant effect on insulin-stimulated
IRS-1 phosphorylation in both tissues. The acute administration of bradykinin increased insulin-
stimulated tyrosine phosphorylation of the insulin receptor and of IRS-1 in the liver and muscle.
These data demonstrate that ACE inhibitors modulate the early steps of insulin signalling, and that
this effect may be simulated by the administration of bradykinin.



INTRODUCTION

Angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibitors have well-documented effects in reducing
blood pressure and improving other cardiovascular parameters in hypertensives individuals. The
influence of ACE inhibitors such as captopril on glucose metabolism has also been studied. Several
clinical studies have shown that the short- and long-term administration of captopril results in an
increased insulin-stimulated glucose disposal in diabetic or hypertensive persons (1-9). The short-
term oral administration of captopril at doses which have no effect on blood pressure has been
reported to improve peripheral glucose disappearance (10). However, it is currently unclear
whether this captopril-induced improvement in whole-body disposal resuilts from an alteration in
skeletal muscle mnsulin signalling pathways, or from an improved muscle blood flow, or even from

the combination of both of these.

Many of the proteins involved in insulin action have been defined at a molecular level over the
past decade (11). The insulin receptor is a protein tyrosine kinase which, when activated by insulin
binding, undergoes rapid autophosphorylation and phosphorylates intracellular protein substrates
including insulin receptor substrate 1 (IRS-1) (11-17). Following tyrosine phosphorylation IRS-1
acts as docking protein for several Src homology 2 domain-containing molecules, including
phosphatydilinositol 3-kinase (PI 3-kinase), and SHPTP2 (18-34). The interaction between the
IRS-1 and PI 3-kinase occurs through the p85 regulatory subunit of the enzyme and results in an
mncrease n catalitic activity of the p110 subunit. PI 3-kinase is essential for many insulin-sensitive
metabolic processes including stimulation of glucose transport and stimulation of glycogen and
protein synthesis (28-33). In aging rats (20 month-old), there is insulin resistance accompanied by a
decrease in IRS-1 tyrosine phosphorylation and association with PI 3-kinase in liver and muscle
(23).

In order to determine whether the improvement in insulin sensitivity induced by captopril is
related to modulation of the early steps of insulin action, we have studied the phosphorylation
status of the insulin receptor and of IRS-1 as well as the association of the latter with PI 3-kinase in
the liver and muscle of aging rats treated with this ACE inhibitor.



METHODS

Materials

The reagents for SDS-PAGE and immunoblotting were from Bio-Rad (Richmond, CA). Tris,
phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF), aprotinin, dithiothreitol, Triton X-100, Tween 20, glycerol,
and bradykinin were from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). Protein A Sepharose 6 MB was
from Pharmacia (Uppsala, Sweden), [“Ilprotein A was from Amersham (Aylesbury, UK) and
nitrocellulose paper (BA85, 0.2 um) was from Schleicher & Schuell (Keene, NH). Sodium
thiopental and human recombinant insulin (Humulin R) were from Elli Lilly Co. (Indianapolis, IN).
Male Wistar rats were from the UNICAMP Central Breeding Center. Captopril (Capoten ®) was
from Bristol-Myers Squibb, Munich, Germany and losartan Monoclonal antiphosphotyrosine
antibodies and anti-PI 3-kinase (p85) antibody were from Upstate Biotechnology Incorporated
(Lake Placid, NY). Anti-IRS-1 antibody and anti-insulin receptor antibody were from Santa Cruz
Technology (Santa Cruz, CA).

Animals

Male Wistar rats 20 months old were provided with standard rodent chow and water ad
libitum. Food was withdrawn 12-14 h before the experiments. In some experiments we also used 2

months old rats.
Methods

Rats received captoprl (2 mg/kg BW), or losartan (15 mg/kg BW) orally 6 and 1 hour before
the experiment, or bradykinin (100ug, ip), as described in figure legends, before the experiment.
The animals were subsequently anesthetized with sodium thiopental (25mg/kg BW, ip) and used
10-15 min later, i.e. as soon as anesthesia was assured by the loss of pedal and comeal reflexes. The
abdominal cavity was opened, the portal vein exposed, and 0.5 ml of normal saline (0.9% NaCl)
with or without 6 pg insulin was injected. After 30 sec, the liver was removed, minced coarsely and

homogenized immediately in approximately ten volumes of solubilization buffer (1% Triton-X 100,



100 mM Tos-HCl pH 7.4, 100 mM sodium pyrophosphate, 100 mM sodium fluoride, 10 mM
EDTA, 10 mM sodium vanadate, 2 mM PMSF and 0.1 mg of aprotinin/ml} at 4 °C using a polytron
PTA 20S generator (model PT 10/35, Brinkmann Instruments, Westbury, NY) operated at

maximum speed for 30 sec.

