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Do mesmo modo que o metal enferruja com a ociosidade
e a dqua parada perde sua pureza,
assim a inércia esgota a energia da mente".

(Leonardo Da Vinci)



RESUMO

Mori, R.C.T. Glimepirida melhora a sensibilidade a insulina em ratos obesos (MSG)
sem exacerbar a obesidade. Mecanismos moleculares envolvidos nos tecidos muscular,
adiposo e hepético, 2007. 110f. Tese (Doutorado em Fisiologia Humana) — Instituto de

Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdao Paulo, Sdo Paulo, 2007.

A glimepirida ¢ um anti-hiperglicemiante do grupo das sulfoniluréias, que sdo
secretagogos de insulina utilizados no tratamento do DM2. Comparada a outras
sulfoniluréias, tem baixa afinidade pelos receptores das células B, mas seu efeito sobre o
controle glicémico se mantém, sugerindo uma alta capacidade de melhorar a sensibilidade a
insulina. Agudamente, a glimepirida estimula a translocagdo do GLUT4 in vitro,
aumentando a capta¢do de glicose. Entretanto, os mecanismos moleculares acionados por
acdo extra-pancreatica da glimepirida in vivo ainda nao sao totalmente conhecidos. O
presente estudo buscou identificar respostas extra-pancredticas que explicassem a melhora
da sensibilidade sistémica a insulina pelo tratamento com a glimepirida. Foram avaliados os
seus efeitos sobre: 1) a sensibilidade a insulina e expressao do GLUT4 em tecidos insulino-
sensiveis, 2) a captacdo de glicose e sintese de glicogénio nos musculos esqueléticos
oxidativos e 3) a glicogeniogénese hepatica. Nestas andlises, foi utilizada a obesidade
hipotaldmica induzida pelo glutamato monossddico (MSG), um modelo experimental de
resisténcia insulinica em que ha alteragcdes na expressao de GLUT4 no tecido adiposo e
musculos. A resisténcia a insulina foi induzida em ratos Wistar por tratamento neonatal
com MSG (4mg/g/dia, s.c.). Aos trés meses de idade, parte dos animais adultos recebeu
glimepirida (0,Img/kg/dia, na dgua de beber) por 4 semanas, constituindo-se, assim, 4
grupos: controles e obesos, ndo tratados (C e MSG) e tratados (CG ¢ MSG/G) com
glimepirida. Os animais foram submetidos a: 1) testes de tolerancia a insulina (ITT), 2)
analise do conteido de GLUT4 e seu mRNA no tecido adiposo, musculos esqueléticos
glicoliticos (EDL) e oxidativos (so6leo) e musculo cardiaco, 3) ensaios de translocacdo do
GLUT4 no soleo in vivo, 4) ensaios de captagdo de glicose e incorporagdo ao glicogénio, no

s6leo in vitro, 5) dosagem do glicogénio hepatico e 6) analise do conteudo de p-GSK3



(glicogénio sintase quinase 3 fosforilada) no figado. Os ratos MSG foram mais resistentes a
insulina, apresentando constante de decaimento da glicose apos sobrecarga insulinica
significativamente menor (3,26%/min p<0,05 vs C: 4,67%/min; CG: 4,68%/min e MSG/G:
4,53%/min). Este resultado foi acompanhado de alteracdes tecido-especificas da expressdo
do GLUT4, que foram mais importantes no tecido adiposo e no soleo. No tecido adiposo,
tanto mRNA quanto a proteina GLUT4 estiveram significativamente elevados nos animais
obesos (30% e 100%, respectivamente, p<0,05 vs. C), caracteristicas estas abolidas pelo
tratamento com a glimepirida. Este efeito deve ser importante para que ndo se agrave a
obesidade, mesmo com a elevacdo da insulinemia pelo efeito secretagogo do medicamento.
No soéleo, observou-se um aumento de 30% do mRNA do GLUT4 nos ratos MSG (p<0.05
vs. C), mas a expressdo da proteina foi semelhante a C (p>0,05). A glimepirida aumentou
significativamente a proteina GLUT4 em cerca de 50% (MSG/G vs. MSG, p<0,05). Nos
ensaios de translocacgdo, os contetidos de GLUT4 em membranas plasmaticas dos MSG e
CG nio se alteraram apo6s estimulo insulinico, mas nos ratos C e MSG/G, aumentaram 43%
e 74%, respectivamente (p<0,05 vs. Basal). Avaliado funcionalmente, o séleo dos MSG
apresentou menor captagdo de glicose estimulada pela insulina que os demais grupos
(p<0,01 vs. C, CG e MSG/G); e menor incorporagio de [U-'*C]-D-glicose ao glicogénio
muscular (p<0,05 vs. C, CG e MSG/G). Semelhantemente, no figado, apresentaram menos
glicogénio hepatico (p<0,05 vs. C, CG e MSG/G) e menor contetido de p-GSK3 (p<0,01
vs. C, CG e MSG/G). Assim, concluimos que a glimepirida aumentou a expressdo de
GLUT4 e melhorou a capacidade de translocacdo de GLUT4 em resposta a insulina, nas
fibras musculares oxidativas de animais resistentes a insulina. Funcionalmente, isto refletiu
em melhora na captacdo de glicose e aumento da sintese de glicogénio nestas fibras. Estes
efeitos, somados ao aumento de glicogeniogénese observada no figado, conferem a
glimepirida sua acdo sensibilizadora a insulina, uma vez que os territorios muscular e
hepatico sdo os principais sitios de utilizacdo da glicose sob estimulo insulinico.
Adicionalmente, a redugdo do GLUT4 no tecido adiposo dos ratos MSG tratados com a

glimepirida impediu a exacerbacdo da obesidade.

Palavras-chave: Resisténcia a insulina, glimepirida, obesidade, GLUT4, GSK-3



ABSTRACT

Mori, R.C.T. Glimepiride improves insulin sensitivity in MSG obese rats without
aggravating the obesity. Molecular mechanisms involved in muscular, adipose and
hepatic tissues, 2007. 110 pages. PhD thesis (Human Physiology) — Instituto de Ciéncias

Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2007.

Glimepiride is an anti-hyperglycemic compound belonging to the group of the
sulfonyurea drugs, which are insulin secretagogues used in the treatment of DM?2.
Compared to other sulfonylureas, glimepiride presents low affinity to the specific receptors
in the B cells, but its effect on glycemic control is maintained, indicating a higher efficacy
in ameliorating insulin sensitivity. In vitro, the glimepiride drug acutely stimulates GLUT4
translocation and increases glucose uptake. Notwithstanding, the molecular mechanisms
activated in vivo by the extra-pancreatic actions of the glimepiride are yet to be clarified.
The present study was aimed to identify extra-pancreatic responses to the glimepiride
treatment which could explain the increase in the whole body insulin sensitivity. The
glimepiride effects were evaluated on: 1) the insulin sensitivity and GLUT4 expression in
insulin sensitive tissues, 2) the glucose uptake and glycogen synthesis in the oxidative
skeletal muscle fibres, and 3) the glycogen synthesis in the liver. For these analyses, we
used the monosodium glutamate (MSG)-induced hypothlamic obesity, an experimental
model of insulin resistance in which altered GLUT4 expression is observed in adipose and
muscular tissues. Insulin resistance was induced in male Wistar rats by neonatal treatment
with MSG (4mg/g/day, s.c.). At the age of three months, half the control and obese animals
received glimepiride (0.1mg/kg/day, in the drinkig water) for 4 weeks, resulting in four
experimental groups: control and obese rats, non-treated (C and MSG) and treated (CG and
MSG/G) with glimepiride. Animals were then submitted to: 1) insulin tolerance tests (ITT),
2) GLUT4 mRNA and protein analyses in adipose tissue, glycolytic (EDL) and oxidative
(soleus) skeletal muscles, and cardiac muscle, 3) in vivo GLUT4 translocation assays in
soleus muscle, 4) glucose uptake/ incorporation to glycogen assays in soleus in vitro, 5)

hepatic glycogen content analysis and 6) hepatic p-GSK3 (phospho- glycogen sinthase



kinase 3) content analysis. MSG rats were resistant to insulin, showing significantly slower
glucose decay constant after an insulin overload (3,26%/min, p<0,05 vs. C: 4,67%/min;
CG: 4,68%/min and MSG/G: 4,53%/min). This result was accompanied by tissue-specific
alterations in the GLUT4 expression, which were especially important in the adipose tissue
and soleus skeletal muscle. In the adipose tissue, both GLUT4 mRNA and protein contents
were significantly higher in the obese animals (30% and 100% increases, p<0,05 vs. C,
respectively), and these features were completely abolished by the glimepiride treatment.
This effect must have been important to avoid the exacerbation of the obesity, in spite of
the elevated insulinemia due to the secretagogue effect of the drug. In soleus muscle, a 30%
increase in GLUT4 mRNA level was observed in MSG obese rats (p<0.05 vs. C), but the
protein expression was similar to C (p>0,05). The glimepiride drug significantly elevated
the GLUT4 protein in 50% (MSG/G vs. MSG, p<0,05). In the GLUT4 translocation
experiments, the GLUT4 content in plasma membranes in MSG and CG rats did not alter
after insulin injection, but in C and MSG/G rats there were increases of 43% and 74%,
respectively (p<0,05 vs. Basal). When functionally evaluated, the MSG soleus presented
lower insulin-stimulated glucose uptake (p<0,01) and lower [U-MC]-D-glucose
incorporation to glycogen (p<0,05) as compared to the other groups. Similarly, in the liver,
MSG rats had lower glycogen content (p<0,05 vs. C, CG and MSG/G) and lower p-GSK3
content (p<0,01 vs. C, CG and MSG/G). Thus, we could conclude that the glimepiride drug
increased the GLUT4 expression and improved the insulin-stimulated GLUT4 translocation
in the oxidative muscle fibres of the insulin resistant animals. Functionally, this effect was
reflected in an ameliorated insulin-stimulated glucose uptake and glycogen synthesis in
these fibres. These effects, added to the increased glycogenesis observed in the liver,
provide the glimepiride drug its insulin sensitizer effect, since the hepatic and muscular
tissues are the most important insulin-stimulated glucose disposal sites. Additionally, the
reduced GLUT4 content in adipose tissue of the glimepiride-treated MSG rats avoided the

aggravation of the obesity.

Key words: Insulin resistance, glimepiride, obesity, GLUT4, GSK-3
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INTRODUCAO

Com base em estimativas e projecdes internacionais, calcula-se que até o ano de 2030,
mais de 366 milhdes de pessoas em todo o mundo terdo sido acometidas pelo diabetes mellitus
(WILD et al., 2004). Esta doenga, que decorre de deficiente secrecdo ou ag¢do da insulina,
caracterizando-se primariamente por hiperglicemia inadequada, pode ser classificada em dois
tipos principais, denominados diabetes mellitus tipo 1 (DM1) e diabetes mellitus tipo 2 (DM?2).

No DMI, ocorre destruicdo auto-imune das células B, e os pacientes tém tendéncia a
cetoacidose, necessitando de tratamento com insulina. O DM2 ¢ a forma mais prevalente (90%
ou mais dos casos de DM), e sua manifestacdo, bastante heterogénea, normalmente estd associada
a resisténcia a a¢ao da insulina. Esta insuficiéncia relativa ou absoluta de insulina acarrcta
alteracdes no metabolismo de carboidratos, gorduras e proteinas, com redug¢do da entrada de
glicose nos diversos tecidos periféricos, que resulta em excesso de glicose extracelular.
(MASHARANI; KARAM, 2002; UNGER; FOSTER, 1992).

Os sintomas do DM2 desenvolvem-se lenta e gradualmente, de forma que a doenca pode
permanecer ndo diagnosticada por anos, vindo a ser tratada apenas quando j4 acompanhada de
complicacdes macrovasculares, renais, ou retinianas. Considerando-se que antes mesmo da
instalacdo de um quadro de franco diabetes, a sensibilidade a insulina ja se encontra diminuida,
desvendar os mecanismos que levam a instalacdo da resisténcia a acdo deste hormonio, bem
como investigar intervencdes que atenuem ou revertam esta resisténcia, sdo de fundamental
interesse para a prevencdo e/ou tratamento de diversas doencas, pois esta alteracdo metabolica se
correlaciona ndo apenas ao diabetes, mas a outras doengas graves, como hipertensdo arterial,

aterosclerose e obesidade (DAVIS, 2004; DEFRONZO; FERRANINI, 1991).



Além disso, os defeitos primarios que levam a essas doengas sdo desconhecidos e uma
combinagdo de fatores genéticos e¢ ambientais tem se mostrado importante para o seu
desenvolvimento. Neste contexto, a resisténcia a insulina ¢ um ponto chave, sofrendo influéncias

destes fatores e reiterando a importancia de investigagdes acerca das suas origens e mecanismos.

Insulina

Para bem compreender a regulagdo da homeostasia glicémica, ¢ importante conhecer os
mecanismos fisioldgicos de secrecdo e agdo da insulina.

A insulina estimula a utilizagdo de glicose nos musculos e tecido adiposo, onde estimula a
glicogeniogénese e lipogénese, respectivamente. Além disso, estimula a glicogeniogénese no
figado, glicolise e proteogénese na maioria dos tipos celulares. Em contrapartida, inibe a
neoglicogénese, glicogendlise, lipolise e protedlise (UNGER; FOSTER, 1992).

A ilhota pancredtica produz a insulina em forma de pré-insulina que, no complexo de
Golgi sofre acdo de convertases que geram quantidades equimolares de peptideo C e insulina, a
qual ¢ constituida por cadeias A e B, ligadas por duas pontes dissulfeto. Cerca de 80% da ilhota é
constituida por células B, secretoras de insulina, localizadas centralmente, em ilhotas de ratos. As
células A e D, produtoras de glucagon e somatostatina, respectivamente, sdo periféricas, o que
possibilita um efeito paracrino da insulina na propria ilhota (MASHARANI; KARAM, 2002).

A insulina fica estocada em granulos na célula B, sendo a glicose seu principal
secretagogo. Assim que se eleva a concentragdo de glicose circulante, esta ¢ captada pelas células
B, onde o seu metabolismo eleva a relagio ATP/ADP. Cessa-se entdo o efluxo de K', o que
despolariza a célula, possibilitando o aumento de Ca'" intracelular, o que provoca modifica¢des
do citoesqueleto e conseqliente liberacdo dos granulos de insulina (BUSE et al, 2003;

MASHARANI; KARAM, 2002).



O receptor da insulina pertence a uma familia de receptores de fatores de crescimento. E
uma glicoproteina de membrana composta por duas sub-unidades a ¢ duas sub-unidades f3,
ligadas por pontes dissulfeto. A insulina liga-se a sub-unidade a, extracelular, levando a uma
alteragdo conformacional que retira a acao inibitoria da unidade a sobre a unidade B, que se
autofosforila em residuos de tirosina. Uma vez ativa, a sub-unidade [ fosforila substratos do
receptor de insulina (IRS), que contém multiplos sitios de fosforilagdo em tirosina. Pelo menos
12 substratos para o IR ja foram identificados (IRS1 a 6, Gab-1, Shc 1 a 3, p62, APS), sendo IRS-
1 e IRS-2 os mais diretamente relacionados a resisténcia a insulina. Animais knock out para IRS-
1 sdo resistentes a insulina e tém prejuizo do crescimento. O knock out de IRS-2 gera animais
diabéticos, com aumento de adiposidade e resisténcia insulinica em figado e musculos
esqueléticos (BIORNHOLM; ZIERATH, 2005).

Os IRSs fosforilados associam-se a PI3K (fosfatidil inositol -3 quinase), uma proteina
heterodimérica, que participa de forma importante na translocacdo do transportador de glicose
(GLUT4) para a superficie da célula. A PI3K ¢ formada por uma subunidade regulatoria,
fosforilada pelos IRS, e uma subunidade catalitica, que fosforila fosfatidil-inositois (PI) de
membrana, formando fosfatidil-inositol 3,4,5 trifosfato (PIP3), que faz regulacdo alostérica de
PDK (kinase dependente de fosfoinositidio). Esta, por sua vez, fosforila PKC (proteina kinase C
atipica) e PKB (proteina kinase B ou Akt), embora estas também possam interagir diretamente
com IRS-1. (KOISTINEN; ZIERATH, 2002; BJORNHOLM; ZIERATH, 2005). Todas estas
proteinas sdo importantes no transporte de glicose estimulado pela insulina, por participarem no
mecanismo da translocagao das vesiculas de GLUT4.

Principalmente no figado e musculos, a Akt fosforila e inativa a glicogénio sintase kinase

3 (GSK-3, enzima responsavel pela fosforilacao e inativacao da glicogénio sintase), promovendo



assim retirada da inibi¢do da sintese, o que resulta em aumento da glicogeniogénese (CROSS et

al., 1995).

Transportadores de glicose

A glicose ¢ o principal substrato energético em todos os tipos celulares de mamiferos, e
atravessa a bicamada lipidica através de moléculas carreadoras especificas, uma vez que a
membrana plasmatica ¢ impermeavel a molécula polar da glicose. Existem duas classes de
proteinas carreadoras de glicose: os SGLTs (Sodium Glucose Cotransporters) e os GLUTs
(Glucose Transporters) (BELL et al, 1990).

Na membrana apical das células epiteliais do intestino e dos tibulos renais, ocorre
transporte acoplado de Na' e glicose através dos SGLTs, que transportam glicose contra o seu
gradiente de concentragdo, mas a favor do gradiente eletroquimico do Na'. Os SGLTs sdo
importantes para a absor¢do e reabsor¢cdo de glicose, respectivamente no intestino e rim,
transportando-a do limen para o meio intracelular, de onde se difunde, pela membrana
basolateral, para o intersticio, através do GLUT2. Os SGLTs pertencem a uma superfamilia de
genes (SLCS) codificadores de proteinas que fazem transporte acoplado de solutos com ions
(WRIGHT et al, 2004).

Os GLUTs fazem transporte bidirecional de glicose, sempre a favor de seu gradiente de
concentragdo por difusdo facilitada, constituindo uma outra familia de transportadores
(MACHADO,1998). Em meados dos anos oitenta, foi clonada a primeira proteina transportadora
de glicose (MUECKLER et al, 1985). Desde entdo, varias isoformas vém sendo caracterizadas
em diferentes tecidos e, atualmente, segundo as ultimas revisdes sobre a nomenclatura dos
GLUTs, sao conhecidas 12 diferentes isoformas destes transportadores, denominadas de GLUTI

a GLUT12, e mais um transportador de proton mioinositol (HMIT), que sdo codificados por uma



mesma familia de genes de proteinas facilitadoras do transporte de solutos, SLC2A (Solute
Carriers 24) (JOOST et al., 2002; ULDRY; THORENS, 2004).