Approximately 90 sec after the injections described above, hindlimb muscle was quickly
excised and homogenized as described for liver. Both extracts were centrifuged at 15,000 rpm at
4°C in a Beckman 70.1 Ti rotor (Palo Alto, CA) for 45 min to remove insoluble material, and the
supernatant was used for the assay. Protein determination was performed by the Bradford dye
binding method using the Bio-Rad reagent and BSA as the standard. The supernatants of these
tissues were used for immunoprecipitation with anti-insulin receptor and anti-IRS-1 antibody and

Protein A Sepharose 6 MB or protein A/G plus (Santa Cruz Technology, Santa Cruz, CA).
Protein analysis by immunoblotting

The precipitated proteins were treated with Laemmli sampie buffer (35) containing 100 mM
dithiothreitol and heated in a boiling water bath for 4 minutes after which they were subjected to
SDS-PAGE (6% bis-acrylamide) in 2 Bio-Rad miniature lab gel apparatus (Mini-Protean, Bio-Rad
Laboratories, Richmond, CA).

Electrotransfer of proteins from the gel to nitrocellulose was performed for 90 min at 120 V
(constant) in a Bio-Rad miniature transfer apparatus (Min-Protean) as described by Towbin ef al.
(36) except for the addition of 0.02% SDS to the transfer buffer to enhance the elution of high M;
proteins. Non-specific protein binding to the nitrocellulose was reduced by pre-incubating the filter
overnight at 4° C in blocking buffer (5% nonfat dry milk, 10 mM Tris, 150 mM NaCl, and 0.02%
Tween 20). The nitrocellulose blot was incubated with antiphosphotyrosine antibodies (1pg/mi), or
with anti P 3-kinase (1:500} diluted in blocking buffer (0.3% BSA instead of nonfat dry milk)
overnight at 4° C and then washed for 60 min with the blocking buffer without milk. The blots were
subsequently incubated with 2 pCi of [123]]protein A (30 uCi/pg) in 10 ml of blocking buffer for 2
h at room temperature and then washed again for 30 minutes as described above. [125I]Protein A
bound to the antiphosphotyrosine and antipeptide antibodies was detected by autoradiography using
preflashed Kodak XAR film (Eastman Kodak, Rochester, NY) with Cronex Lightning Plus



intensifying screens (DuPont, Wilmington, DE) at -80°C for 12-48 h. Band intensities were
quantitated by optical densitometry (model GS 300, Hoefer Scientific Instruments, San Francisco,

CA) of the developed autoradiographs.
Estimation of i vivo insulin action using the 15 minute insulin tolerance test (ITT)

Some animals from both groups underwent an intravenous insulin tolerance test (0.5 ml of 6
ug of insulin, i.v.) and samples for blood glucose determination were collected at O (basal), 4, 8, 12
and 16 minutes after iv. insulin injection. Thereafter, the rate constant for plasma glucose
disappearence (Kitt) was calculated from the formula 0.693/t;;. The plasma glﬁcose 12 was
calculated from the slope of the least square analysis of the plasma glucose concentration during the
linear phase of decline (37). We also performed ITT in young (2 months-old) rats as a control.

Statistical analysis

Experiments were always performed by studying the groups of animals in parallel. For

comparisons, Student's unpaired £ test was used. The level of significance was set at p<0.05.



RESULTS

Effect of acute captopril treatment on the 15 min insulin tolerance test (ITT) in aging rats

There was no significant difference between the fasting plasma glucose levels of young and
aging rats. The acute administration of captopril to aging rats did not change the fasting plasma
glucose level. As shown in Figure 1, the glucose disappearence rate (Kitt) during the 15-min ITT
was significantly lower in aging rats when compared with young rats (2 months-old) (aging: 2.7 +
0.7 vs young: 4.5 + 0.6 %/min, p<0.001). After administration of captopril to aging animals, there
was a marked increase in insulin sensitivity with the Kitt almost reaching the values for young rats