Na tabela 1, estdo apresentados os principais sitios de expressdo dessas proteinas, que se
constituem basicamente de uma cadeia polipeptidica com doze dominios transmembranicos
(Figura 1), altamente conservados nas diferentes isoformas, sugerindo serem estas regides
responsaveis por uma caracteristica comum a todas elas, ou seja, o transporte de glicose (BELL et
al, 1990). Estes dominios hidrofébicos sdo conectados por dominios hidrofilicos intra e
extracelulares. As terminagdes NH; e COOH sao citoplasmaticas e apresentam baixa homologia,
bem como as al¢as que conectam os segmentos transmembranicos M1-M2 e M6-M?7, sugerindo
que estes dominios se relacionam a especificidade de cada isoforma, como suas caracteristicas
cinéticas, localizagdo celular e imunogenicidade (KASANICKI; PILCH, 1990).

Das isoformas mais recentemente descobertas, os GLUTs 6, 8 ¢ 11 tém capacidade de
transporte de glicose (JOOST et al., 2002) e poderiam ter papel fisioldogico importante. De fato,
seus mRNAs ja foram encontrados em musculo esquelético humano, embora apenas a proteina
GLUTI11 tenha sido detectada, expressando-se especificamente em fibras de contragdo lenta
(GASTER et al., 2004). No entanto, pouco foi possivel definir a respeito de sua importancia
fisiologica, permanecendo, até o presente momento, as isoformas classicas (GLUTs 1 a 4) como

os transportadores de glicose de maior relevancia funcional.



TABELA 1 — Transportadores de glicose e seus principais sitios de expressao

PROTEI
GLUTI1
GLUT2
GLUT3
GLUT4
GLUT5
GLUT6
GLUT7
GLUTS
GLUT9
GLUT10
GLUT11
GLUT12

HMIT

GENE
SLC2A1

SLC2A2
SLC2A3
SLC2A4
SLC2AS
SLC2A6
SLC2A7
SLC2A8
SLC2A9
SLC2A10
SLC2A11
SLC2A12
SLC2A13

PRINCIPAIS SiTIOS DE EXPRESSAO

Eritrocitos, cérebro, rins, transporte basal de glicose em todas as células

Figado, pancreas

Neuronios

Miisculos esqueléticos e cardiaco, tecido adiposo branco e marrom

Intestinos, rins, testiculos; transportador de frutose

Bago, leucocitos, cérebro

Desconhecido

Testiculos, cérebro, blastocistos

Figado, rins

Figado, pancreas

Musculo cardiaco e esquelético

Musculo cardiaco e prostata

Cérebro

Adaptado de JOOST et al., 2002

Figura 1 — Estrutura bidimensional dos GLUTs. Estdo representadas a bicamada lipidica, os 12 segmentos
transmembranicos ¢ as terminagdes NH, e COOH citoplasmaticas. Os circulos claros representam os
aminoacidos conservados nas diferentes isoformas.



Captacao de glicose estimulada pela insulina

O GLUT4, isoforma sensivel a acdo da insulina, é encontrado tanto na membrana
plasmatica quanto em vesiculas intracelulares (MACHADO, 1998; KAHN, 1996). A ligagao da
insulina ao seu receptor aciona a transducao do sinal insulinico através do qual este hormonio
exerce seus efeitos bioldgicos nas células, incluindo o deslocamento destas vesiculas para a
superficie celular, aumentando a quantidade de GLUT4 na membrana plasmatica. Este
mecanismo de translocagdo participa de forma importante no aumento de captagdo de glicose no
periodo p6s prandial. Quando decaem os niveis insulinémicos, ha internalizagdo do GLUT4,
reduzindo novamente o indice de transporte de glicose nos tecidos (SLOT et al, 1991).

O GLUT4 ¢ expresso em grande quantidade no tecido adiposo branco e marrom, e nos
musculos cardiaco e esquelético. Outras isoformas também se expressam nestes tecidos, mas € o
GLUT4, cujo Km para glicose ¢ de aproximadamente SmM, que faz o transporte de glicose
estimulado pela insulina, pois aumentando sua concentragdo na membrana, permite aumentar
abruptamente a capacidade destes tecidos em captar glicose. Em camundongos transgénicos que
superexpressam GLUT4 no tecido adiposo, ja se observou melhora da sensibilidade a insulina,
aliviando o quadro de diabetes, o que demonstra a importancia desta proteina na homeostase
glicémica (TOZZO et al., 1997).

A regulacdo do gene do GLUT4 in vivo ¢ complexa, envolvendo fatores metabolicos,
hormonais, neurais, além de variagdes tecido-especificas. Sabe-se, por exemplo, que a atividade
contratil aumenta a expressdo ¢ a translocacdo do GLUT4 no tecido muscular (HOST et. al.,
1998; PLOUG et al., 1998; ZORZANO et al, 2005), enquanto em condi¢des de deficiéncia
insulinica, como ¢ o caso do diabetes induzido por estreptozotocina, ha diminuicdo do GLUT4

nas fibras musculares (RICHARDSON et. al., 1991). Em contrapartida, diminui¢ao desta



proteina também se associa a niveis elevados de insulinemia, como ja foi obsevado em adipocitos

de pacientes diabéticos tipo 2 (GARVEY et al., 1991).

Resisténcia periférica a insulina

Quando tecidos sensiveis a agdo da insulina, quanto ao transporte de glicose, tém a
capacidade de captar glicose reduzida, caracteriza-se o estado de resisténcia a insulina. Esta
desordem metabolica contribui no estabelecimento de quadros de hipertensdo, dislipidemia e
doenca cardiovascular aterosclerotica, que associados a obesidade e/ou DM2 compdem a
Sindrome X (REAVEN, 1988) ou Sindrome Metabdlica. A resisténcia a insulina pode estar
associada a um defeito no sistema de transporte de glicose em si, ou no sistema de transducao do
sinal insulinico, responsavel por desencadear a translocagdo do GLUT4. No DM2, por exemplo,
embora os contetidos de IRS-1 e PI3K sejam normais, a fosforilagao estimulada pela insulina esta
prejudicada em musculos esqueléticos (BIORNHOLM; ZIERATH, 2005). Por outro lado, hé
diminui¢do da proteina GLUT4 em musculos de ratos diabéticos por estreptozotocina e
adipocitos de pacientes diabéticos tipo 2 (RICHARDSON et. al., 1991 GARVEY et al., 1991).

Qualquer que seja 0 mecanismo que gere a resisténcia a insulina, as células B do pancreas
tendem a responder com um aumento de sua secre¢do, de modo a evitar a hiperglicemia. Porém,
esta hipersinsulinemia compensatoéria ndo pode perdurar indefinidamente e, apos algum tempo,
instala-se grave intolerancia a glicose, que evolui para o estabelecimento do DM2 (DEFRONZO

& FERRANNINI, 1991).

Obesidade e resisténcia insulinica
Na obesidade, encontra-se resisténcia a agao da insulina em nivel de transporte de glicose,

tanto em musculo esquelético quanto em tecido adiposo. Em camundongos com obesidade



hipotalamica, esta resisténcia ¢ acompanhada de redu¢do da expressao da proteina GLUT4 nestes
tecidos (PAPA; SERAPHIM; MACHADO, 1997). Semelhantemente, em adip6citos isolados de
mulheres obesas, Bjornholm et al. (2002) encontraram niveis reduzidos deste transportador, bem
como da atividade da PI3K. Também em fibras musculares isoladas de individuos obesos, ha
diminui¢do do transporte de glicose estimulado pela insulina, associado a menor expressdao de
GLUT4 (DOHM et al., 1991).

Em geral, ¢ o aumento excessivo de gordura que conduz ao estado de resisténcia a
insulina, muitas vezes desencadeando um quadro de DM2. Isto ocorre porque, no individuo
obeso, o tecido adiposo, principalmente o visceral, apresenta uma taxa metabolica muito elevada,
com atividades de lipoproteina lipase, e atividade lipogénica elevadas, favorecendo o acumulo de
gordura. Com o aumento da massa adiposa, sinais hormonais ¢ inflamatérios proprios do
adipocito diminuem a agdo da insulina, o que favorece o aumento da atividade da lipase
hormdnio sensivel. Conseqlientemente, a lipolise aumenta, elevando o turnover lipidico deste
tecido, o que gera um aumento dos acidos graxos livres (AGL) (TRIPATHI;SRIVASTAVA,
2006).

A elevacdo dos AGL estimula a neoglicogénese, aumentando a producdo hepatica de
glicose, além de prejudicar a captagdo de glicose nos musculos esqueléticos (PETERSEN;
SHULMAN, 2002). Esses efeitos, em conjunto, resultam em aumento da glicemia.
Conseqiientemente, o pancreas tende a responder secretando mais insulina, mas conforme a
funcdo das células B evolui para a exaustdo, a insulinemia tende a decair, ¢ o individuo obeso

passa a necessitar de tratamento para o diabetes.
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Obesidade induzida pelo Glutamato Monossodico (MSG)

Diversos modelos experimentais de obesidade sdo utilizados para estudo das alteragdes
presentes neste quadro metabdlico complexo. Um destes modelos ¢ a obesidade hipotalamica
induzida por glutamato monossdédico (MSG), na qual se observa hiperglicemia, hiperinsulinemia
e razdo glicose/insulina reduzida, caracterizando o estado de resisténcia a insulina (MACHADO
et al, 1994; MACHADO & SAITO, 1995). De fato, Hirata e colaboradores (1997) demonstraram,
através de teste de tolerancia a glicose i.v. e clamp euglicémico/hiperinsulinémico, que ratos
MSG sdo intolerantes a glicose e resistentes a insulina.

O glutamato ¢ um aminoacido neuroexcitatorio que, em altas doses, torna-se toxico ao
sistema nervoso central por aumentar, de forma persistente, a condutancia id6nica da membrana,
alterando o potencial de repouso normal. Na tentativa de restauragdo dos gradientes i0nico e
osmotico, ha exaustdo dos estoques energéticos e morte celular (COYLE et. al., 1981). Animais
recém-nascidos, cuja barreira hemato-encefalica ainda ndo se encontra totalmente formada, sdo
muito sensiveis a esta acdo neurotdxica e, a administragdo subcutanea de MSG, em altas doses, a
estes animais, lesa vdrias estruturas na regido circunventricular, principalmente o nucleo
arqueado (KIZER et. al., 1978), que tem participacdo importante nos mecanismos de integracao
neuro-endocrina.

A les3o hipotalamica pode destruir os corpos celulares dos neuronios produtores de
GHRH (Growth Hormone — Releasing Hormone), o que acarreta diminuicdo do conteudo de
mRNA do GH hipofisario e baixos niveis de GH circulante (KOVACS et al., 2000). Assim,
animais MSG apresentam prejuizo do crescimento, normalmente acompanhado de diminui¢@o do
peso corporeo.

As atividades lipogénicas do figado e tecido adiposo encontram-se elevadas, bem como a

atividade da lipase lipoprotéica dos tecidos adiposos epididimal e retroperitoneal
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(NASCIMENTO CURI et al; 1991). Embora os animais MSG sejam normo ou hipofagicos, tém
grande quantidade de gordura depositada, o que pode estar associado a atividade simpatica e
resposta termogénica reduzidas no tecido adiposo marrom, com menor gasto de energia, a qual se
estoca sob a forma de gordura (BRAY, 1987; MORRIS et al., 1998). Este aumento de deposicao
de gordura no tecido adiposo branco estd associado ao aumento no tamanho dos adipocitos,
segundo Macho e colaboradores (2000), caracterizando uma obesidade hipertrofica.

Estes animais apresentam também altos niveis séricos de leptina, o que estd associado a
elevada quantidade de gordura, pois este hormonio, que atua de forma importante no controle da
homeostase energética, diminuindo a ingestdo alimentar e aumentando o gasto de energia, ¢
produzido pelos adipdcitos, sendo tanto maiores as taxas de leptina circulante, quanto maior a
adiposidade (AHIMA & FLIER, 2000).

Em adipécitos isolados de ratos MSG, MACHO et al (2000) demonstraram que a
captagdo basal de glicose ¢ mais baixa que em adip6citos de ratos controle. A insulina estimula
esta captacdo de maneira dose-dependente nas células controle, mas tem pouco efeito sobre os
adipocitos dos animais MSG. Por outro lado, a incorporagdo basal de glicose a lipidios ¢
significativamente elevada nos MSG ¢ o estimulo insulinico age dose - dependentemente sobre
este fendmeno, tanto em adipdcitos controle quanto MSG. Estes mesmos autores verificaram, em
ratos MSG, diminuicdo da ligacdo da insulina ao seu receptor nos seus tecidos alvos.

Ratos jovens tratados com MSG tém elevada taxa de translocacdo de GLUT4 e maior
sensibilidade a insulina no tecido adiposo, alterando a utilizagdo de glicose e favorecendo o
acumulo de gordura (DOLNIKOFF et al, 2001). Em camundongos jovens, ja foi demonstrado
aumento do contetido de GLUT4 no tecido adiposo, durante a fase de ganho de peso acelerado
(PAPA et al, 2002). Entretanto, quando a resisténcia a insulina estd instalada, a expressdo da

proteina GLUT4 estd diminuida no tecido adiposo e musculos de camundongos obesos pelo
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MSG, embora a capacidade de translocacdo do transportador em resposta a insulina esteja
relativamente preservada (PAPA et al, 2002; MACHADO et al, 1994).

Estes dados sugerem que a expressdo do GLUT4 correlaciona-se com estagio de
desenvolvimento da obesidade e com o grau de sensibilidade a insulina. De fato, a perda de peso,
que sabidamente melhora a sensibilidade insulinica, restaura o conteudo de GLUT4 em
camundongos obesos pelo MSG (PAPA et al, 1997).

Uma vez que as variagdes de conteudo da proteina GLUT4 estdo bem caracterizadas na
resisténcia insulinica da obsesidade pelo MSG, esses animais tornam-se um importante modelo
experimental para se aprofundar investigacdes sobre a regulacdo da expressdo do gene do

GLUTH4, cuja proteina desempenha papel chave na captagdo de glicose pds- prandial.

Anti-hiperglicemiantes orais

No tratamento do DM2, diversos tipos de medicamentos podem ser utilizados, em
monoterapia ou em combinagdo com a insulina, para controlar a glicemia quando a combinag¢ao
de dieta e pratica de atividade fisica se torna insuficiente para normalizar os niveis glicémicos.
Existem drogas que retardam a absor¢ao da glicose, como a acarbose (inibidor competitivo da a-
glicosidase, enzima responsavel pela digestao de polissacaridios complexos a monossacaridios),
outras que reduzem a producdo hepatica de glicose ou aumentam a sensibilidade periférica a
insulina, como metformina e tiazolidinedionas (TZD), ou ainda aquelas que estimulam a secre¢ao
de insulina, como as sulfoniluréias e glinidas (KECSKEMETI et al., 2002;
TRIPATHI;SRIVASTAVA, 2006).

A metformina diminui a oxidagdo de acidos graxos, além de aumentar a fosforilagao do
receptor de insulina no figado ¢ musculos esqueléticos e diminuir a producao hepatica de glicose

(TRIPATHI;SRIVASTAVA, 2006). Ja as TZDs sdo ligantes do PPAR-y (peroxissome
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proliferator-activated receptor y), o qual forma heterodimeros com RXR (retinoid X receptor). A
ligacdo das TZDs promove alteragdes conformacionais tais que, retiram complexos co-
repressores e favorecem a ligagdo do complexo PPAR-y-RXR a elementos responsivos ao PPAR-
v (PPRE), alterando a transcricdo de genes que codificam proteinas envolvidas com o
metabolismo lipidico e de carboidratos, tais como a lipoproteina lipase, glicoquinase e GLUT4,
diminuindo assim, a resisténcia a insulina em tecido adiposo, musculo e figado (HAUNER,
2002).

No presente estudo, utilizamos a glimepirida, uma droga do grupo das sulfoniluréias, que
sdo secretagogos de insulina e, por isso, indicados apenas para pacientes que tenham reserva
pancreatica do hormoénio. As sulfoniluréias (Figura 2) recebem esta denominagdo por
apresentarem na sua estrutura quimica, um grupamento composto por acido sulfénico e uréia
(KECSKEMETI et al., 2002). Por seu potente efeito sobre a secre¢do de insulina, induzem
aumento da insulinemia e, algumas vezes, hipoglicemia prolongada (RAPTIS & DIMITRIADIS,
2001). As drogas mais antigas, como a tolbutamida, tém cadeias laterais mais simples, enquanto
as mais modernas, como a glibenclamida, glipizida, gliclazida e glimepirida foram desenvolvidas
com cadeias mais complexas, que melhoram a interacdo com os seus receptores especificos

(KECSKEMETI et al., 2002).
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Figura 2 — Estrutura quimica de algumas sulfoniluréias.

Os receptores das sulfoniluréias sdo parte integrante da estrutura dos canais de K+
dependentes de ATP (Karp). Estes canais sdo octdmeros compostos por 4 subunidades
regulatorias, onde se ligam as sulfoniluréias e por isso sdo denominadas SUR (sulfonilurea
receptors) e 4 subunidades Kir (potassium inwardly rectifiers), que formam os poros por onde o
potassio passa para o meio extracelular (GRIBBLE; ASHCROFT, 2000). Dois genes distintos
codificam duas diferentes isoformas das subunidades SUR, denominadas SUR1 e SUR2,
ocorrendo nesta ultima, um splicing alternativo que produz dois subtipos: SUR2A e SUR2B. Para
a subunidade Kir também ha dois genes que codificam Kir6.1 e Kir6.2 (GRIBBLE; REIMANN,
2003).

Nos diferentes tecidos, essas subunidades se combinam de formas variaveis, formando os

canais especificos de cada tecido. Assim, no coracdo e musculos esqueléticos os canais Karp sdo
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compostos por Kir6.2/ SUR2A. Na musculatura lisa vascular, Kir6.2/ SUR2B ou Kir6.1/ SUR2B;
no cérebro, Kir6.2/ SUR2B ¢ Kir6.2/ SURI e, na célula B, Kir6.2/ SUR1 (PROKS et al., 2002).
Nas células B, a ligacao da sulfoniluréia ao seu receptor tem o mesmo efeito do aumento
do metabolismo celular, fechando os canais de potassio, o que resulta em despolarizacao da
célula e conseqiiente influxo de célcio através de canais voltagem dependente. O aumento de

calcio intracelular provoca a secrecao das vesiculas de insulina (KRAMER et al.,1996).

Glimepirida

A glimepirida difere das demais sulfoniluréias por apresentar uma menor afinidade pelo
receptor SUR da célula B (KRAMER et al, 1996). No entanto, seu efeito anti-hiperglicemiante se
mantém, podendo ser até maior (MULLER; GEISEN, 1996; MULLER; SATOH; GEISEN,
1995), o que sugere um melhor efeito sensibilizador a insulina, quando comparada a outras
sulfoniluréias. No entanto, ao contrario de outros sensibilizadores, como as tiazolidinedionas, ou
da propria insulina e até mesmo das demais sulfoniluréias, que promovem ganho de peso
acentuado (TRIPATHI; SRIVASTAVA, 2006), o tratamento com a glimepirida ndo aumenta o
peso corporeo podendo, inclusive, resultar em perda de peso (WEITGASSER et al, 2003). Além
disso, a glimepirida apresenta as vantagens de menor risco de hipoglicemias comparativamente a
outras sulfonuluréias, ¢ de baixa interacdo com canais Katp na fibra cardiaca (HOLSTEIN;
PLASCHKE; EGBERTS, 2001; RAPTIS & DIMITRIADIS, 2001).

Dados da literatura ja demonstraram que, de fato, além de estimular a secrecdo de
insulina, esta droga pode apresentar efeitos extra-pancredticos importantes, levando a um
aumento da sensibilidade a insulina, pois foi capaz de elevar a captacdo de glicose e aumentar a
taxa de translocagio do GLUT4 in vitro (MULLER; WIED,1993; MULLER et al, 1994;

MULLER; GEISEN, 1996). Em cardiomidcitos em cultura, a glimepirida aumentou a expressio
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da proteina GLUT4 (BAHR et al, 1995). Entretanto, nada se conhece sobre os mecanismos que
possam estar participando neste efeito da glimepirida in vivo.

Assim, no presente estudo, utilizando o modelo de resisténcia a insulina induzida pelo
MSG, investigamos o efeito cronico da glimepirida sobre a expressdao do gene do GLUT4 e/ou
utilizagdo de glicose nos tecidos insulino-sensiveis, buscando avaliar in vivo os efeitos extra-

pancreéticos desta sulfoniluréia.
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OBJETIVOS

Objetivos gerais

O presente projeto teve como objetivo geral investigar o efeito da glimepirida sobre a
sensibilidade a insulina e possiveis mecanismos moleculares envolvidos, avaliando
funcionalmente os territorios onde se observem alteracdes na expressao do GLUT4 que
contribuam para uma melhor sensibilidade a insulina, procurando esclarecer os mecanismos
através dos quais a glimepirida promoveu este efeito.

Adicionalmente, tornou-se importante averiguar também a participagdo do territorio

hepatico, uma vez que o figado ¢ um 6rgao chave na regulagao da homeostase glicémica.

Objetivos especificos

1-) Demonstrar a efetividade do tratamento cronico com glimepirida na melhora da sensibilidade
insulinica dos animais obesos.

2-) Investigar as alteragdes na expressdo do gene do GLUT4 (mRNA e proteina) nos tecidos
insulino — sensiveis.

3-) Avaliar a importancia funcional das alteracdes promovidas pela glimepirida no sentido de
melhorar a sensibilidade insulinica, através de ensaios de translocagao do GLUT4 in vivo
¢ ensaios de captagio de 2-deoxi-[2,6-’H]-D—glicose e incorporagio de glicose ao
glicogénio in vitro, nas fibras musculares vermelhas.

4-) Investigar a participagcdo do figado no efeito sensibilizador da glimepirida, avaliando-se o
contetido de glicogénio hepatico.

5) Avaliar a glicogeniogénese hepatica, pelo conteido da glicogénio sintase kinase 3 (GSK-3)

fosforilada, apos o tratamento cronico com a glimepirida.
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MATERIAL E METODOS

1. Acasalamentos

Os experimentos foram realizados em ratos da linhagem Wistar.

Ratos Wistar de trés a cinco meses de idade, obtidos do biotério central do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo, foram acasalados no biotério do laboratorio
de Endocrinologia ¢ Metabolismo do Departamento de Biofisica e Fisiologia desta mesma
universidade. As fémeas prenhes foram mantidas em gaiolas individuais do 15°~17° dia de

gestacao até o desmame das ninhadas.

2. Inducio de obesidade pelo glutamato monossédico
Do 2° ao 8° dia de vida, metade dos filhotes machos recebeu inje¢do subcutanea de glutamato
monossodico (Sigma-Aldrich Chemicals, Steinhein, Germany), na dose de 4,0mg/g/dia, enquanto
a outra metade recebeu volume equivalente de salina 0,9%. Apds o desmame, os animais foram
mantidos em gaiolas coletivas, com livre acesso a agua e alimento, em ambiente com ciclo de luz
controlado de 12 horas claro/ 12horas escuro e temperatura constante de 23 + 2°C. Aos 3 meses
de idade, foram divididos em grupos experimentais conforme descritos a seguir:
1. Controle (C)
2. Controle tratado com glimepirida (CG)
3. Obeso por tratamento com glutamato monossédico (MSG)
4. Obeso por MSG, tratado com glimepirida (MSG/G)
A presenca de obesidade foi verificada através da andlise das caracteristicas

morfométricas e pelo calculo do indice de Lee ([*V peso (g)+comprimento naso-anal (cm)] X
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100), um parametro semelhante ao indice massa corporea, utilizado para expressar o grau de

obesidade em animais.

3. Tratamento cronico com glimepirida

Animais controles ¢ obesos foram tratados por quatro semanas com glimepirida
(Amaryl®, Aventis Pharma , Scoppito, Italy) na dose de 0,Img/kg de peso corporeo/ dia,
misturada a dgua de beber. Esta dose, conforme dados da literatura, seria a minima necessaria
para inibir a elevacao da glicose plasmatica ap6s uma sobrecarga oral de glicose (EL-REYANI et
al., 1999).

Na semana anterior ao inicio do tratamento, foi medida a ingestdo hidrica média diaria de
cada grupo, para calcular a quantidade da droga a ser diluida na agua, conforme o volume
ingerido. A ingestao ao longo das quatro semanas de tratamento foi acompanhada, assegurando a
preservacgdo da dose de 0,1mg/kg/dia, durante todo o periodo. A quantidade de alimento ingerida
pelos diferentes grupos durante o tratamento também foi medida.

Ao final do tratamento, os animais foram utilizados para as avaliagdes descritas a seguir.

4. Teste de Tolerancia a Insulina Intravenoso (ITT)

Amostras de sangue foram obtidas por pungdo caudal dos animais anestesiados
(pentobarbital sdédico, 60mg/Kg de peso corpdreo), entre 8 ¢ 9 horas da manha. As coletas foram
realizadas antes e aos 4, 8, 12 e 16 minutos apos a sobrecarga intravenosa de insulina regular
humana (Biobras), 0,75 U/Kg de peso corpéreo, pela veia peniana. Para determinagdo da
glicemia, utilizou-se um glicosimetro (Precision Q.I.LR ®, Medisense, Sdo Paulo, Brasil). A
constante de decaimento da glicose (KITT) foi calculada a partir da regressao linear do logaritmo

neperiano dos valores glicémicos obtidos no teste.
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5. Coleta de tecidos

Os tecidos foram retirados entre 8 e 10 horas, sob anestesia.

Os musculos esqueléticos escolhidos para analise foram: s6leo (SOL -musculo de fibras
vermelhas, oxidativas) e extensor digital longo (EDL -fibras brancas, glicoliticas). Como modelo
de gordura abdominal, foi retirado o tecido adiposo branco periepididimal (TAB). O ultimo
tecido a ser retirado foi o coracdo (COR), que teve separadas as massas ventriculares esquerda e
direita, sendo a primeira coletada como amostra de musculo cardiaco.

Todos os tecidos, apés retirada e pesagem, foram fracionados em amostras para extragao
de proteinas totais ou de RNA total, as quais foram utilizadas, respectivamente, em Western e

Northern Blotting.

6. Determinacio das concentracdes de glicose, insulina e frutosamina

Amostras de sangue foram coletadas da veia cava inferior quando da retirada dos tecidos.
O plasma, separado por centrifugacdo a 1500 rpm, foi estocado a —20°C, em aliquotas para
dosagem de glicemia, insulinemia e frutosamina .

A concentracdo de glicose plasmatica foi determinada pelo método enzimatico-
colorimétrico de glicose—oxidase (kit glicose E enzimatica, CELM, Sao Paulo, Brasil). A insulina
plasmatica foi determinada por radioimunoensaio (RIE) de fase solida (kit Coat - a - Count®™
Insulin, DPC®, Los Angeles, USA). A concentragio de frutosamina foi determinada por método

colorimétrico (kit Fructosamina AA, Wiener lab., Rosario, Argentina)

7. Northern Blotting
O conteudo de mRNA do GLUT4 foi avaliado conforme SAMBROOK; MANIATIS

(1989).



21

7.1. EXTRACAO DE RNA TOTAL

Musculo cardiaco e esquelético:

Foi utilizado 1,0ml de TRIZOL Reagent® (LIFE TECHNOLOGIES — GIBCO BRL,
Gaithersburg, USA) para homogeneizagdo de 0,1g de tecido. Apos incubagdo de 5 minutos em
temperatura ambiente (Tx), e centrifugacdo a 10.000 g (15 min, 4°C), cloroférmio foi adicionado
ao sobrenadante. Apos 10 minutos (Ty4), a amostra foi centrifugada a 10.000 g, (15 minutos, 4°C)
e a fase superior, acrescida de isopropanol, foi incubada (10 min., T,) e centrifugada a 10.000 g
(15 min., 4°C). O precipitado foi lavado com etanol 70% e centrifugado a 10.000 g (15 min.,
4°C). Removido o sobrenadante, secou-se o precipitado, que foi solubilizado em agua DEPC

(dietil pirocarbonato), a 65°C (10 min.).

Tecido adiposo branco:

Por apresentar rendimento mais baixo que os demais tecidos, foram homogeneizados
0,6g de tecido em 5,0ml de TRIZOL Reagent®l. Com uma centrifugacdo a 1400 g, por 10
minutos a 4°C, separou-se o extrato rico em gordura da fase aquosa, a qual se adicionou
cloroférmio para incubagdo a Ta. As etapas posteriores da extragdo foram semelhantes as
descritas acima para o tecido muscular.

As concentragdes de RNA total foram determinadas por leitura em 260nm, em

espectrofotometro (Gene Quant II, PHARMACIA BIOTECH — Biochrom, Cambridge, UK).

7.2. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE
Vinte pg de RNA total de musculo (ou 30 pg de RNA total de tecido adiposo) foram
precipitados por centrifugacdo a vacuo. Tampado de corrida concentrado 10x (MOPS 0,2M,

EDTA 10mM, NaOAc 50mM; pH 7,0); formaldeido e formamida foram adicionados ao RNA
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total e incubados a 65°C, durante 10 minutos. Em seguida, adicionaram-se o tampao de aplicagao
(glicerol 30%, bromophenol blue 0,25%, em H,O DEPC) e brometo de etidio (diluido 1/20).

A eletroforese para a separacdo do RNA total foi realizada sob corrente constante de
400mA, 100V, em gel analitico de agarose 1,3%, durante aproximadamente 3 horas, em um

sistema de eletroforese horizontal, submersa em tampao de corrida.

7.3. TRANSFERENCIA

As amostras foram transferidas por capilaridade para uma membrana de nylon Hybond-N
(Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK), utilizando-se um sistema de ponte com
papel de filtro, em cuba de vidro contendo SSC 20X concentrado (NaCl 3M Tri-sddio citrato
0,3M, pH 7,0). Durante aproximadamentel8 horas, as amostras se transferiram do gel para a
membrana de nylon. Em seguida, o RNA foi fixado a membrana através de exposi¢ao a radiagao

ultravioleta, por 3 minutos.

7.4. HIBRIDACAO
A hibridacdo e pré hibridagdo foram realizadas a 65°C, em forno de hibridagdo

AMERSHAM Pharmacia Biotech, RPN2511.

7.4.1 - Construcio das sondas de GLUT4 ou B-actina
Aproximadamente 25 ng dos cDNAs de GLUT4 ou de B-actina, foram processados com
a-*P dCTP (25 uCi), para obtencdo de fitas complementares radioativas, utilizando-se kit

Random Primers DNA Labeling System (InvitrogenTM Life Technologies, Gaitherburg, USA).
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7.4.2 — Pré-hibridacao e Hibridacao

Para bloqueio de ligagdes inespecificas, a membrana foi pré - incubada com tampao de
hibridacdo (NaH,PO4. H,O 0,5M; Na,HPO,.7H,O 0,5M; SDS 10%; EDTA 0,5M pH 8,0;
1%BSA) acrescido de cDNA de esperma de salmao, por pelo menos 3 horas. Posteriormente,
adicionou-se a sonda radioativa ao tampao para hibridagdo por 16 a 18 horas, a 65°C.

Em seguida, a membrana foi lavada em baixa estringéncia (SSC 2x + SDS 0,1%, 20
min.,Ty), e alta estringéncia (SSC 0,1X e SDS 0,1%, 2,5 min., 65°C), e seca a temperatura

ambiente.

7.5. AUTORRADIOGRAFIA E DENSITOMETRIA OPTICA:

Um filme hipersensivel (Hyperfilm - Amersham, Buckinghamshire, UK) foi exposto a
membrana a -70°C, por aproximadamente trés dias, e revelado com solugdo reveladora/
reforcadora GBX e solucdo fixadora/ reforcadora GBX (Kodak Brasileira, Sao Paulo, BR). A
intensidade dos blots foi avaliada por densitometria optica, utilizando o software Image Master
1D Prime (Pharmacia Biotech, Uppsala, SW).

Os resultados numéricos obtidos a partir da densidade Optica foram chamados de unidades
arbitrarias (UA). Os valores em UA correspondentes ao mRNA de GLUT4 foram corrigidos
pelas respectivas UA de B-actina, obtidas pela hibridacdo subseqiiente das mesmas membranas.
O valor médio do grupo controle em cada membrana foi considerado como 100 e cada valor

individual foi normalizado a uma porcentagem deste valor.

8. Western blotting

O contetido da proteina GLUT4 foi avaliado conforme as etapas a seguir:
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8.1. EXTRACAO PROTEICA FRACIONADA

As amostras de tecidos musculares foram processadas conforme Mitsumoto e Klip (1992).
Apds homogeneizagdo em Polytron PT 3000 KINEMATICA ® (BRINKMAN) a 20.000 rpm,
em tampao de homogeneiza¢do (Tris HCl 10mM; EDTA 1,0mM; sacarose 250mM) numa
propor¢do de 1:6 (peso: volume), as amostras foram centrifugadas a 760 g (10 min., 4°C). O
sobrenadante foi separado e centrifugado a 31.000 g (60 min., 4°C), sendo o pellet, ressuspenso
em tampao de homogeneizagdo, correspondente a fracdo de membrana plasmatica (PM). O
sobrenadante, apo6s ultracentrifugacdo a 190.000 g (60 min., 4°C), produziu o pellet
correspondente a fragdo microssomal (M). A eficiéncia deste fracionamento foi testada pela
atividade da enzima 5 nucleotidase, um marcador especifico de membranas plasmaticas, e cuja
atividade especifica foi dosada em PM e M, conforme Avruch & Wallach (1971) e corrigida por
grama de tecido (resultados expressos nos anexos SA a 5C).

O tecido adiposo branco foi homogeneizado em Polytron, a 20.000 rpm em tampao de
homogeneizagdo, na propor¢do de 1:4, e processado conforme Machado et al. (1994). O
homogenato foi centrifugado a 1000 g, (15 min., 4°C); a gordura sobrenadante e o precipitado
foram desprezados. O volume restante (extrato livre de gordura - FFE) foi centrifugado a 22.000
g (15 min. 4°C) e o sedimento (fracdo de membrana plasmatica - PM), ressuspenso e estocado a
—20°C. O sobrenadante foi centrifugado a 28.000 g (15 min., 4°C) e o pellet, rico em microssoma
de alta densidade, foi descartado, e o sobrenadante foi ultracentrifugado a 146.000 g (75 min.,
4°C), para obter a fracdo microssomal de baixa densidade (M), contida no sedimento da
ultracentrifugacdo, que foi ressuspenso e estocado. Este fracionamento, ja bem padronizado em
nosso laboratorio, dispensou verificagdo da atividade do marcador especifico, que inclusive ja foi

demonstrada por Machado et al., 1995.
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8.2. SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate — Polyacrylamide Gel Electrophoresis):

Apds a determinagdo da concentragdo de proteinas totais pelo método de Lowry
(LOWRY et al., 1951), as amostras foram submetidas a separacao eletroforética em gel de
poliacrilamida 10%.

Foi utlizado o método desenvolvido por Laemmli e modificado por Garfin (1990), que
envolve um sistema descontinuo de dois géis contiguos para o empacotamento (stacking gel) e
separagdo (resolving gel) das amostras, que foram acrescidas de glicerol 15%, Tris 0,05M,
bromofenol blue 0,05%, SDS 9%, com 6% de 2-mercaptoetanol, 1:1, e fervidas por 3 minutos.

A eletroforese foi realizada em tampao Tris HCI 25mM, glicina 190mM, SDS 0,1%,
EDTA 2mM, pHS,3, com voltagem constante para o gel de empacotamento (75 mV) e corrente

constante para o gel de separagdo (60 mA).

8.3 TRANSFERENCIA ELETROFORETICA:
A transferéncia eletroforética para uma membrana de nitrocelulose Hybond-ECL
(Amersham, Buckinghahmshire, UK), foi realizada sob corrente constante de 40mA, durante 16

horas, a 4°C, em tampao Tris HCI 12,5 mM, glicina 95 mM, metanol 20%, pH 8,3.

8.4. DETECCAO POR QUIMIOLUMINESCENCIA

A membrana de nitrocelulose foi submetida a imunodetec¢ao de proteinas especificas,
seguido de quantificacio por quimioluminescéncia, segundo especificacdes do kit ECL™
Western Blotting Analysis System, RPN 2108 (Amersham International, Buckinghamshire, UK).
Bloquearam-se as reagdes inespecificas com PBS acrescido de leite em p6 desnatado (8%). Em
seguida, a membrana foi incubada com anticorpo especifico (rabbit anti-GLUT4

polyclonal,antibody, Chemicon International, Inc) em PBS/BSA 8% (1:3000), por 3 horas, a 37
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°C, lavada com PBS-T (PBS 1X + Tween 20, 0,1%) e incubada por 1 hora a temperatura
ambiente, em PBS/BSA 1% contendo anticorpo secundario (anti-Ig de coelho), ligado a HRP
(horseradish peroxidase) (Amersham International Buckinghamshire, UK).

Apos incubagio com os reagentes de deteccio do kit ECL™, a membrana foi
imediatamente exposta a filme de RX (Hyperfilm - Amersham, Buckinghamshire, UK), durante
1 a 15 minutos. O filme foi revelado com solugdo reveladora e reforcadora GBX e solugdo
fixadora e reforgcadora GBX ( Kodak Brasileira, Sdo Paulo, BR).

A intensidade dos blots foi avaliada por densitometria dptica (software Image Master 1D
Prime, Pharmacia Biotech, Uppsala, SW) e o resultado numérico foi expresso em unidades
arbitrarias (UA). A média do grupo controle de cada membrana foi considerada como 100 e cada
valor individual foi normalizado a uma porcentagem deste controle. O conteido de GLUT4,
calculado com base nestes valores e na recuperagdo protéica total de cada grama do tecido, foi

expresso em unidades arbitrarias por grama de tecido(UA/g).