(aging: 2.7 £ 0.7 vs aging + ACE inhibitor: 4.2 + 0.7 %/min, p<0.01).
Lffect of captopril on IR and IRS-1 phosphorylation in the liver and muscle of aging rats

Aging rats which did or did not receive captopril were injected with saline or insulin, and after
30 and 90 sec, the liver (Fig. 2, 3) and hindlimb skeletal muscle (Fig. 4, 5), respectively, were
removed and homogenized as described in the Methods. The extracts were immunoprecipitated
with anti-insulin receptor (Fig. 2, 4) or anti-IRS-1 (Fig. 3, 5) antibodies and subsequently subjected
to SDS-PAGE under reducing conditions and blotted on to nitrocellulose membranes. These blots
were then anmalysed using anti-insulin receptor, anti-IRS-1, antiphosphotyrosine, and anti-P1 3-
kinase antibodies.

There was an increase in the msulin-stimulated tyrosine phosphorylation of the 95 kDa B
subunit of the insulin receptor in the liver (Fig. 2B) of the captopril treated animals. Scanning
densitometry revealed an increase to 4621253% (p<0.05) in the liver (Fig. ZB) and 697+78%
(p<0.001) in muscle (Fig. 4B). There was no change in insulin receptor protein levels.

In tissue samples previously immunoprecipitated with anti-IRS-1 antibody and immunoblotied
with antiphosphotyrosine antibody, after captopril treatment, changes were observed in both basal
and stimulated phosphorylation of IRS-1 in liver. Before insulin stimulation, basal IRS-1
phosphorylation was ~ 170% higher in captopril-treated rats than in control and the insulin-



stimulated IRS-1 phosphorylation in captopril-treated rats increased to 250+17% (p<0.001) in the
liver (Fig. 3B) and 280+50% (p<0.05) in muscle (Fig. 5B). Previous studies (18-22) suggested that
there is a relatively stable high affinity interaction between IRS-1 and the 85-kDa subunit of the P1
3-kinase, such that both proteins can be co-precipitated by antibodies to either protein. When blots
that had been previously immunoprecipitated with antibody against IRS-1 were subsequently
incubated with antibodies against the 85 kDa subunit of PI 3-kinase, there was a faint band in the
basal state in control rats but in captopril-treated rats this band was ~ 200% higher, in accordance
with an increase in basal IRS-1 phosphorylation. After insulin stimulation, the intensity of this band
did not change in the control group while in the ACEi-treated group a broad band was evident.
Comparison of the bands stimulated by msulin revealed that the amount of PI 3-kinase associated
with IRS-1 accompanied the increase of its phosphorylation in both of the tissues from the treated
rats, and corresponded to 305+20% (p<0.001) in the liver (Fig. 3C) and 267+48% (p<0.05) in
muscle (Fig. 5C) as revealed by scanning densitometry.

Effect of losarian on IR and IRS-1 phosphorylation in the liver and muscle of aging rats

In order to investigate wether the increase in the phosphorylation of IRS-1 seen in aging rats
that received captopril resuited from the inhibition of AIl formation we treated these animals with
losartan, a competitive angiotensin receptor (AT1) antagonist. Aging rats that did or did not receive
losartan orally (Los.), were submiited to the same protocol as described in the Methods. The
extracts were immunoprecipitated with anti-insulin receptor and anti-IRS-1 antibodies and
subsequently subjected to SDS-PAGE under reducing conditions and blotted on to nitrocellulose
membranes. These blots were then analysed using antiphosphotyrosine antibodies. Fig. 6 shows that
there was no change m IRS-1 tyrosine phosphorylation in the animals treated with losartan. The
densitometric analyses of four experiments showed that after insulin injection the level of IRS-1
phosphorylation in the liver and muscle of rats treated with losartan was 110£30% (ns) and

110+21% (ns), respectively, of that seen in control animals (Fig. 6).
Effect of bradykinin on IR and IRS-1 phosphorylation in liver and muscle of aging rats

Captopril not only blocks the conversion of angiotensin I to angiotensin II but also prevents

the degradation of bradykinin. To assess whether the bradykinin potentiating effects of captopril
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were involved in the increased IRS-1 phosphorylation after insulin infusion, we injected rats with
bradykinin (100 pg, ip) and examined the changes in insulin receptor and IRS-1 phosphorylation in

the liver and muscle.