9. Translocacdo do GLUT4 sob estimulo insulinico

Ap6s jejum de 10 horas, os animais foram anestesiados e injetados com 4U de insulina
regular humana (Biolin, Biobras), na veia peniana. Antes da inje¢do, foram coletados: 1) sangue,
por puncao caudal, para registro da glicemia e 2) s6leo direito, para determinagdo do contetdo de
GLUT4 no estado basal. Dez minutos apos a inje¢do, foi coletado o sdleo esquerdo, que
representou o contetido da proteina apds a sobrecarga insulinica, e registrada a glicemia pos —
estimulo (MACHADO et al., 1994).

As amostras de tecido foram submetidas aos mesmos procedimentos para quantificagdo

da proteina GLUT4 por Western Blotting.
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10- Captacao de Z-deoxi-[2,6-3H]—D-glicose e incorporacao de [U-“C]-D-glicose, no musculo
soleo, in vitro

O alimento foi retirado cinco horas antes do inicio dos experimentos de captagdo de
glicose, os quais foram realizados sempre as 11:00h da manha.

O mausculo séleo foi incubado conforme descrito por CHALLISS et al. (1983). Apods
sacrificio dos animais por deslocamento cevical, o soleo foi rapidamente isolado e
cuidadosamente dividido longitudinalmente em pedagos de 25-35g. Uma pré-incubacio foi
realizada em tampao bicarbonato de Krebs-Ringer pH 7,4 contendo 5,6mM de glicose, por 30
minutos, a 37°C, 95%0, e 5% CO,, sob agitagdo continua de 120rpm. Em seguida, os musculos
foram transferidos para recipientes contendo o mesmo tampao, acrescidos de 0,2uCi/ml de 2-
deoxi-[2,6-"H]-D-glicose ¢ 0,3uCi/ml de [U-'*C]-D-glicose.

Os musculos foram incubados por 1 hora, na auséncia ou presenga de 10mU/ml de
insulina. A gaseificacdo foi mantida nos primeiros 15 minutos de incubacdo. Ao final da
incubacdo, os musculos foram lavados em salina 0,9%, 4°C e¢ imediatamente congelados em
nitrogénio liquido. Em seguida, foi medida a captagio de 2-deoxi-[2,6-°H]-D-glicose, ¢ a
incorporagdo de [U-'*C]-D-glicose ao glicogénio muscular precipitado e extraido, segundo os

métodos descritos por CHALLIS et al.(1986) e CRETTAZ et al.,(1980).

11- Conteudo de glicogénio hepatico

O glicogénio foi extraido segundo GEARY et al. (1981). Amostras de figado de 100mg ¢
uma curva padrido de glicogénio foram incubadas por lhora a 95°C em KOH 30%. Para
precipitacdo do glicogénio, foram adicionados Na,SO, saturado e etanol absoluto, seguindo-se
centrifugacdo a 1500 rpm por 15 minutos. O pellet foi ressuspenso em agua quente (80°C) e

centrifugado por mais duas vezes com etanol para purificar o precipitado que, em seguida, foi
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seco ¢ hidrolisado em HCI 4N, por 2 horas, a 95 °C. Apds neutralizagdo com NaOH 4N, dosou-se
a quantidade de glicose gerada pela hidrdlise do glicogénio, utilizando-se o kit glicose E

enzimatica (CELM, Sao Paulo, Brasil).

12- Quantificacio da p-GSK3 (glicogénio sintase quinase fosforilada) no figado

Os animais foram privados de alimento por 10 horas. Amostras de figado foram coletadas
no estado basal e 10 minutos ap6s injecdo de 4U de insulina regular humana (Biohulin, Biobras,
Brasil), na v. porta. Os tecidos, retirados entre 8:00 e 10:00 horas da manha, foram
imediatamente homogeneizados em tampao (Tris 100mM, EDTA 10mM, PSMF 2mM, fluoreto
de sédio 100mM, ortovanadato de sodio 10mM, pirofosfato de so6dio, 10mM, aprotinina
0,01mg/ml, triton 100X 10%) para impedir a agdo das fosfatases, utilizando-se Polytron PT 3000

KINEMATICA ® (BRINKMAN) a 20.000 rpm.

12.1- ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

As amostras, apds determinagdo da concentracdo de proteinas totais (LOWRY et al.,
1951), foram adicionadas de azul de bromofenol 0,1%, fosfato de s6dio 0,05M, glicerol 50% e
SDS 10%, fervidas e aplicadas ao gel de poliacrilamida a 10%. A eletroforese foi realizada com

voltagens fixas de 40V para o gel de empacotamento e 60V para o gel de separagdao. O tampao de

corrida foi composto de Tris S0mM, Glicina 0,38M, EDTA 1,80mM, SDS 0,1%.

12.2- TRANSFERENCIA ELETROFORETICA
A transferéncia eletroforética para uma membrana de nitrocelulose Hybond-ECL
(Amersham, Buckinghahmshire, UK), foi realizada sob corrente constante de 40mA, durante 16

horas, a 4°C, em tampao de transferéncia Tris 25mM, Glicina 192mM, metanol 20%, SDS 0,02%



29

12.3- DETECCAO POR QUIMIOLUMINESCENCIA

A imunodetec¢do da proteina especifica e quantificagdo por quimioluminescéncia
seguiram as especificacdes do anticorpo anti-fosfo-GSK-3a/B (Ser 21/9) (Cell Signaling
Technology, Inc.) e do kit ECL™ Western Blotting Analysis System, RPN 2108 (Amersham,
Buckinghahmshire, UK).

Reagdes inespecificas foram bloqueadas com PBS pH 7,2, acrescido de leite em po
desnatado (8%). Em seguida, a membrana foi incubada a 4°C, sob agitacdo constante, por 16
horas, com o anticorpo primario anti-fosfo-GSK-3a/B, Ser 21/9, em diluicdo 1/1000 em TBS
0,1% Tween 20, BSA 5%.

A incubagdo com Ac secundario, detec¢do por quimioluminescéncia e avaliacdo
densitometria Optica seguiram o mesmo protocolo descrito acima, no item 8.4. O resultado

numérico foi expresso em unidades arbitrarias (UA).

13. Analise estatistica

Os resultados numéricos estdo apresentados como média + E.P.M. As médias dos
contetdos de mRNA do GLUT4, proteina GLUT4 e glicogénio hepatico dos diversos grupos
experimentais foram confrontados por andlises de varidncia de uma via para dados
independentes, seguidas pelo teste de Student-Newman-Kewls.

As médias dos grupos submetidos aos experimentos envolvendo estimulo insulinico
foram confrontadas por ANOVA de duas vias para dados relacionados, seguida do teste de
Bonferroni.

O nivel de significancia adotado foi p < 0,05.
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RESULTADOS

Parametros morfométricos e verificacdo da presenca de obesidade

As tabelas 2 e 3 mostram os parametros morfométricos dos animais controles e obesos,
tratados (CG ¢ MSG/G) e ndo tratados (C ¢ MSG) com glimepirida. Nota-se que os animais
obesos apresentaram um aumento de cerca de 50% (P< 0,05) no peso da gordura periepididimal
(MSG: 5,21 £ 0,25g; MSG/G: 5,50 £ 0,75g) em relagdo aos controles (C: 3,62 + 0,23g; CG: 3,34
+ 0,29g). Também apresentaram pesos absolutos do coracdo e dos musculos esqueléticos sdleo
(SOL) e extensor digital longo (EDL) significativamente menores (tabela 2A).

Analisando-se o peso destes tecidos relativamente ao peso corporeo, observamos que o
aumento da massa adiposa foi ainda mais acentuado (73%), confirmando o aumento de
adiposidade nestes animais (MSG: 1791 £87mg e MSG/G: 1787 + 223mg, P< 0,01 vs. C: 1116 +
123mg e CG: 956 £ 184mg). Por outro lado, o peso relativo dos musculos (COR, SOL, EDL) ndo
foi diferente entre ratos controles e obesos, demonstrando que o menor peso absoluto dos
musculos dos obesos foi devido ao prejuizo no crescimento, sendo mantida a propor¢ao de massa
magra relativamente ao peso (tabela 2B).

De fato, os animais obesos tiveram menor peso corporeo (MSG: 291 £ 9g e MSG/G: 288
+ 7g, P<0,001 vs. C: 350 £ 11g e CG: 350 + 10g), associado a diminui¢do do comprimento naso-
anal (MSG: 20,9 £ 0,2cm e MSG/G: 21 £ 0,2, P< 0,001 vs. C: 22,7 + 0,2cm ¢ CG: 23 +£0,2cm),
como se observa na tabela 3.

Assim, além do excesso de deposi¢do de gordura, a obesidade confirmou-se pelo indice
de Lee, que demonstrou que os animais MSG (31,61 + 0,12g1/3/0m) e MSG/G (31,45 £ 0,14

1 . ~ . .
g'?/cm) apresentaram maior peso em relagio a0 comprimento que seus respectivos controles, C
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(31,00 £ 0,12 gm/cm) e CG (30,60 £ 0,23 gm/cm), embora o peso corporeo absoluto dos obesos
tenha sido menor (tabela 3).
O tratamento com a glimepirida ndo afetou nenhuma das caracteristicas morfométricas

analisadas, como pode ser observado pela auséncia de diferencas entre os grupos C e CG e entre

os grupos MSG e MSG/G (tabelas 2 e 3).

TABELA 2A: Peso absoluto dos tecidos de animais controles e obesos, tratados (CG e MSG/G)

e ndo tratados (C e MSG) com glimepirida por 4 semanas.

Tecido TAB (g) SOL (mg) EDL (mg) COR (mg)

Grupo
C (n=10) 3,62 +£0,23 1306 1507 960 £ 30
CG (n=7) 3,34 +£0,29 130+ 8 140+ 5 930 + 50

MSG (n=13) 521 +0,25%+ 100 £2%*4+f  [20 £ 6 **% + 780+ 20 *¥* +4

MSG/G (n=10) 550 £0,75% + 100  4%*¥ 44 130+ 6 * 780 + 30 *¥* 44

TAB= Tecido Adiposo Branco; SOL = musculo s6leo; EDL = muisculo Extensor Digital Longo; COR =
musculo cardiaco.

Valores expressos como média £ EPM e comparados por analise de variancia de 1 via, para dados
indepentes.

*p<0.05vs. C* **p<0.001 vs. C;

+p<0,05vs. CG 1 p <0,01 vs. CG 1+ +p<0,0lvs. CG
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TABELA 2B: Peso relativo a 100 gramas de peso corpdreo dos tecidos de animais controles e

obesos, tratados (CG e MSG/G) e ndo tratados (C e MSG) com glimepirida por 4

s€manas.

Tecido
Grupo TAB (mg/100g) SOL (mg/100g) EDL (mg/100g) COR (mg/100g)
C (n=10) 1116 + 123 38+2 43+2 274+9
CG (n=7) 956 +84 372 41 +3 267 £ 14
MSG (n=13) 1791 £ 87 **++ 32+1 3912 266+ 6
MSG/G (n=10) 1787 £ 223**++ 3242 43+2 268 £ 10

TAB= Tecido Adiposo Branco; SOL = musculo s6leo; EDL = musculo Extensor Digital Longo; COR =
musculo cardiaco.

Valores expressos como média + EPM e comparados por analise de variancia de 1 via, para dados
indepentes.

**p<0.01vs.C

1 p<0,01 vs. CG
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TABELA 3: Indice de Lee, peso corpdreo e comprimento naso-anal de ratos controles e obesos,

tratados (CG ¢ MSG/G) e ndo tratados (C e MSG) com glimepirida durante quatro

semanas.
Grupo Peso Comprimento indice de Lee
6] (cm) (g"/em)
C 350,3+£10,8 22,7+ .21 31,00 £ 0,14
(n=17)
CG 350,1 £ 10,4 23,0+ 0,17 30,60 £ 0,23
(n=13)

MSG 291,3 £8.,7 20,9+ 0,19 31,61+ 0,12
(n=18) * ok gy o *fp
MSG/G 287,974 21,0 £ 0,21 31,45+ 0,14
(n=18) i i "

INDICE DE LEE = (*N peso + comprimento naso-anal) X 100

Valores expressos como média = EPM, comparados por Analise de varidncia de 1 via, para dados
independentes

*p<0,05vs.C * %% p<(,001 vs. C

1 p<0,01 vs. CG 11 p <0,001 vs. CG
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Consumo de agua e alimento

Os consumos de agua e racdo dos diferentes grupos experimentais foram medidos antes ¢
durante as 4 semanas de tratamento com glimepirida, pelo menos 2 vezes por semana.

As tabelas 4A e 4B mostram, respectivamente, o consumo médio de ragdo e de agua,
antes do inicio da administragdo da glimepirida e ao final do periodo de tratamento. Durante este
periodo, os consumos tanto de alimento como de dgua se mantiveram constantes dentro de cada
grupo, ndo havendo diferenca significativa entre o consumo inicial e consumo final, apds 4
semanas.

Comparados aos animais controles, os obesos (tratados ou nao com glimepirida)
apresentaram consumo absoluto significativamente mais baixo, tanto de alimento quanto de agua.
A glimepirida ndo alterou o consumo, pois os grupos CG e MSG/G apresentaram ingestao
semelhante aos grupos C e MSG, respectivamente. E interessante ressaltar que as diferencas de
consumo entre controle e MSG foram devidas as diferengas de tamanho dos animais apenas, pois
embora os grupos obesos apresentassem menor ingestdo em valores absolutos, estes valores
igualaram-se quando normalizados por 100g de peso corpdreo, demonstrando a normofagia dos

animais MSG.



35

TABELA 4 -A: Consumo alimentar de diario de ratos controles e obesos, tratados (CG e
MSG/G) e nao tratados (C ¢ MSG) com glimepirida, expresso em valores absolutos

(g) e relativos a 100g de peso corporeo (g/100g).

Grupo Consumo alimentar
Absoluto Relativo
Inicial (g) Final (g) Inicial (g/100g) Final (g/100g)
C(®) 23,30+ 0,18 23,15+ 0,16 7,27 £ 0,30 6,41 £ 0,26
CG (6) 23,50+0,10 23,60 +£0,20 7,29 £0,22 6,47 10,11
MSG (6) 20,93 £0,22***f+1 21,05 £ 0,20%**f§+ 7,66 £ 0,23 6,73 £ 0,22
MSG/G (6) 20,60 £ 0,20%**%%+ 20,80 + 0,15%**++ 7,51 0,10 6,70 £ 0,14

Inicial = média de dois dias anteriores ao inicio do tratamento com glimepirida; Final = dois
ultimos dias antes do sacrificio. Resultados expressos como média + EPM, calculada a partir do consumo

médio de 5 ou 6 gaiolas coletivas, contendo 3-4 animais.

*#*% p <0.001 vs. C; 111 p < 0,001 vs. CG

TABELA 4 -B: Consumo hidrico diario de ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e
nao tratados (C e MSG) com glimepirida, expresso em valores absolutos (ml) e

relativos a 100g de peso corpéreo (ml/100g).

Grupo Consumo hidrico
Absoluto Relativo
Inicial (ml) Final (ml) Inicial (ml/100g) Final (ml/100g)
C@ 31,00 £ 1,36 32,00 £ 1,03 10,08 £ 0,33 9,40 + 0,30
CG (5) 30,48 £ 1,24 31,26 £ 1,28 10,35+ 0,31 9,41 £ 0,33
MSG (7) 25,19 £ 1,52* 25,66 £ 0,49 * 1 9,88 0,59 8,77 £0,29
MSG/G (7) 25,49 +1,34* ¥ 25,23 £1,65* § 9,76 £ 0,57 8,38 £ 0,45

Inicial = média de dois dias anteriores ao inicio do tratamento com glimepirida; Final = dois
ultimos dias antes do sacrificio. Resultados expressos como média £ EPM, calculada a partir do consumo

médio de 5 ou 7 gaiolas coletivas, contendo 4-5 animais.

*p<0.05vs.C; +p<0,05vs. CG
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Avaliacao da sensibilidade a insulina

Na tabela 5, observa-se que a glimepirida ndo alterou os niveis glicémicos (ANOVA,
p>0,05), embora tenha elevado a insulinemia, tanto nos ratos controles (p<0,05) quanto nos
obesos (p<0,001). Mesmo com as insulinemias elevadas, os animais tratados ndo apresentaram
indicios de variacdes glicémicas importantes durante o periodo de tratamento, pois as
concentragdes de frutosamina foram semelhantes entre todos os grupos (p>0,05). Comparando-se
C e MSG, nao houve diferenca significativa entre as insulinemias, embora os obesos tendessem a
apresentar uma elevagdo, o que indica que estes animais foram avaliados numa fase do
desenvolvimento em que as alteragdes metabolicas da sua obesidade ainda ndo se encontravam
totalmente estabelecidas.

Assim, para confirmar a presenga de resisténcia insulinica, utilizamos o teste de tolerancia
a insulina, onde avaliamos se houve diferenga na resposta aguda a este hormonio entre os
diferentes grupos. A figura 3 mostra, em valores percentuais por minuto, as constantes de
decaimento da glicose (KITT) obtidas a partir dos valores de glicemia de 0 a 16 minutos apds
sobrecarga venosa de insulina. O grupo MSG (KITT = 3,26 £+ 0,30 % por minuto) apresentou
decaimento da glicose significativamente mais lento que os grupos C (4,67 + 0,39 % por minuto),
CG (4,68 £ 0,34 % por minuto) e MSG/G (4,53 + 0,28 % por minuto).

Os valores de glicemia basal, registrados antes da sobrecarga hormonal, foram
semelhantes entre os grupos C (120,443,0 mg/dl), CG (115,3+£1,6 mg/dl), MSG (106,4+2,6
mg/dl) e MSG/G (115,944,9 mg/dl). Observe-se que estes valores foram significativamente mais
baixos que as glicemias obtidas nos ensaios de glicose oxidase (tabela 5), pois foram medidos em

amostras de sangue total da cauda, coletado por puncdo caudal, enquanto as dosagens foram em
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plasma, isolado do sangue obtido da veia cava inferior. No entanto, também nestas amostras nao

se observaram diferenca significativas entre os grupos

TABELA 5 — Parametros metabolicos de ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e nao

tratados (C e MSG) com glimepirida, durante quatro semanas.

GRUPO GLICEMIA (mg/dl)  INSULINEMIA (nU/ml) FRUTOSAMINA (umol/l)

C 137,75 £ 3,10 16,95 2,09 132,30+ 7,69
(n=16) (n=15) (n=8)

CG 142,58 + 2,49 27,51 £3,90 125,4+ 7,85
(n=11) (n=12) * (n=8)

MSG 144,22 + 3,98 20,87 £ 1,58 137,7+ 6,11
(n=17) (n=18) (n=7)

MSG/G 146,18 £ 4,54 34,73 + 3,07 ¥*Fppp 135,3+£7,53
(n=14) (n=12) (n=7)

Amostras coletadas sem restricdo alimentar prévia. Resultados expressos como média = EPM,

comparados por Andlise de Variancia de 1 via, para dados independentes; * p<0,05 vs. C, ***p<0,001 vs.