Five minutes after the administration of bradykinin, the level of insulin-induced receptor and
IRS-1 phosphorylation in muscle increased by ~ 11 and ~ 7-fold, respectivaly. The phosphorylation
of these proteins increased progressively to a maximum of ~ 30-fold for both receptor and IRS-1
phosphorylation 30 minutes after the injection of bradykinin (Fig. 7A, B). In liver, the results were
similar although much less dramatic, with an increase in insulin-induced IRS-1 phosphorylation of ~
3-fold 30 minutes after bradykinin administration (Fig. 7C). There was also a parallel increase in
insulin-induced association between IRS-1 and PI 3-kinase in liver and muscle after bradykinin

infusion (data not shown).



DISCUSSION

In humans and animal models of insulin resistance, ACE inhibitors increase the sensitivity to
insulin (1-10). Our results demonstrate that after acute oral administration of captopril there was an
improvement in insulin sensitivity in aging rats as shown by an increase in glucose disappearance
rate during the 15-min ITT. The mechanism vnderlying the improvement in insulin sensitivity
induced by ACE inhibitor is not fully understood. In the present study, we evaluated the in vivo
insulin-stimulated tyrosine phosphorylation of insulin receptor and IRS-1, and also the association
of IRS-1 with PI 3-kinase (25-27) in the liver and muscle of aging rats treated with captopril.

The insulin resistance that occurs in aging rats is associated with a reduction in both IRS-1
phosphorylation and its association with PI 3-kinase after insulin stimulation (23). Treating aging
rats with captopnl significantly increased the insulin-induced insulin receptor and IRS-]
phosphorylation both in the liver and muscle. The increased phosphorylation of IRS-1 was
acompained by an increase in IRS-1/PI 3-kinase association in both tissues. These findings may be
of biological significance since the decrease in insulin receptor and IRS-1 phosphorylation observed
in aging animals when compared with young ones is known to correlate with insulin resistance (12,
13, 23). Insulin increases glucose uptake into cells, partly through the transiocation of GLUT4 from
intracellular compartments to the plasma membrane in muscle and adipose tissues (31, 32). Distinct
expenimental approaches have lead to the conclusion that PI 3-kinase is necessary for insulin-
stimulated GLUT4 and GLUT1 translocation (28-32, 40, 41). Evidence from other sources has also
demonstrated a correlation between PI 3-kinase activity and glycogen metabolism (18, 28, 33).
Thus, it is reasonable to speculate that the IRS-1/PI 3-kinase pathway may be linked to the
activation of glucose transport in muscle and glycogen synthesis in the liver and muscle, and that an
increase in this association in aging animals treated acutely with captopril may have a role in the
enhanced insulin sensitivity in these animals. An increase in basal IRS-1 tyrosine phosphorylation in
aging rats treated with ACE inhibitor was observed in liver but not in muscle, and may be a direct
tissue-specific effect of captopril. Alternatively, this may reflect systemic improvement in insulin
action, reflected in liver IRS-1 tyrosine phosphorylation because this tissue is exposed to higher

insulin levels than muscle.
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In order to investigate the mechamism behind the phosphorylation-enhancing effect of
captopril, we studied the two effects of ACE mhibitors. The first and best described mode of action
for ACE inhibitors invelves the inhibition of the conversion of angjotensin I to angiotensin II, both
sistemically and locally (43). This leads to a reduced level of AIl the effects of which can be
simulated by blocking the AT1 receptor. In a recent series of experiments, we demonstrated that
there is cross-talk between the AIl and insulin signaling systems (44, 45). We also showed ACE
inhibition to be involved in the ability of captopril to enhance the insulin-induced insulin receptor
and IRS-1 tyrosine phosphorylation. In this regard, we investigated the effects of losartan, an AT1
receptor blocker, on the early steps of msulin signal transduction. Qur results showed that there was
no difference in the IRS-1 phosphorylation status in the liver and muscle of control and losartan-
treated rats after insulin injection. Losartan also did not significantly affect the insulin-stimulated
IRS-1 association with PI 3-kinase Interestingly, Tomiyama et al. (46) reported that a 3 week
treatment with the losartan decreased the mean blood pressure of spontaneously hypertensive rats
without affecting the sensitivity to insulin. In contrast, we observed that ACE inhibitor
administration improved insulin sensitivity, suggesting that there is no dependence on AIl

antagonism.