C; ### p<0,001 vs. MSG



38

8 ITT

KITT (%/min)
S

C CG MSG MSG/G

FIGURA 3: Constante de decaimento da glicose (kITT) de ratos controles e obesos, tratados (CG e
MSG/G) e nao tratados (C e MSG) com glimepirida por 4 semanas. Os resultados foram
obtidos em 7-8 animais por grupo, sendo as médias comparadas por analise de varidncia de 1
via para dados independentes, seguida do teste de Student Newman-Kewls (SNK).
*p<0,05vs.C +p<0,05vs. CG #p <0,05 vs. MSG



39

Analise da expressiao do gene do GLUT4 e distribuicio subcelular da proteina

Na tabela 6, estdo demonstrados os valores de recuperacdo protéica total para os
diferentes tecidos estudados. Em cada fragdo (PM, M ou FFE), nenhuma diferenca significativa
foi observada entre os grupos.

As figuras de 4 a 11 referem-se aos resultados obtidos nos experimentos de Northern e
Western Blotting quanto a expressio do mRNA de GLUT4 e proteina GLUT4 total,
respectivamente (figuras 4, 6, 8 ¢ 10) e aos resultados de Western Blotting quanto a distribuicao

sub-celular da proteina GLUTA4, nos diversos tecidos estudados (figuras 5, 7,9 ¢ 11).

Musculo cardiaco

Como se observa nas figuras 4 e 5, cujos valores numéricos e nimero de animais em cada
grupo encontram-se expressos no anexo 1, nao houve efeito do MSG ou da glimepirida sobre a
expressao do mRNA do GLUT4 (p > 0,05), ou da proteina GLUT4 (p > 0,05).

Apenas nas fracdes microssomais houve uma tendéncia a diminuicdo do conteudo de
GLUT4 nos grupos tratados com a glimepirida (p>0,05). No entanto, a quase totalidade do
GLUT4 recuperado nas fragdes esteve presente em PM, de modo que eventuais variagdes em M
nao se refletiriam no conteudo total.

Para verificar se as fragdes PM, ndo s6 do musculo cardiaco, mas também dos musculos
esqueléticos, encontraram-se de fato enriquecidas em proteinas de membranas plasmaticas, foi
dosada a atividade enzimatica de um marcador especifico, a 5 nucleotidase. Os resultados destes
ensaios encontram-se expressos nos anexos SA a 5C, onde ¢ possivel verificar que 75% a 95%
do total da atividade de 5'nucleotidase recuperada estiveram de fato presentes nas fragdes de

membranas plasmaticas.
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Musculos esqueléticos

EDL

Os resultados obtidos neste tecido estdo representados nas figuras 6 e 7, cujos valores
numeéricos encontram-se exXpressos no anexo 2.

Neste musculo, constituido predominantemente de fibras brancas, glicoliticas, a
glimepirida reduziu em cerca de 33% o contetido de mRNA do GLUT4 dos ratos controles (CG
vs. C, p<0,01). Esta reducdo refletiu-se apenas na fragdo microssomal (figura 7), sendo
insuficiente para reduzir significativamente o conteudo total (PM+M), onde todos os grupos
apresentaram conteudos semelhantes da proteina.

As mesmas altera¢des foram provocadas pelo MSG, que reduziu o mRNA do GLUT4 em
25% (MSG vs. C, p<0,01) e proteina apenas na fragdo microssomal. A glimepirida restaurou o
conteudo de mRNA, que se elevou em 23% em relagdo ao grupo MSG (p<0,05 vs. MSG), bem
como a proteina dos estoques intracelulares, que foram semelhantes aos do grupo C.

Quanto a distribuicdo subcelular neste tecido (figura 7), 90% do GLUT4 total foi
encontrado na fragdo de membranas plasmaticas, onde também foi recuperado mais de 75% da

atividade de 5'nucleotidase, como pode ser observado no anexo 5B.

SOLEO

Neste tipo de musculo esquelético, constituido predominantemente de fibras vermelhas,
oxidativas (figuras 8 e 9, e valores numéricos no anexo 3), a glimepirida promoveu aumento da
expressao de GLUT4, tanto nos animais controles quanto nos obesos.

No grupo controle, a glimepirida aumentou o conteudo de mRNA em cerca de 34% (CG,

p<0,05 vs. C), que foi acompanhado de um aumento de quase 60% na proteina GLUT4 (p<0,05).
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Por outro lado, o MSG néo alterou o contetido de proteina (p>0,05 vs. C), embora tenha
elevado o mRNA em 31% (p < 0,01 vs. C). Assim, os animais obesos mantiveram o mesmo
conteudo da proteina que os animais controles, mas apenas as custas de um aumento
significativo do mRNA. Vale ressaltar que este mesmo aumento, nos animais CG, foi suficiente
para elevar significativamente o conteudo da proteina. Esta deficiéncia relativa da proteina
GLUT4 nos obesos foi corrigida pelo tratamento com a glimepirida, que ndo alterou a expressao
do mRNA (MSG/G vs. MSG, p>0,05), mas elevou em 85% o conteudo total da proteina GLUT4
(MSG/G vs. MSG, p<0,001).

Em todos os grupos, 80% ou mais do conteudo total de GLUT4 encontrou-se na fragao de
membranas plasmaticas. Tanto em PM quanto em M, a glimepirida elevou significativamente o
conteudo desta proteina em relagdo aos respectivos grupos ndo tratados, demonstrando um efeito
muito evidente da glimepirida no sentido de elevar a expressdo deste transportador de glicose
neste tecido.

Quanto a atividade de 5'nucleotidase, mais de 75% da atividade recuperada esteve
presente na fragdo PM, demonstrando seu enriquecimento em proteinas de membranas

plasmaticas (anexo 5C).

Tecido adiposo branco

Na figura 10A (anexo 4), observa-se que o grupo MSG apresentou conteido de mRNA
do GLUT4 elevado em 30% (MSG vs. C, p<0,05), efeito este revertido pelo tratamento com a
glimepirida (MSG/G vs. C, p>0,05). Nos animais controles, a glimepirida ndo provocou aumento
significativo do mRNA do GLUT4 (CG vs. C, p > 0,05).

As variagdes do conteudo da proteina GLUT4 (figura 10B, anexo 4) refletiram o mesmo

padrdo dos resultados do Northern Blotting, pois o aumento significativo observado no grupo
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MSG (p<0,01 vs. C) foi igualmente revertido pelo tratamento com a glimepirida, apresentando o
grupo MSG/G quantidade de GLUT4/g tecido semelhante ao grupo C. Novamente, nos animais
controles, a glimepirida ndo chegou a promover alteragdo significativa (CG, p>0,05 vs. C).

As figuras 11A e 11B demonstram que a elevagdo do GLUT4 total decorreu de maior
conteudo de GLUT4 na fragdo de membranas plasmaticas (PM), a despeito do fato de mais de
50% do GLUT4 total recuperado nas fragdes subcelulares estar localizado nos estoques
intracelulares (M). Nestes, ndo se observaram diferencas significativas no conteido de GLUT4,
embora seja interessante ressaltar que nos grupos tratados com a glimepirida houve uma

tendéncia a diminui¢ao do contetdo intracelular (p>0,05).
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TABELA 6 - Recuperagdo protéica total por grama de tecido nas diferentes fragdes dos tecidos
de ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e ndo tratados (C e MSG) com glimepirida,

por 4 semanas.

TAB C (n=5) CG (n=5) MSG (n=5) MSG/G (n=5)
PM (mg/g) 0,45 + 0,075 0,66 + 0,12 0,45 + 0,04 0,54 + 0,08
M (mg/g) 0,33 + 0,047 0,32 + 0,061 0,26 + 0,055 0,33 + 0,05
FFE (mg/g) 8,78 + 1,27 10,11 + 1,48 7,79 £ 0,68 8,67 + 1,41
SOLEO C(n=6) CG (n=5) MSG (n=6) MSG/G (n=5)
PM (mg/g) 5,09 + 0,36 4,74 + 0,47 4,49 + 0,65 520+ 0,58
M (mg/g) 1,84 +£0,12 2,02+ 0,23 1,87 0,14 1,74+ 0,81
EDL C (n=6) CG (n=6) MSG (n=6) MSG/G (n = 6)
PM (mg/g) 5,59 + 0,75 5,12+ 0,83 7,90+ 1,179 8,86 + 2,08
M (mg/g) 2,42 +027 2,33+0,32 1,80 £ 0,27 2,98 + 0,34
COR Cn="7) CG (n=5) MSG (n=6) MSG/G (n=5)
PM (mg/g) 31,65 £ 5,28 27,80 3,73 35,07 £ 6,22 33,91 +7,82
M (mg/g) 2,45 + 0,60 1,98 + 0,43 3,15+ 0,82 2,93 £0,98

TAB, tecido adiposo branco; EDL, musculo Extensor Digital Longo; COR, musculo cardiaco; PM, fragdo
de membranas plasmaticas; M, fragdo de membranas microssomais; FFE, fracdo livre de gorduras.
Resultados expressos como média =+ EPM e comparagdes estatisticas apenas entre os grupos, para uma

mesma fragao de cada tecido (ANOVA de 1 via, para dados independentes)
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Figura 4 - Analise do mRNA do GLUT4 (A) e proteina GLUT4 (B) em musculo cardiaco de
ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e ndo tratados (C e MSG) com glimepirida por 4
semanas. Em A: conteiidos do mRNA do GLUT4, normalizados pela B-actina, expressos em unidades
arbitrarias (UA). Os resultados sdo média = EPM de 3 experimentos distintos. Ao lade: Autorradiografias
tipicas de mRNA de GLUT4 e B-actina. Em B: Conteudo da proteina em membranas totais (PM + M). Os
resultados sdo média = EPM de 4 experimentos distintos, expressos em UA/ g tecido. Valores numéricos

das médias, EPM e n, no ANEXO 1. ANOVA de 1 via para dados independentes, p>0,05.



45

PM M

|
LT L L
C CG

MSG MSG/G C CG MSG MSG/G

COR (PM) COR (M)
150 15 1
8 3
LN o&s
2S5 100- 2o 10+
O O)
; b3 ; »
E 53
3 <~ 504 > 51
(U] (U]
0- 0 -
C CG MSG MSG/G C CG MSG MSG/G

Figura 5 — Analise da proteina GLUT4 em membranas de fragdes subcelulares do musculo
cardiaco de ratos controle e obeso, tratados (CG e MSG/G) e ndo tratados (C e MSG) com glimepirida
por 4 semanas. A esquerda: Contetido de GLUT4 em membrana plasmatica (PM), contido numa mesma
quantidade de proteinas totais (30 pg) submetidas a eletroforese e expresso em UA/g de tecido. A direita:
Conteudo de GLUT4 em microssoma (M), contido numa mesma quantidade de proteinas totais (30 ug)
submetidas a eletroforese e expresso em UA/g tecido. Acima: Autorradiografias tipicas das fracdes PM e

M. Os resultados sdo média = EPM de 4 experimentos distintos (ANEXO 1). ANOVA de 1 via para

dados independentes, p>0,05.
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Figura 6 - Analise do mRNA do GLUT4 (A) e da proteina GLUT4 (B) em musculo extensor
digital longo de ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e nao tratados (C e MSG) com
glimepirida por 4 semanas. Em A: conteidos dos mRNAs do GLUT4, normalizados pela B-actina,
expressos em unidades arbitrarias (UA). Os resultados sdo média £ EPM de 3 experimentos distintos. Ao
lado: Autorradiografias tipicas de mRNA de GLUT4 e B-actina. Em B: Conteudo da proteina (UA/g
tecido) em membranas totais (PM + M). Os resultados sdo média + EPM de 4 experimentos distintos.
Valores numéricos das médias, EPM e n, no ANEXO 2.

ANOVA de 1 via para dados independentes/SNK: **p<0.01vs. C; T p<0,05 vs. CG
#p <0,05 vs. MSG



47

PM M
.“.ﬂ H R =
MSG MSGIG C MSG MSGI/G
»5- EDL (PM) 2.5+ EDL (M)
o o
= & 201 2 . 207
o [T )
s 8 o
O x 15- o : 1,5 %
=S g« *
5 2 10- 5 3 107
- |
© 51 © o051
0- 0 -
(o4 CG MSG MSG/G (o8 CG MSG MSG/G

Figura 7 — Analise da proteina GLUT4 em membranas de fragdes subcelulares do musculo
extensor digital longo de ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e nao tratados (C e MSG) com
glimepirida por 4 semanas. A esquerda: Conteido de GLUT4 em membranas plasmaticas (PM), contido
numa mesma quantidade de proteinas totais (30 pg) submetidas a eletroforese. A direita: Conteudo de
GLUT4 em microssomas (M), contido numa mesma quantidade de proteinas totais (30 pug) submetidas a
eletroforese. Acima: Autorradiografias tipicas das fragdes PM e M. Os resultados sdo média =+ EPM de 4
experimentos distintos, expressos em UA por grama de tecido (ANEXO 2).

ANOVA de 1 via para dados independentes/ SNK: *p<0,05vs.C
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Figura 8 - Analise do mRNA do GLUT4 e proteina em musculo séleo de ratos controle e obeso,
tratados (CG e MSG/G) e ndo tratados (C e MSG) com glimepirida por 4 semanas. Em A: conteudos dos
mRNAs do GLUT4, normalizados pela -actina, expressos em unidades arbitrarias (UA). Os resultados
sdo média = EPM de 3 experimentos distintos. Ao lado: Autorradiografias tipicas de mRNA de GLUT4 e
B-actina. Em B: Conteudo da proteina GLUT4 em membranas totais (PM + M). Os resultados sao média
+ EPM de 4 experimentos distintos, expressos em UA/ g tecido.

Para valores numéricos das médias, EPM e n, consultar ANEXO 3

ANOVA de 1 via para dados independentes/SNK: *p<0,05vs.C **p<0.01vs.C
* % % p<0,001 vs. C; ### p<0,01 vs. MSG
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Figura 9 — Andlise da proteina GLUT4 em membranas de fragdes subcelulares do musculo soleo
de ratos controle e obeso, tratados (CG e MSG/G) e ndo tratados (C e MSG) com glimepirida por 4
semanas. A esquerda: Conteddo de GLUT4 em membrana plasmatica (PM), contido numa mesma
quantidade de proteinas totais (30 pg) submetidas a eletroforese. A direita: Contetido de GLUT4 em
microssoma (M), contido numa mesma quantidade de proteinas totais (30 ug) submetidas a eletroforese.
Acima: Autorradiografia tipica das fragdes PM e M. Os resultados sdo média £ EPM de 4 experimentos
distintos, expressos em UA/ g tecido (ANEXO 3).

ANOVA de 1 via para dados independentes/SNK: **p<0,01vs.C *%% n<0,001 vs. C
### p < 0,001 vs. MSG
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Figura 10 - Analise do mRNA do GLUT4 e proteina GLUT4 em tecido adiposo branco
periepididimal de ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e nao tratados (C e MSG) com
glimepirida por 4 semanas. Em A: conteudo do mRNA do GLUT4, normalizado pela B-actina, expresso
em unidades arbitrarias. Os resultados sdo média + EPM de 3 experimentos distintos. Ao lado:
Autorradiografias tipicas de mRNAs de GLUT4 e B-actina. Em B: Contetido da proteina por grama de
tecido em FFE, que corresponde ao conjunto de membranas totais. Os resultados sdo média = EPM de 3
experimentos distintos. Valores numéricos de médias, EPM e n: ANEXO 4.

ANOVA de 1 via para dados independentes/SNK: * p < 0,05 vs. C; **p<0.01vs. G
11 p<0,01 vs. CG; # p<0,05 vs. MSG ##p < 0,01 vs. MSG
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Figura 11 — Andlise da proteina GLUT4 em membranas de fragdes subcelulares do tecido
adiposo branco periepididimal de ratos controle e obeso, tratados (CG e MSG/G) e ndo tratados (C e
MSG) com glimepirida por 4 semanas. A esquerda: Conteudo de GLUT4 em membrana plasmatica
(PM), contido numa mesma quantidade de proteinas totais (30 pg) submetidas a eletroforese. A direita:
Conteudo de GLUT4 em microssomas (M), contido numa mesma quantidade de proteinas totais (30 pg)
submetidas a eletroforese. Acima: Autorradiografia tipica das fragdes PM e M. Os resultados sdo média +

EPM de 4 experimentos distintos, expressos em UA/ g tecido (ANEXO 4).
ANOVA de 1 via para dados independentes/SNK: * * p < 0,01 vs. C +p<0,05vs. CG
# p<0,05 vs. MSG



52

Ensaios de Translocacio do GLUT4 sob estimulo insulinico

Glicemia

A figura 12A apresenta as glicemias de jejum e apds 10 minutos da inje¢ao de insulina.
Os diferentes grupos nao apresentaram diferencas significativas entre si, seja no estado basal ou
estimulado. No entanto, em todos os grupos, as injecdes de insulina reduziram significativamente
a glicemia (p<0,001). Os valores das médias, erros padrdes e nimeros de animais em cada grupo
encontram-se expressos no ANEXO 6A.

E interessante ressaltar que, embora os grupos tenham apresentado, em cada situagio
(basal e apos estimulo), glicemias semelhantes entre si, a queda glicémica promovida pela
insulina foi significativamente menor no grupo MSG (Agiicose = 12,71 £ 2,62 mg/dl) que nos
animais C (Agjicose = 20,75 £ 2,21mg/dl) e CG (Agiicose = 23,67 + 2,35 mg/dl), como se observa na
figura 12B. Quando tratados com glimepirida, estes animais tiveram sua resposta glicémica a

insulina restaurada (MSG/G: Agiicose = 25,40 + 2,46 mg/dl, p<0,01 vs. MSG).

Proteina GLUT4

Os contetidos da proteina GLUT4 nas fragdes PM e M, antes (-) e ap6s (+) a injecdo de
insulina estdo expressos na figura 13 e ANEXO 6B.

No estado basal, ndo houve diferenca entre os grupos na fragdo PM. No entanto, sob
estimulo insulinico, houve aumento significativo no conteido de GLUT4 na fracdo PM (efeito da
insulina:p<0,001 vs. Basal), sendo este aumento bem evidente nos grupos C e MSG/G (figura 13
e anexo 6B).

Na fracdo microssomal, o conteido de GLUT4 encontrou-se significativamente elevado

no grupo MSG/G (figura 13), demonstrando que a glimepirida foi capaz de aumentar os estoques
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intracelulares da proteina, disponiveis para a translocagdo. Apos estimulo insulinico, os grupos
ndo apresentaram diferengas significativas entre si, mas a analise de variancia demonstrou um
efeito significativo da insulina (p<0,05), diminuindo o conteido de GLUT4 intracelular, ainda
que, mesmo no estado basal, 80% ou mais do total de GLUT4 j& se encontrassem em PM, em
todos os grupos (figura 14A).

Embora o indice de translocagdo (figura 14A) ndo tenha sido eficiente em demonstrar
diferengas importantes entre os grupos quanto a resposta aguda a insulina (basal x estimulado:
p>0,05), ¢ interessante ressaltar que, analisando-se a amplitude da variagdo na quantidade de
GLUT4 em PM antes e ap6s o estimulo insulinico, observa-se que no grupo MSG/G, o aumento
em PM provocado pela insulina foi muito mais acentuado que nos demais grupos, sendo inclusive
maior que no grupo controle (figura 14B), o que demonstra um efeito importante da glimepirida

melhorando a sensibilidade a insulina.
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FIGURA 12A: Glicemias basais e apds injecao i.v. de 4U de insulina, de ratos controle e obeso,
tratados (CG e MSG/G) e ndo tratados (C e MSG) com glimepirida por 4 semanas. Os resultados, cujos
valores numéricos estdo expressos no ANEXO 6A, sdo médias + EPM de 6-10 animais, confrontadas por

ANOVA de 2 vias para dados relacionados:

INSULINA: §§§ p<0,0001 vs. BASAL; ~ TRATAMENTOS: p>0,05; INTERACAO: p>0,05
QUEDA GLICEMICA
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FIGURA 12B: Amplitude da varia¢do dos valores de glicemias do estado basal até 10 minutos
apos a injecdo de insulina. Os resultados sdo médias =+ EPM das quedas glicémicas de 6-10 animais,
confrontados por ANOVA de 1 via para dados independentes, seguida do teste SNK.

* p<0,05vs. C 7 p<0,05vs. C ## p<0,01 vs. MSG
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Figura 13 — Andlise da proteina GLUT4 em membranas de fragdes subcelulares do musculo
soleo de ratos controle e obeso, tratados (CG € MSG/G) e nao tratados (C e MSG) com glimepirida por 4
semanas. A esquerda: Conteido de GLUT4/g de tecido, na fragio de membranas plasmaticas (PM),
expresso em unidades arbitrarias (UA/g tecido). A direita: Conteado de GLUT4 em microssomas (M).
Acima: Autorradiografias tipicas das fragdes PM e M nos estados basal (-) e ap6s estimulo insulinico (+).
Os resultados sdo médias = EPM de 9 experimentos distintos (ANEXO 6B), confrontadas por ANOVA
de 2 vias para dados relacionados, seguida do teste de Bonferroni.
Fracao PM (esquerda):
8§88 INSULINA: p=0,0004 vs. BASAL; TRATAMENTO: p=0,0981; INTERACAO: p=0,0441
BONFERRONI: tp<0,05 vs. CG
Fracao M (direita):
SINSULINA: p=0,0167; TRATAMENTO: p=0,0061; INTERACAO: p=0,6211
BONFERRONI: *p<0,05 vs. C ##p<0,01 vs. MSG
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Figura 14A: Porcentagem de GLUT4 presente na fragdo de membranas plasmaticas de séleo de
ratos controle e obeso, tratados (CG ¢ MSG/G) e nio tratados (C ¢ MSG) com glimepirida por 4 semanas.
Os resultados sdo médias £ EPM de 9 experimentos distintos, confrontadas por ANOVA de 1 via para
dados independentes, seguida do teste de Student Newman-Kewls (SNK).

*p<0,05 vs. C # p<0,05 vs. MSG
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Figura 14B: Aumento do conteido de GLUT4 na fragdo de membranas plasmaticas de soleo de ratos
controle e obeso, tratados (CG e MSG/G) e nao tratados (C e MSG) com glimepirida por 4 semanas. Os
resultados sdo médias £ EPM de 9 experimentos distintos, confrontadas por ANOVA de 1 via para dados
independentes, seguida do teste de Student Newman-Kewls (SNK).

** p<0,01 vs. C 77 p<0,01 vs. CG ### p<0,001 vs. MSG
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Captacio de 2-deoxi —[2,6 -*H] —D-glicose in vitro

Na figura 15, estd expressa a captagdo de 2-deoxi —[2,6 -"H] —D-glicose pelo musculo
soleo dos diferentes grupos, incubado em auséncia e presenga de 10mU/ml de insulina. Observa-
se que os animais obesos (MSG: 2,03 + 0,17umol/g e MSG/G: 2,20 + 0,14umol/g) apresentaram
captagdo basal significativamente menor (p<0,01) que os controles (C: 2,86 + 0,1 1pmol/g e CG:
3,01 £ 0,20pumol/g). A presenga da glimepirida, por outro lado, ndo afetou a captagdo basal, pois
os grupos C e CG apresentaram valores semelhantes, assim como os grupos MSG ¢ MSG/G.

Em todos os grupos, a captacdo em presencga de insulina foi significativamente elevada em
relacdo ao seu respectivo basal (C: 5,36 £ 0,07 umol/g; CG: 5,29 + 0,18 umol/g; MSG: 4,15 +
0,08 pmol/g e MSG/G: 5,06 = 0,16 umol/g, p<0,001 vs. Basais).

No grupo MSG, a captagdo estimulada pela insulina se manteve significativamente mais
baixa que nos animais controles (p<0,001), evidenciando a resisténcia a agdo do horménio na
captagdo de glicose. Por outro lado, o tratamento com a glimepirida elevou a captacao de 2-deoxi
—[2,6 -°H] —D-glicose, estimulada pela insulina, dos animais obesos ao mesmo nivel dos grupos
C e CG, que foi significativamente maior que a observada nos animais MSG ndo tratados

(p<0,01).
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Figura 15 — Captagio de 2-deoxi —[2,6 -"H] —D-glicose pelo musculo séleo de ratos
controle e obeso, tratados (CG e MSG/G) e ndo tratados (C e MSG) com glimepirida por 4
semanas. Os musculos foram incubados sem insulina (BASAL) e em presenca de 10mU/ml
(INSULINA). Os resultados sao médias =+ EPM de 5 amostras de cada grupo, confrontadas por

ANOVA de duas vias para dados relacionados, seguida do teste de Bonferroni.

INSULINA: p < 0,0001 TRATAMENTOS: p<0,0001 INTERACAO: p =0,0193
BONFERRONI: *p<0,05vs.C ** p<0,01lvs.C ***p<0,001vs.C
tt p<0,0lvs.CG Tt 1p<0,001vs.CG

## p<0,01lvs. MSG
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Incorporacio de [U-"*C]-D-glicose ao glicogénio muscular (in vitro)

A figura 16 mostra a quantidade de [U-'*C]-D-glicose incorporada ao glicogénio durante
incubacdo do musculo séleo, em auséncia e presenga de 10 mU/ml de insulina. Os dados estao de
acordo com os resultados do ensaio de captagdo, pois no estado basal, os animais MSG (0,45 +
0,13 pmol/g) e MSG/G (0,39 £ 0,23 umol/g) tiveram menor incorporagdo de glicose marcada que
os animais controles (C: 0,91 + 0,02 umol/g e CG: 0,98 £ 0,16 pmol/g, p<0,01).

Novamente ratificando os resultados de captagdo, sob estimulo insulinico houve um
aumento significativo da sintese de glicogénio. No entanto, o grupo MSG (2,42 + 0,10 pmol/g)
apresentou menor incorporagio de [U-'*C]-D-glicose, quando comparado aos grupos C (3,44 +
0,14 umol/g) e CG (3,02 = 0,13 pmol/g), p<0,05, enquanto o tratamento com glimepirida desses
animais aumentou significativamente a sintese de glicogénio (MSG/G: 2,96 + 0,20 pumol/g,

p<0,05 vs. MSG).
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Figura 16 — Incorporacdo de [U-'*C]-D-glicose ao glicogénio do maisculo soleo de ratos
controle e obeso, tratados (CG e MSG/G) e ndo tratados (C e MSG) com glimepirida por 4
semanas. Os musculos foram incubados sem insulina (BASAL) e em presenca de 10 mU/ml
(INSULINA). Os resultados sao médias =+ EPM de 5 amostras de cada grupo, confrontadas por

ANOVA de duas vias para dados relacionados, seguida do teste de Bonferroni.

INSULINA: p < 0,0001 TRATAMENTOS: p=0,0001 INTERACAO: p=0,1101
BONFERRONI: *p<0,05vs.C * % % p<0,001vs.C
+p<0,05vs. CG + T p<0,01lvs.CG

# p < 0,05 vs. MSG
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Glicogénio hepatico

A figura 17 representa o conteudo de glicogénio hepatico nos diferentes grupos, expresso
em miligramas de glicogénio por grama de tecido. Observa-se que os animais obesos (MSG: 6,86
+ 0,55 mg/g) apresentaram significativamente menos glicogénio que os animais controles (C:
12,84 + 1,27mg/g e CG: 10,72 £ 0,62mg/g), apdés 10 horas de jejum. O tratamento com a
glimepirida (MSG/G: 10,22 + 1,17mg/g, p<0,05 vs. MSQG) reverteu este quadro, restaurando o

conteudo de glicogénio ao mesmo nivel dos grupos controles.

Conteudo hepatico da glicogénio sintase kinase 3 fosforilada

A abundancia da glicogénio sintase kinase fosforilada (GSK-3 inativa) no figado dos
animais dos diferentes grupos encontra-se expressa na figura 18 (médias =+ EPM e n, ANEXO 7).
Em todos os grupos, o contetido basal da proteina foi semelhante, tendendo os animais MSG a
apresentar menor conteiido, mas ndo significativamente.

Sob estimulo insulinico, o grupo MSG manteve o mesmo conteido de p-GSK3, que foi
significativamente reduzido comparado aos grupos C (p<0,01) e CG (p<0,05). Quando tratados
com a glimepirida, os animais obesos tiveram uma melhora significativa na fosforilagdo da GSK3

em resposta a insulina (p<0,01 vs. MSG).
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GLICOGENIO HEPATICO
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Figura 17 — Conteudo de glicogénio hepatico de ratos controles e obesos, tratados (CG e
MSG/G) e nao tratados (C e MSG) com glimepirida por 4 semanas. Os resultados sao médias +
EPM de 5 animais, comparados por ANOVA de 1 via, para dados independentes, seguida do

teste de Student Newman-Kewls.

* % pn<0,0lvs.C +p < 0,05 vs. CG #p < 0,05 vs. MSG
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Phospho-GSK3
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Figura 18 — Conteudo da proteina glicogénio sintase kinase 3 fosforilada em figado de ratos
controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e nao tratados (C e MSG) com glimepirida por 4 semanas. As
amostras foram coletadas no estado BASAL e ap6s 10 minutos da injecdo i.v. de 4U/animal de
INSULINA. Os resultados sdo médias + EPM de 7 animais de cada grupo, confrontadas por ANOVA de 2
vias para dados relacionados, seguida do teste de Bonferroni.

INSULINA: p < 0,0001 TRATAMENTOS: p=0,0161 INTERACAO: p =0,0123
BONFERRONI: **p<0,01vs. C tp<005vs. CG ##p < 0,01 vs. MSG
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DISCUSSAO

O presente estudo investigou o efeito da glimepirida sobre a sensibilidade a insulina e
expressdo do gene do GLUT4, procurando esclarecer os mecanismos extra-pancreaticos através
dos quais esta sulfoniluréia poderia melhorar a sensibilidade periférica a acdo da insulina.
Adicionalmente também foi investigada a glicogeniogénese hepatica, como um dos mecanismos
de controle da homeostasia glicémica modulado pela glimepirida. Como modelo animal,
utilizamos ratos obesos MSG, que apresentam resisténcia insulinica acompanhada de alteragdes

na expressao de GLUT4 (PAPA et al, 2002; MACHADO et al, 1994).

Obesidade induzida por MSG

Primeiramente, ¢ importante ressaltar a efetiva reproducdo da sindrome de obesidade
induzida pelo MSG descrita na literatura (OLNEY, 1969; CAMERON et al, 1978).

Os animais apresentaram, apoOs tratamento com MSG, peso corporeo absoluto
significativamente reduzido em relagdo aos ratos C (tabela 3), o que foi acompanhado de
aumento da massa adiposa e diminui¢do no peso dos musculos (tabela 2A). Porém, o menor peso
dos tecidos musculares foi reflexo do prejuizo no crescimento, sem diminuicdo da massa magra
relativa, pois a andlise do peso dos musculos em relagdo a massa corporea demonstrou nao haver
diferenga entre C e MSG. De fato, menor crescimento ¢ descrito neste modelo, em que ha
diminui¢do dos niveis de GHRH, com conseqiiente diminui¢do da transcricio de gene do GH,
resultando em baixos niveis de GH circulante (MARMO et al, 1994; KOVACS et al., 2000). Por
outro lado, nos animais obesos, a massa adiposa encontrou-se significativamente elevada em
valores absolutos e, principalmente, quando analisada relativamente ao peso corporeo,

caracterizando a presenca de obesidade (tabela 2B). Além disso, o indice de Lee,
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significativamente elevado, confirmou que os animais MSG apresentaram maior massa corporea
em relacdo ao comprimento naso-anal, ou seja, foram significativamente mais gordos (tabela 3).

Quanto ao consumo hidrico e alimentar (tabelas 4A e 4B), os animais obesos ingeriram
menor quantidade absoluta de dgua e alimento que os controles. No entanto, relativamente aos
seus respectivos pesos corporeos, todos os grupos ingeriram a mesma quantidade de dgua e ragao,
de modo que os grupos obesos foram normofagicos e ndo hipofagicos como descrevem alguns
dados da literatura (SPURLOCK et. al., 1996; MORI et al., 1999). Alias, considerando-se a
reducdo de atividade simpdtica e, portanto, reduzido gasto energético presente na obesidade
induzida pelo MSG (MORRIS et al.,, 1998), pode-se interpretar que, com relagdo as suas
necessidades energéticas, estes animais tenham, alids, ingestio muito alta diante de suas
necessidades caloricas reduzidas, e por isso acumulam gordura.

Os niveis de glicose e insulina plasmaticas foram semelhantes aos dos animais controles,
diferentemente dos niveis elevados relatados por Macho e colaboradores (2000), que utilizaram
ratos Sprague-Dawley, e de Machado & Saito (1995), que utilizaram camundongos. As alteracdes
metabolico-hormonais da obesidade induzida pelo MSG instalam-se progressivamente ao longo
do desenvolvimento dos animais, podendo variar conforme a espécie ou linhagem utilizada. Em
camundongos, por exemplo, o MSG produz uma obesidade grave, com aumento de peso
corpéreo e niveis glicémicos e insulinémicos altos, ja aos trés meses de idade, (MACHADO;
SAITO, 1995). No entanto, outros estudos detectaram hiperglicemia nos camundongos apenas
aos seis meses (PAPA et al., 1997; PAPA et al., 2002). Em ratos, normalmente ndo se observa
hiperglicemia, mas a insulinemia encontra-se usualmente elevada (HIRATA et al., 1997;
GUIMARAES et al., 2002; THIRONE et al., 2004). No presente estudo, os ratos MSG nao
apresentaram alteracdes nos niveis glicémicos ¢ a inulinemia tendeu a elevar-se, embora nao

siginificativamente. No entanto, a presenca da resisténcia insulinica nestes animais foi claramente
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demonstrada pelo teste de tolerancia a insulina (ITT). Esta resisténcia associada a obesidade esta
de acordo com resultados obtidos em animais obesos pelo envelhecimento, cuja resisténcia
insulinica foi confirmada através de teste de tolerancia a glicose. (MACHADO et al, 1992). Além
disso, menor constante de decaimento da glicose (KITT) ja havia sido demonstrada em ratos
obesos pelo MSG em outros estudos (THIRONE et al., 2004) que também utilizaram estes

animais como modelo de resisténcia a insulina.

Tratamento com glimepirida

As sulfonilureas s3o drogas de efeito anti-hiperglicemiante utilizadas no tratamento do
diabetes mellitus tipo 2, por seu potente efeito sobre as células B do pancreas, onde estimulam a
secrecdo de insulina. A glimepirida, embora tenha baixa afinidade pelas células B, apresenta
efeitos anti-hiperglicemiantes satisfatorios (KRAMER et al., 1996; MULLER & GEISEN, 1996),
0 que sugeriu sua maior eficiéncia na melhora da sensibilidade periférica a insulina,
comparativamente a outras sulfoniluréias.

Neste estudo, a glimepirida foi diluida na dgua de beber para absorc¢do pelo trato gastro-
intestinal, evitando-se os efeitos indesejaveis do estresse da administracdo por gavagem. A droga
ndo alterou a palatabilidade do alimento e, principalmente, da dgua onde foi diluida, pois ndo
afetou a ingestdo de dgua nem de alimento dos animais C ou MSG (tabelas 4A ¢ 4B). Os grupos
tratados (CG e MSG/G) também ndo apresentaram alteracdes das caracteristicas morfométricas
em relacdo aos seus respectivos controles (C e MSG), como mostram as tabelas 1 e 2.

A dose diaria de 0,1 mg/kg de peso foi determinada com base em dados da literatura que
demonstram ser esta a dose minima necessaria para inibir a elevagdo da glicose plasmatica apds
sobrecarga oral em ratos (EL-REYANI et al, 1999). Como observado no teste de tolerancia a

insulina (figura 3), foi também eficiente na reversao do quadro de resisténcia insulinica presente
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em animais obesos pelo MSG, pois aumentou a constante de decaimento da glicose (kITT). Por
outro lado, a glimeprida nao afetou a sensibilidade a insulina em animais controles.

A glicemia (tabela 5) também ndo foi afetada pelo tratamento com a glimepirida. A
insulinemia, no entanto, elevou-se significativamente, o que demonstra a efetividade do
medicamento como secretagogo de insulina, efeito este conhecido por ocorrer através da acdo das
sulfoniluréias sobre os canais de potdssio sensiveis a adenosina trifosfato (Katp), que apresentam
subunidades denominadas SUR (Sulfonylureas Receptors) (GRIBBLE & ASHCROFT, 2000).

Estes canais Karp, encontrados ndo apenas nas células B, mas também na musculatura
esquelética, cardiaca, lisa vascular e adipdcitos, permanecem abertos, mantendo constante o
efluxo de K', que mantém o potencial de repouso da membrana (-70mV) (GRIBBLE &
REIMANN, 2003; SHI et al., 1999). Especificamente nas células B, quando aumenta a
metabolizacdo da glicose, o aumento de ATP bloqueia estes canais, impedindo o efluxo de K, o
que despolariza a membrana e provoca a abertura de canais de Ca’ voltagem-dependentes. As
sulfoniluréias, ao se ligarem aos SURs, desencadeiam este mesmo mecanismo de inibi¢do dos
canais de potassio, provocando a secre¢do de insulina (GRIBBLE & REIMANN, 2003).