A second, less emphasized mode of action of ACE inhibitors involves the inhibition of kininase
I, an enzyme identical do ACE, which results in a decreased degradation of bradykinin (47).
Recent studies have shown that the administration of bradykinin improves insulin action on glucose
transport and reduces plasma glucose levels in Zucker rats (9, 48-50). Uehara et al. (50)
demonstrated that bradykinin antagonism prevents significant increases in whole-body insulin-
mediated glucose disposal resulting from acute captopril treatment in insulin-resistant dogs and in
human patients with NIDDM. Our results indicate that pre-treatment with bradykinin induces a
progressive and dose-dependent (not shown) increase in insulin-induced insulin receptor and IRS-1
phosphorylation in the liver and muscle of aging rats after insulin stimulation. Following bradykinin
treatment there was also an increase in insulin-stimulated IRS-1 association with PI 3-kinase in the
liver and muscle (data not shown). This result is interesting because bradykinin has been shown to
improve insulin sensitivity {9). Recently, Rett et al. (48) demonstrated in the isolated rat heart that
bradykinin, at a concentration that does not affect coronary flow, mimics the insulin-induced

transiocation of both GLUT4 and GLUT1. Recently Isami et al. (49) demonstrated in dog
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adipocytes that bradykinin enhances GLUT4 translocation through the increase in insulin-induced
phosphorylation of the insulin receptor and IRS-1. Our study is the first to demonstrate that
bradykinin increases insulin-induced receptor and IRS-1 tyrosine phosphorylation and association
with PI 3-kinase in the liver and muscle of an animal model of insulin resistance. It is interesting
that we did not observe any effect of ACE inhibitor and/or bradykinin on the early steps in insulin
action in young rats. In this regard, the descriptions of improvment in glucose disposal by ACE
inhibitors in animal models and humans, is related to situations of insulin resistance. It is possible
that ACE inhibitors and/or bradykinin may be effective in some but not all situations of insulin
resistance, and this deserves further exploration. It will be also of interest to investigate the effects
of ACE inhibitors and/or bradykinin on molecular mechanisms that control early steps in insulin
signalling, and upon the activity of enzymes responsible for phosphotyrosine dephosphorylation
(posphotyrosine phosphatases), considering a previous demonstration that bradykinin delayed the
dephosphorylation of the insulin receptor in adipocytes (49).

Most previous investigations have attributed the influence of ACE inhibitors on glucose
disposal to improved capillary blood flow and an accompanying increased delivery of insulin and
glucose to muscle (1, 51). Additionally, Hirooka et al. (52) reported an improvement in
endothelium-dependent vasodilation after the administration of captopril, and Kodama et al. (53)
reported an improvement in glycemic control among NIDDM subjects which was accompanied by
an increase in forearm blood flow. Although the potential contribution of the hemodynamic
influences of ACE inhibitors on glucose disposal cannot be ruled out, our results on the early steps
of insulin action ir vivo in the liver and muscle of aging rats, indicate that these are additional effect

of ACE inhibitors and bradykinin and/or its metabolites on insulin sensitivity.

Harng et al. (54) have demonstrated that in rat-1 fibroblasts overexpressing the human insulin
receptor, there is cross-talk between the insulin receptor and the bradykinin signaling system. Our
results show that in Liver and muscle, the two main tissues involved in glucose homeostasis, there is
also cross-talk between insulin and bradykinin signalling pathways. This phenomenon may have
important clinical implications, since insulin resistance occurs in a variety of pathological states
including essential hypertension and atherosclerosis and is a central component of NIDDM. The

potential for this interaction as a site for new therapeutic approaches to treat insulin resistance, as
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well as for increased understanding of the insulin signalling and G-protein-coupled pathways

deserves further exploration.

In summary, this study has shown an improvement in insulin sensitivity accompanied by an
increase in insulin-induced IR and IRS-1 phosphorylation as well as IRS-1/PI 3-kinase association
in the hiver and muscle of aging rats following treatment with an ACE inhibitor. These increases are
simulated by the administration of bradykinin, an observation that may help to explain the
mechanism by which ACE inhibitors improve insulin sensitivity.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Glucose disappearence rate in young, aging and aging captopril treated rats. Animals
in both groups were submitted to an intravenous insulin tolerance test (6 pug of insulin, i.v.) and
samples for blood glucose determination were collected at O (basal), 4, 8, 12 and 16 minutes after
i.v. insulin injection. The rate constant for plasma glucose disappearence (Kitt) was calculated as

described in methods.