Diferentes sulfoniluréias apresentam diferengas de afinidade e especificidade pelos canais
de potassio (GRIBBLE & ASHCROFT, 2000), tendo a glimepirida baixa afinidade pelos canais
Karp da célula B, porém igual ou maior efeito sobre a glicemia (KRAMER et. al., 1996). De fato,
j& foi demonstrado que a glimepirida pode ser mais eficiente que a glibenclamida no controle
glicémico, além de melhorar a sensibilidade insulinica, como demonstrado pela diminui¢ao do
indice HOMA-IR em pacientes hiperinsulinémicos (HAMAGUCHI et al., 2004).

Os resultados de nosso estudo demonstraram que a glimepirida ndo apenas foi eficiente

como secretagogo de insulina, mas apresentou também um efeito sensibilizador & mesma in vivo.
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Neste sentido, ¢ muito importante que se ressalte que o aumento crénico de insulina € per se um
fator indutor de resisténcia ao hormonio.

E importante lembrar que a dose utilizada no presente estudo (0,1mg/kg/dia) foi bastante
alta se comparada a dose utilizada em pacientes diabéticos. No entanto, em se tratando de ratos,
animais de pequeno porte e de metabolismo mais acelerado que humanos, nao sdo validas as
comparagdes de valores absolutos. Considerando-se o efeito sobre a secrecdo de insulina, sem
variagOes glicémicas importantes ao longo do periodo de tratamento, como demonstrado pela
dosagem da frutosamina, somado a melhora da sensibilidade sistémica a insulina dos animais
obesos, sem prejudicar a homeostase glicémica nos animais controles, pode-se interpretar que,

em ratos, esta dose equivaleu a dose terapéutica utilizada em humanos.

Analise da expressiao do GLUT4

O teste de tolerancia a insulina confirmou diminui¢do na sensibilidade ao hormdnio nos
animais obesos (figura 3). Esta resisténcia periférica a insulina ¢ indicativa de acdo inadequada
deste hormdnio em tecidos insulino-sensiveis e, um passo chave neste processo ¢ o menor
transporte de glicose devido a alteracdo da expressao da proteina GLUT4. Por isso, foi
quantificado o contetido protéico ¢ de mRNA do GLUT4 em diferentes tecidos sensiveis a
insulina, para investigar se o efeito sensibilizador da glimepirida estaria relacionado a efeitos
sobre a expressao deste transportador.

Os resultados referentes ao conteido de mRNA ¢ de proteina foram analisados em
paralelo (figuras 4, 6, 8 ¢ 10). Nestas analises, consideramos os valores correspondentes ao
conteudo de GLUT4 em membranas totais, pois a expressdo do mRNA se reflete na quantidade
total de proteina traduzida a partir deste mRNA, e ndo em cada fragdo subcelular em separado.

No entanto, a fragdo que efetivamente realiza a captacdo de glicose corresponde a fracdo de
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membranas plasmaticas. Por isso, as fracdes subcelulares também foram analisadas
separadamente (figuras 5, 7,9 e 11).

Além disso, o conteudo de GLUT4, calculado a partir da densidade 6ptica obtida nas auto
- radiografias e da recuperagdo protéica total, foi analisado considerando-se o conteudo da
proteina por grama de tecido, pois este € o contetido que realmente expressa a capacidade do

tecido em captar glicose.

Musculo cardiaco

Sendo o transporte de glicose passo limitante para sua utilizagdo e, conseqiientemente,
um determinante do metabolismo em todos os tipos celulares, alteragdes em nivel de regulacao
génica do GLUT4 sdo relevantes para a fungdo do tecido. Dados conflitantes encontram-se na
literatura quanto as altera¢des no contetido de GLUT4 em musculo cardiaco de roedores obesos.
SERAPHIM (2001) ndo observou alteragdo em ratos obesos pelo envelhecimento, mas outros
autores relatam diminuicdo de GLUT4 no coragdo de camundongos obesos e ratos Zucker
obesos (MACHADO et al, 1993; UPHUES et al, 1995).

Os resultados obtidos neste estudo ndo mostraram alteracdo de expressdo da proteina
GLUT4, nem de seu mRNA em musculo cardiaco de ratos MSG, mas é importante que se
ressalte que os estudos em que se verificaram alteragcdes na expressdo de GLUT4, no coracao,
utilizaram animais com obesidade grave, nos quais o estado de resisténcia a insulina foi muito
mais acentuado, comparativamente ao presente estudo.

E interessante lembrar ainda que, sendo um musculo oxidativo aerdbio, o coragio ¢ capaz
de obter energia via B - oxidacdo, o que lhe possibilita utilizar menos glicose, especialmente nos

animais obesos, que normalmente apresentam altas taxas de acidos graxos livres, embora isto
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dependa de um bom aporte de oxigénio. Além disso, relativamente & massa corporea, a massa
cardiaca representa uma por¢do muito pequena para que seu consumo chegue a alterar a
glicemia. Assim, embora seja um tecido insulino-sensivel, a musculatura cardiaca pouco
contribui para a homeostasia glicémica e instalacdo da resisténcia a insulina. Finalmente, mais
que nos musculos esqueléticos, a atividade contratil neste tecido se mantém constante, de forma
que alteragdes de expressdo do GLUT4 e sua localizagdo celular devem ser menos afetadas por
alteracdes metabdlicas e hormonais, sendo provavelmente relevantes apenas em situacdes de
hipdxia, quando a geragcdo de ATP pela glicdlise anaerdbia passa a ser fundamental. Realmente,
j& se observou aumento de utilizagdo de glicose no miocardio pos-isquémico, acompanhado de
aumento da translocagdo de GLUT4 para a superficie celular (SALVI, 2001).

E interessante lembrar ainda que, na fibra cardiaca em condi¢des de normoxia, a presenca
de ATP mantém os canais Karp fechados. Durante a isquemia, porém, estes canais se abrem em
resposta a diminui¢do do ATP intracelular, num mecanismo de prote¢do natural, que facilita a
repolarizacdo, reduz a entrada de calcio, diminuindo o trabalho cardiaco e,conseqiientemente,
preservando ATP durante a isquemia. Estes canais Karp participam ainda do chamado
condicionamento pré-isquémico, que ¢ um mecanismo de prote¢do desencadeado pela exposi¢ao
prévia a um ou mais periodos curtos de isquemia, que torna o miocardio mais resistente aos
danos acarretados por uma isquemia mais prolongada (RIVELINE et al., 2003). Este mecanismo
protetor ¢ totalmente abolido pela sulfoniluréia glibenclamida, o mesmo ndo se observando com
a glimepirida, que preserva os efeitos do condicionamento pré-isquémico, como a diminui¢ao da
pressdo diastolica final, redu¢do do tamanho do infarto e menor duracdo do potencial de acao
(HORIMOTO et al., 2002).

As sulfoniluréias podem interagir com canais de K" da fibra cardiaca, provocando efeitos

tais como aumento da pressao arterial, diminui¢do do fluxo corondrio e aumento da resisténcia
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coronariana (GEISEN et al, 1996). Estes efeitos sdo siginificativamente menores com a
glimepirida que com outras sulfoniluréias, e sugere-se que ela ndo interaja com canais de K*
cardiacos (RAPTIS & DIMITRIADIS, 2001), o que refor¢a a observagdo de que o
condicionamento pré-isquémico seja preservado pela glimepirida. Alids, esta baixa afinidade
pelos canais de K poderia também explicar sua menor capacidade de secrecdo de insulina,
embora as células B e fibras cardiacas apresentem subtipos diferentes de receptores para
sulfoniluréias (SUR1 e SUR2A, respectivamente) (GRIBBLE; HEIMANN, 2003).

Foi diante destes dados que consideramos interessante avaliar a expressdo de GLUT4 e
possiveis modificagdes apds tratamento com glimepirida neste tecido e, conforme observamos,
os grupos tratados ndo alteraram a expressdo do transportador, preservando suas caracteristicas
normais e, provavelmente, conservando sua habilidade de adaptagdo a situagdes de injiria ao
tecido. Além disso, ¢ importante ressaltar que, experimentalmente, os efeitos cardiacos em ratos
foram observados com doses de 2,0 mg/kg, 20 mg/kg (GEISEN, 1996) ou 5 mg/kg (EL-
REYANI et al., 1999), ou seja, doses muito maiores que a utilizada no presente estudo, o que

indica que, na quantidade utilizada, a glimepirida ndo apresenta efeitos cardiacos.

Musculos esqueléticos

Sendo os musculos esqueléticos os principais responsaveis pela utilizagdo da glicose
estimulada pela insulina in vivo, participam de forma importante na regulagdo dos niveis
plasmaticos de glicose (GARVEY et al., 1998). De fato, camundongos transgénicos, que
superexpressam GLUT4 no musculo esquelético, apresentam taxa de transporte de glicose basal e
estimulada pela insulina elevadas neste tecido, com conseqiiente aceleragdo da depuracdo da
glicose sangiiinea (KATZ et al, 1996). Por outro lado, camundongos que nao expressam GLUT4,

sdo resistentes a insulina, mas conservam a capacidade de manter-se euglicémicos, embora as
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custas de insulinemia elevada (KATZ et al, 1996). Assim, variagcdes na expressao do GLUT4 no
tecido muscular sdo um fator fundamental na regulagdo da homeostasia glicémica e na
determinagdo da sensibilidade periférica a insulina.

Foram selecionados dois diferentes tipos de tecidos musculares esqueléticos: o musculo
soleo, composto predominantemente por fibras vermelhas, oxidativas, e o extensor digital longo
(EDL), musculo predominantemente branco, glicolitico, com a finalidade de estudar a regulacao
da expressdo génica do GLUT4 para cada tipo de fibra muscular. Diferencas de expressdao do
GLUT4, dependendo do tipo de fibra muscular ja foram relatadas, sendo os musculos compostos
por fibras vermelhas mais sensiveis a acdo da insulina, além de apresentarem taxa de transporte
maximo de glicose mais alta que os musculos compostos por fibras brancas (RICHARDSON et
al., 1991). Nossos dados concordam com estes relatos, pois diferentes efeitos foram observados
no soleo e EDL, sendo que o tratamento com glimepirida provocou alteragdes muito mais
evidentes no séleo.

Nas figuras 6 ¢ 8, nota-se que o MSG elevou o conteido de mRNA do GLUT4 no séleo,
mas reduziu no EDL. No entanto, provavelmente ndo chegou a alterar funcionalmente a captacao
de glicose nestes tecidos, pois o conteudo total da proteina se manteve semelhante ao grupo
controle, nos dois tipos de fibra muscular, embora no EDL, diminui¢do significativa tenha sido
observada na fragdo microssomal, concordando com a redugdo no mRNA neste tecido. No soleo
dos animais obesos, embora 0 mRNA tenha se elevado em relagdao a C, o conteudo protéico foi
incapaz de acompanhar esta elevagdo, sugerindo algum defeito em nivel pos-transcricional na
regulacdo da expressao do GLUT4 neste tecido.

E importante destacar que, nos musculos esqueléticos, nem sempre os contetudos da
proteina GLUT4 e seu mRNA variam paralelamente frente a alteragdes na homeostasia

glicémica. Em pools de quadriceps/ gastrocnémio de ratos dibéticos por estreptozotocina,
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Richardson e colaboradores (1991) verificaram diminuicdo no conteudo da proteina GLUT4,
sem altera¢dao no conteido do mRNA correspondente, o que concorda com os dados observados
em nossos animais obesos ¢ refor¢a a idéia de que a expressdo génica do GLUT4 esteja sob
regulagcdo de mecanismos pos-transcricionais complexos.

Nossos resultados diferem, em parte, dos encontrados anteriormente por Seraphim
(2001), que observou que os contetdos de GLUT4 e seu mRNA em séleo e EDL de ratos obesos
ndo se alteram. No entanto, Papa e colaboradores (2002) observaram, em camundongos MSG,
reducdo do conteido de GLUT4 em musculo gastrocnémio, demonstrando que, neste tipo de
obesidade, realmente se altera a expressdo desta proteina em musculo esquelético.

Quando animais controles foram tratados com glimepirida, apresentaram variagdes
opostas conforme o tipo de fibra, no contetido de mRNA, que aumentou no séleo e diminuiu no
EDL, o que demonstra a capacidade da glimepirida em promover uma regulagdo complexa,
envolvendo mecanismos tecido — especificos. A expressao da proteina GLUT4 acompanhou as
variagdes do mRNA em cada tecido, aumentando no séleo e diminuindo na fragdo M do EDL,
evidenciando paralelismo nos mecanismos de tradu¢ao do mRNA.

No EDL de ratos MSG, a menor expressdo do mRNA do GLUT4 e proteina em M foi
revertida pela glimepirida. No so6leo, a incapacidade dos animais obesos de elevar o contetido
protéico, mesmo com a elevagdo do mRNA, foi completamente revertida pela glimepirida.

Embora ambos os grupos tratados com glimepirida (CG e MSG/G) tenham apresentado
insulinemias elevadas, ndo podemos atribuir somente a insulina o efeito sobre a expressdo do
GLUT4, pois ja se relataram efeitos diretos da glimepirida sobre a utilizagdo da glicose, via
metabolizacio nio oxidativa, estimulando a lipogénese e glicogeniogénese (MULLER &

GEISEN, 1996).
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Além disso, a glimepirida foi capaz de estimular in vitro a translocacdo de GLUT4 em
adipocitos resistentes a acdo da insulina, na auséncia do hormonio (MULLER & WIED, 1993).
Nossos resultados, entretanto, demonstraram que a maior parte do GLUT4 ja se localizava na
fragdo de membranas plasmaticas (figuras 7 e 9), tanto no séleo (em torno de 80%
“translocado”) quanto no EDL (cerca de 90%), mesmo nos grupos nao tratados com glimepirida.

E importante ressaltar que, em tecidos musculares, a atividade contratil é um grande
regulador da expressdo e translocagdo do GLUT4, sendo estas tanto mais elevadas quanto mais
intensa a atividade do musculo (DAUGAARD & RICHTER, 2001). Assim, ¢ possivel que a
atividade contratil encarregue-se de manter elevada a porcentagem de GLUT4 na membrana
plasmatica, por uma necessidade constante do proprio tecido de utilizagdo e armazenamento de
substrato energético. Alias, a contracdo muscular melhora a agdo da insulina na captacdo de
glicose aumentando a expressao nao apenas do GLUT4, mas também de outras proteinas
envolvidas no metabolismo da glicose, como a hexoquinase e glicogénio sintase (HIELTNES et.
al., 1998). Além disso, a regulacdo pela atividade contratil tem se demonstrado um importante
regulador da expressdo génica, independente de fatores metabolico-hormonais, sendo capaz de
ativar per se fatores de transcri¢do diretamente relacionados ao promotor do gene do GLUT4,
como os MEF2A, MEF2D (Myocite Enhancer Factor 2A e 2D) e HIF1-a (Hypoxia Inducible

Factor 1-a) (SILVA et al., 2005).

Tecido Adiposo

O tecido adiposo periepididimal foi escolhido como modelo de tecido adiposo branco
visceral por apresentar area bem delimitada, facilitando sua retirada com precisdo. Além disso,
sabe-se que a gordura situada na regido intra-abdominal ¢ um importante tecido envolvido na

resisténcia a insulina.
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Assim, o excesso de deposicdo de gordura abdominal pode ser uma das causas do
desenvolvimento de resisténcia a insulina nos animais tratados com MSG, que apresentam
diminui¢do da proteina GLUT4 no tecido adiposo branco, segundo MACHADO e colaboradores
(1994), que estudaram a expressao e translocac¢do deste transportador em camundongos. Nossos
resultados nao confirmam este achado, pois os ratos obesos apresentaram contetido elevado, tanto
da proteina GLUT4 quanto de seu mRNA (figura 10).

Como comentado anteriormente, a gravidade das alteragcdes provocadas pelo MSG pode
variar, sobretudo temporalmente. Em camundongos, provoca uma obesidade muito mais
acentuada que em ratos, sendo, portanto, provavel que nossos ratos MSG, apesar de ja
apresentarem resisténcia a insulina, ndo tenham desenvolvido ainda prejuizos morfo-funcionais
maiores, de modo que o GLUT4 ainda se encontrou elevado. Alias, elevada expressdo desta
proteina ja foi encontrada por Papa e cols. (2002) em camundongos MSG jovens, quadro que se
inverte quando, mais tarde, estabilizam a obesidade e apresentam franca resisténcia insulinica.
Considerando estes estudos, o aumento de GLUT4 observado sugere que os animais MSG do
presente estudo encontravam-se ainda em fase de progressao da obesidade.

Se levarmos, ainda, em considera¢do o consumo alimentar relativamente excessivo, como
discutido anteriormente, espera-se que os adipocitos dos animais obesos estejam apresentando
uma alta capacidade de captar glicose, ja que, na vigéncia de excedente calorico, o tecido adiposo
tem papel importante no armazenamento de substrato. Neste mecanismo, maior aporte de glicose
para as células adiposas depende, entre outros fatores, de aumento da expressdo do transportador.

Apds tratamento com a glimepirida, o conteudo de GLUT4 e de mRNA retornaram ao
mesmo nivel dos animais C, revertendo a alteracdo provocada pelo MSG, embora os grupos
MSG e MSG/G nao diferissem quanto ao peso dos tecidos. Estes dados, em conjunto, indicam

que o aumento da sensibilidade a insulina pela glimepirida ocorreu sem exacerbar a obesidade.
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Uma vez que, em ratos espontaneamente diabéticos, ja se observou efeito da glimepirida
na prevencdo do diabetes (PAN et. al., 1995), ¢ possivel questionar se, caso o tratamento se
iniciasse mais cedo, poderia ser prevenida a obesidade dos ratos MSG. Ressalte-se,
evidentemente, que esta abordagem nao pretende sugerir o uso da glimepirida como
medicamento para prevengdo de diabetes, pois 0 aumento precoce da insulinemia ¢ altamente
indesejavel, ja que provavelmente precipitaria a resisténcia insulinica e faléncia da célula B. No
entanto, a demonstracdo de que o mesmo agente secretagogo de insulina seja capaz de diminuir a
captagdo de glicose no tecido adiposo ¢ relevante, haja vista que o intuito do medicamento
incluiria melhorar a sensibilidade a insulina, o que usualmente acompanha-se de exacerbagdo da
obesidade.

No entanto, uma vez que o grupo MSG/G diminuiu a expressdo da proteina GLUTA4,
apesar de melhorar a sensibilidade insulinica in vivo, fica evidente que, se o tratamento cronico
com glimepirida induziu resisténcia a insulina quanto a captagdo de glicose no tecido adiposo,
necessariamente teve de aumentar a captagdo de glicose em outros territorios. Desta forma,
explica-se a auséncia de ganho de peso, mesmo com a elevagdo da insulinemia, ¢ o aumento da
sensibilidade sistémica a insulina.