Figure 2: Insulin receptor phosphorylation in liver of captopril treated rats. Normal saline
(lanes 1 and 3) or 6 pg of insulin (lanes 2 and 4) was administered into the portal vein as a bolus
imection and 30 s later the liver was excised and aliquots containing the same amount of protein
were immunoprecipitated with anti-insulin receptor antibody and immunoblotted with anti-insulin
receptor (A) and antiphosphotyrosine antibody (B). The insulin receptor protein levels and
phosphorylation are shown as the mean + SEM of the scanning densitometry of 6 experiments. *
Significant differences at least at p<0.05.

Figure 3: IRS-1 phosphorylation in liver of captopril treated rats. Normal saline (lanes 1 and
3) or 6 pg of insulin {lanes 2 and 4) was administered into the portal vein as a bolus injection and
30 s later the fiver was excised and aliquots containing the same amount of protein were
immunoprecipitated with anti-JRS-1 antibody and immunoblotted with anti-IRS-1 (A),
antiphosphotyrosine (B) and anti-P1 3-kinase antibodies (C). The IRS-1 protein level, the insulin-
stimulated IRS-1 phosphorylation and PI 3-kinase association are shown as the mean + SEM of the

scanning densitometry of 6 experiments. * Significant differences at least at p<0.05.

Figure 4: Insulin receptor phosphorylation in muscie of captopril treated rats. Normal saline
(lanes 1 and 3) or 6 ug of insulin (lanes 2 and 4) was admimstered into the portal vein as a bolus
injection and 90 s later hindlimb muscle was excised and aliquots containing the same amount of
protein were immunoprecipitated with anti-insulin receptor antibody and immunoblotted with anti-
insulin receptor (A) and antiphosphotyrosine antibody (B). The insulin receptor protein levels and
phosphorylation are shown as the mean + SEM of the scanning densitometry of 6 experiments. *

Significant differences at least at p<0.05.
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Figure 5 TRS-1 phosphorylation in muscle of captopril treated rats. Normal saline (lanes 1 and
3} or 6 ug of insulin (lanes 2 and 4) was administered into the portal vein as a bolus injection and
90 s later hindlimb muscle was excised and aliquots containing the same amount of protein were
immunoprecipitated with anti-IRS-1 antibody and immunoblotted with anti-IRS-1 (4),
antiphosphotyrosine (B) and anti-PI 3-kinase antibodies (C). The IRS-1 protein level, the insulin-
stimulated IRS-1 phosphorylation and PI 3-kinase association are shown as the mean + SEM of the

scanning densitometry of 6 experiments. * Significant differences at least at p<0.05.

Figure 6: Effect of losartan on insulin-stimulated tyrosine phosphorylation of IRS-1 in liver
(A) and muscle (B) of aging rats. The tissue samples were immunoprecipitated with anti-IRS-1
antibodies and immunoblotted with antiphosphotyrosine antibody. Scanning densitometry was

performed on autoradiograms from 4 experiments. The values are expressed as the mean + SEM.

Figure 7: Effect of bradykinin on insulin-stimulated insulin receptor and IRS-1 tyrosine
phosphorylation in muscle of aging rats. Rats were treated with 100 pg Bradykinin, i.p., for the
indicated time and then acutely stimulated with insulin (+} or normal saline (-); skeletal muscle was
extracted as described in methods. Aliquots with same amount of protein were immunoprecipitated
with anti-insulin receptor (A) or anti-IRS-1 (B) antibodies and immunoblotted with
antiphosphotyrosine antibody. (C) Effect of Bradykinin on insulin induced IRS-1 tyrosine
phosphorylation in liver. Bradykinin was injected ip. 30 minutes before insulin and liver was
extracted 30 seconds after insulin infusion, and submitted to the same protocol as (B). The insulin
receptor and IRS-1 phosphorylation are shown as the mean of the scanning densitometry of two

experiments.
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Figure 3
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Figure 5

A. Protein
Control
Insulin - +
IRS-1
350 —
300 —
@ 250 4
=
2 200 -
s
= 150
i
& 1004 T
04 | [

0

B. Phosphorylation
ACE: Control ACEi
- ¥ - + - ¥
"

C. Association

) Control
- + - +

Pl ow  ome g o .
3-k .

i,




Figure 6

Liver Muscie
A.
Control Los.
Insulin -+ - +
150 |
. T
£ 100 _
1]
2
k-
= i
o
a L




Figure 7
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