De fato, observamos nas fibras musculares oxidativas, neste estudo representadas pelo
musculo soleo, um aumento importante na expressdo do GLUT4 (proteina ¢ mRNA) apods o
tratamento cronico com a glimepirida. Por este motivo, este tecido foi avaliado funcionalmente
quanto a sua habilidade de responder ao estimulo insulinico agudo, o que permitiu discriminar as
respostas como efeitos do tratamento prévio com a glimepirida e ndo apenas como efeito da

elevagdo da insulinemia.
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Translocacio do GLUT4 sob estimulo insulinico

O conhecimento de que a insulina é capaz de estimular a translocagdo de transportadores
de glicose do meio intracelular para a superficie da célula data do inicio da década de 80, antes
mesmo da caracterizagdo das varias isoformas de transportadores de glicose. Especificamente no
tecido muscular, Wardzala e Jeanrenaud (1981) demonstraram que, em diafragma isolado, sob
estimulo insulinico, havia aumento na fracdo de membranas plasmaticas e concomitante
diminui¢io na fragdo de membranas intracelulares do binding de [*H]-citocalasina B. Resultados
semelhantes ja haviam sido demonstrados em adipocitos, por Cushman e Wardzala (1980) e
Suzuki e Kono (1980).

A identificacdo e clonagem dos transportadores de glicose, a partir de meados da década
de 80 (MUECKLER et al., 1985) e, principalmente, a caracterizagdo do GLUT4, a isoforma
sensivel a a¢do da insulina (JAMES, STRUBE, MUECKLER, 1989), vieram a confirmar aqueles
achados e constituem, ainda hoje, area para vastos estudos relacionados a sensibilidade a insulina
e homeostase glicémica.

Em ensaios de translocagdo da proteina GLUT4 em adipocitos in vitro, Matthaei et al.
(1991) observaram que a quase totalidade do GLUT4 se encontrava nos compartimentos
intracelulares e que o estimulo insulinico chegava a deslocar cerca de 50% deste total para a
membrana plasmatica. Resultados semelhantes foram observados por MACHADO et al. (1993)
em tecido adiposo in vivo.

Atualmente, o mecanismo da translocagdo do GLUT4, como um dos efeitos bioldgicos
desencadeados pela transdugdo do sinal insulinico, encontra-se relativamente bem esclarecido,
embora continuamente se desvendem novos conhecimentos acerca deste fenomeno, vital para a
regulacdo da homeostasia glicémica (BJORNHOLM; ZIERATH, 2005). Nos musculos, esta

regulacdo ¢ muito mais complexa que no tecido adiposo, uma vez que a atividade contratil
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também ¢ reguladora, ndo apenas da expressao do GLUT4, mas também da sua translocagdo, por
vias independentes da sinalizacdo insulinica (ZORZANO; PALACIN; GUMA, 2005). Uma
dessas vias envolve o célcio liberado dos reticulos sarcoplasmaticos pela despolarizagcdo das
membranas dos tibulos transversos. O Ca'" ¢ capaz de ativar isoformas de PKC, envolvidas no
transporte de glicose, independentemente da atividade de PI3K. Além disso, o AMP, gerado pela
degradagdo de ATP durante a contragdo, ativa a AMPK (proteina quinase ativada por AMP), um
complexo enzimdatico composto por uma subunidade catalitica (o) e duas subunidades
regulatorias (B e v), envolvido na captagdo de glicose e translocagdo do GLUT4 (ZORZANO,
PALACIN, GUMA, 2005).

Todos estes dados, em conjunto, demonstram que a efetiva capacidade de captagdo de
glicose no musculo correlaciona-se, em situagdes fisioldgicas, muito mais com a contracao
muscular do que com a insulinemia, pois depende diretamente do conteido de GLUT4 na
membrana plasmatica. No entanto, o aumento cronico da expressao desta proteina pode, por
aumentar os estoques intracelulares do transportador, melhorar a capacidade de translocagdo em
resposta a insulina ou a contragdo. Por isso, uma das formas de avaliar os efeitos cronicos do
tratamento com a glimepirida sobre a sensibilidade insulinica foram os ensaios de transloca¢ao do
GLUT4 no musculo sdleo.

E importante lembrar que, no estado alimentado, na vigéncia do estado metabolico-
hormonal natural de cada grupo, como foram avaliados nos experimentos de Northern e Western
Blotting, o tratamento com a glimepirida elevou significativamente a expressao do mRNA e da
proteina GLUT4 no soéleo, tanto na membrana plasmatica quanto na fragdo microssomal. Nos
ensaios de translocacdo, avaliamos a resposta de cada grupo a um estimulo insulinico supra-
fisioldgico ap6s um periodo de restricao alimentar (10 horas), de modo que nao houve influéncia

das insulinemias de cada grupo, as quais foram sobrepujadas pelo estimulo e, portanto, as
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diferencgas observadas entre os grupos se devem a alteragdes cronicas prévias, que determinam
diferentes capacidades de resposta.

Os valores de glicemia, tanto no estado basal quanto apods estimulo insulinico, foram
semelhantes entre os grupos (figura 12). Verificamos também que as inje¢des de insulina foram
efetivas, reduzindo significativamente a glicemia (p<0,001 vs. BASAL). Entretanto, ¢
interessante ressaltar que a magnitude da queda glicémica foi significativamente menor no grupo
MSG, o que esta de acordo com o resultado do teste de tolerancia a insulina (figura 3), no qual
este grupo apresentou constante de decaimento da glicose significativamente inferior a dos
demais grupos.

Analisando-se o conteido de GLUT4 das fragdes subcelulares no estado basal (figura
13), observamos que todos os grupos apresentaram contetidos semelhantes do transportador na
fragdo PM. Apods o tratamento com a glimepirida (MSG/G), um aumento significativo do
conteudo de GLUT4 ocorreu na fracio M em comparagdo com os demais grupos, que nao
diferiram entre si. Este dado demonstra um aumento da expressdo do GLUT4 por efeito da
glimepirida que, portanto, ndo exacerbou o fendmeno da translocagdo em si, mas aumentou os
estoques intracelulares do transportador, melhorando a capacidade de translocagdo em resposta a
insulina. Apos estimulo insulinico (figura 13), elevou-se a quantidade de GLUT4 na membrana
plasmatica (p<0,001 vs. BASAL). Além disso, concomitantemente, houve diminuigdo
significativa na fragdo microssomal, que foi muito evidente no grupo MSG/G, reiterando o efeito
da glimepirida na melhora da capacidade de translocagdo, sobretudo quando o conteudo
intracelular do transportador aumentar.

Quando calculamos a porcentagem de GLUT4 total encontrado na membrana plasmatica,
constatamos que, mesmo no estado basal, mais de 80% do conteudo total (recuperado nas

fragdes PM e M), ja se encontrava na fragdo PM (figura 14), porcentagem excessivamente
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elevada comparando-se com adipdcitos, onde a maior parte do GLUT4 se encontra internalizada,
e cerca de 50% se desloca para a superficie apds estimulo insulinico (MATTHAEI et al., 1991;
MACHADO et al., 1993).

No entanto, PLOUG et al. (1998), estudando a distribui¢ao subcelular do GLUT4 em
soleo de ratos, descreveram que no estado basal, 68% do GLUT4 total encontram-se na
superficie celular, como demonstrado pela localizagdo por imunofluorescéncia. Se
considerarmos ainda que estes estudos foram conduzidos em fibras musculares isoladas, estes
resultados sdo compativeis com os observados no presente estudo, em que os tecidos foram
avaliados in vivo, quando os musculos se encontravam na vigéncia do seu tonus natural e,
portanto, sob ac¢do de um certo grau de contracdo muscular, que sabidamente ativa os
mecanismos de translocagdo do GLUT4 (CORTRIGHT AND DOHM, 1997).

Além disso, na situagdo in vivo, nunca se avalia o tecido na auséncia de insulina, como ¢
o caso de estudos in vitro, nos quais a condi¢do basal é sempre sem insulina. No animal in vivo,
mesmo em jejum, hé niveis insulinémicos baixos, mas que ndo se equiparam a auséncia total do
hormdnio. Portanto, nossos achados de que a maior parte do GLUT4 ja se encontra translocado
em musculo esquelético no estado basal, embora originais, talvez ndo sejam contraditérios, mas
reflitam o verdadeiro mecanismo in vivo, ainda ndo demonstrado.

Ploug e colaboradores (1998) relatam que, nas fibras musculares esqueléticas, a
distribuicdo do GLUT4 ¢ organizada de forma tinica para suprir as necessidades metabolicas das
fibras, que sdo células grandes, multinucleadas, em que a superficie celular se constitui de duas
regides distintas, que sdo as membranas plasmaticas propriamente ditas (sarcolema), ¢ os tibulos
transversos (T). Estes ultimos sdo invagina¢des da superficie celular, que garantem a rapida
propagacdo das mudangas no potencial de membrana, por toda a fibra muscular. Estudos

detalhados das fragdes subcelulares de musculos esqueléticos, que separaram quatro fragdes
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distintas (membranas plasmaticas, duas fracdes de tubulos T e membranas intracelulares),
demonstraram que 90% das proteinas totais recuperadas nessas diferentes fragdes encontraram-
se no conjunto de membranas plasmaticas e tibulos transversos (DOMBROWSKI; MARETTE,
1995). Em nossas fracdes, aqui denominadas de membranas plasmaticas (PM), de onde
excluimos as vesiculas intracelulares, mas niao os tabulos T, também encontramos 70% a 90%
das proteinas totais, o que concorda com esses dados e indicam que, embora nossas fragdes
possam ndo ser puras em membranas plasmaticas, sejam representativas do conteido de GLUT4
que efetivamente participa na captagdo de glicose nas fibras musculares.

Ainda que sustentados por estes relatos, consideramos importante confirmar a eficiéncia
do fracionamento, demonstrando que a fragdo PM era de fato rica em proteinas de membrana

plasmatica, comparativamente a fragdo de membranas intracelulares (M).

Dosagem da atividade especifica da 5'nucleotidase

A degradagdo dos nucleotideos purinicos (AMP ¢ GMP) se d4 por meio de uma via na
qual um grupo fosfato (Pi) ¢ retirado pela agdo da 5'nucleotidase, uma enzima localizada na
membrana das células, sendo amplamente reconhecida como marcador de membranas
plasmaticas (SCHIMMEL et al., 1973; DOMBROWSKI; MARETTE, 1995). A atividade
especifica desta enzima foi dosada nas fragdes PM e M de todos os tecidos musculares utilizados
neste estudo.

E importante lembrar que as recuperagdes protéicas totais, embora nio diferissem entre os
grupos, foram muito diferentes entre as fracdbes PM e M (tabela 6). Por isso, foi preciso
considerar ndo apenas a atividade especifica em cada miligrama de proteina, mas também a
quantidade de proteina presente em cada fragdo, a partir de uma mesma quantidade de tecido,

pois, se em PM hd muito mais proteinas que em M, quando se considera um miligrama de
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proteina de ambas as fragdes, referimo-nos a uma diminuta quantidade de tecido (PM),
comparada a uma grande quantidade de tecido (M). Assim, as atividades especificas foram
normalizadas relativamente ao conteido de proteinas totais e expressas em atividade por grama
de tecido. Este dado é o que indica, de fato, o quanto rica em uma determinada proteina se
encontra cada fra¢ao, permitindo comparar diferentes fragdes entre si.

Os valores de atividade enzimatica por grama de tecido, expressos em pumol Pi/60min/g,
encontram-se nos anexos 5A, 5B e 5C. Em todos os tecidos, 75% a 90% da atividade total
recuperada nas duas fragcdes (PM + M), foi encontrada em PM, validando as analises do GLUT4.

No séleo (anexo 5C), a atividade em PM foi quase 20% maior nos animais obesos,
sugerindo alteragdes morfo-estruturais na composi¢do das membranas devidas a obesidade. Uma
vez que, para cada grupo tratado existiu seu respectivo controle, tais alteragdes ndo afetaram a
interpretacao dos resultados quanto ao tratamento com a glimepirida. No EDL (anexo 5B), os
grupos nao apresentaram diferencas entre si na distribuigdo relativa da atividade de
5'nucleotidase. O coragdo foi o tecido onde se observaram as maiores recuperagdes protéicas
totais (tabela 6) em todos os grupos, resultando em atividade por grama de tecido muito superior
as observadas nos musculos esqueléticos (anexo SA).

Embora diferentes tratamentos possam provocar alteracdes quanto ao conteudo total da
5'nucleotidase ou outras proteinas de membranas nos diferentes grupos, tais diferengas ndo
acarretaram prejuizo na recuperagdo das proteinas de membrana plasmatica nas fragdes PM, ou
seja, a separacdo por centrifugagcdes diferenciais foi eficiente para a obteng¢do das fracdes
subcelulares propostas.

Uma vez que toda a andlise do GLUT4 foi feita a partir do conteudo presente em 1grama
de tecido, eventuais alteracdes de recuperacao protéica ou de composi¢do das membranas foram

corrigidas, proporcionando analises funcionais corretas. Os resultados de GLUT4 sdo, portanto,
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eficientes para se analisar o papel do tecido, no organismo como um todo, quanto a sua

capacidade de depurar glicose.

Captacio de 2-de0xi—[2,6-3H]—D-glic0se e incorporacio de [U-“C]-D-glicose ao glicogénio
em musculo séleo, in vitro

Confirmada a capacidade da glimepirida em elevar a expressao do GLUT4 no musculo
soleo, melhorando inclusive a capacidade de transloca¢do em resposta a insulina neste tecido, por
aumentar os estoques intracelulares do transportador nos animais obesos, restava testar a captagao
de glicose neste tecido para avaliar se as alteragcdes promovidas pelo tratamento croénico com a
glimepirida teriam, de fato, importancia funcional confirmando o aumento da sensibilidade
insulinica periférica, demonstrada pelos testes de tolerancia a insulina.

Dados na literatura indicam haver discrepancias entre a magnitude da translocagdo de
GLUT4 e a taxa de captagdo de glicose (FURTADO et al., 2003), de modo que a quantificacao
da glicose captada seria a medida mais segura do efeito da glimepirida sobre a homeostasia
glicémica. Assim, a avaliacdo do transporte de glicose nos possibilitou investigar todo um
processo modulado pela glimepirida. Este efeito, nas fibras oxidativas, envolveu estimulacio da
expressdo do gene do GLUT4, melhora da capacidade de translocagdo desta proteina, o que se
refletiu em aumento da captacdo de glicose, demonstrando a importancia funcional destas
alteracdes de conteudo e de resposta ao estimulo insulinico, na depuragdo de glicose plasmatica.

Além do efeito sobre a captacao de glicose, ha relatos de que a glimepirida aumenta dose-
dependentemente a glicogeniogénese estimulada pela insulina em células musculares esqueléticas
em cultura (HAUPT et at., 2002). Estes autores sugerem que este efeito da glimepirida dependa
da presenca de insulina, pois nenhum efeito sobre a sintese basal de glicogénio foi observado. Ja

a glibenclamida nao tem efeito algum sobre a glicogeniogénese muscular, demonstrando que a
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glimepirida, de fato, apresenta um efeito diferenciado sobre a sensibilidade periférica a insulina,
comparativamente as demais sulfoniluréias (HAUPT et at., 2002).

Nossos experimentos com musculo soleo, incubado em presenga e auséncia de insulina,
estdo de acordo com estes dados, pois nenhuma diferenga na sintese basal de glicogénio foi
observada entre os grupos (figura 16). Por outro lado, na presenca de insulina, os animais obesos
apresentaram menor incorporacdo de [U-'*C]-D-glicose ao glicogénio muscular que os animais
controles e, quando tratados cronicamente com a glimepirida, apresentaram aumento na sintese
de glicogénio, demonstrando a eficiéncia do tratamento (MSG/G, p<0,05 vs. MSQG).

E importante ressaltar que todos os estudos que demonstraram aumento de captagdo de
glicose e sintese de glicogénio, bem como elevagdes na expressdo ou translocagdo do
transportador de glicose (MULLER & WIED, 1993; BAHR et al., 1995; HAUPT et. al., 2002)
utilizaram células em cultura, onde o efeito da glimepirida foi avaliado adicionando-se a droga ao
meio de cultura, em presenca ou auséncia de insulina. Em nossos ensaios, foram utilizados
por¢des dos tecidos musculares retirados dos animais tratados com o anti-diabético, que nao
esteve presente no meio de incubagdo. Portanto, os efeitos observados sobre a captagdo de glicose
e sobre a sintese de glicogénio, que melhoraram nos animais obesos tratados, foram devidos a
acdo prévia da glimepirida sobre as caracteristicas funcionais do tecido, tornando-o mais apto a
responder ao estimulo insulinico. Esta idéia estd de acordo com a auséncia de efeito agudo da
glimepirida sobre a captacdo de 3-orto-metil-glicose em cardiomiocitos, os quais apds um
periodo cronico (20 horas) de incubagdo em presenga da glimepirida, tiveram a captacdo de

glicose significativamente elevada (BAHR et. al., 1995).
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Contetido de glicogénio hepatico

Embora os musculos esqueléticos, devido a sua abundancia no organismo, sejam
responsaveis por quase 80% da captacdo de glicose estimulada pela insulina (DeFRONZO et al.,
1981), a importancia do figado como 6rgao chave na regulacdo da homeostase glicémica nio
pode ser ignorada.

Vale lembrar mais uma vez que a dose de 0,1mg/kg/dia de glimepirida foi escolhida por
ser a dose necessaria para obtencdo de efeito significativo sobre a homeostasia glicémica em
ratos (EL-REYANI et al., 1999). Com esta dose, obtivemos melhora da sensibilidade a insulina
nos animais MSG/G, sem provocar alteragdes glicémicas importantes nos animais controles, além
de aparentemente ndo prejudicar a funcdo hepatica, pois embora seja rara, ja foi relatada
ocorréncia de hepatotoxicidade com algumas sulfoniluréias (SCHNEIDER et al., 1984;
GOODMAN et al.,, 1987, DOURAKIS et al., 2000). A glimepirida, como as demais
sulfoniluréias, ¢ lipofilica, e o figado ¢ o 6rgdo responsavel por sua biotransformagdo a
metabolicos hidroxi e carboxi-derivados, ¢ eliminagdo de cerca de 40% da droga, sendo o
restante eliminado pelos rins (ROSENSTOCK et al., 1996).

Para investigar a possivel participagdo do figado na restauragdo da sensibilidade insulinica
em nossos animais obesos, foi dosado o conteudo de glicogénio hepatico dos diferentes grupos.
Nossos dados (figura 17) comprovaram relatos anteriores de diminui¢do de glicogénio em figado
de ratos MSG (MALIK & AHLUWALIA, 1994). E interessante ressaltar que, justamente neste
grupo, a constante de decaimento de glicose (kITT) foi significativamente menor (figura 3), o que
sugere que a resisténcia a insulina tenha um componente hepatico. Adicionalmente, nesses
animais ja foi descrita atividade lipogénica aumentada no figado (NASCIMENTO-CURI et al.,

1991), o que pode contribuir ainda mais para diminuir o conteudo de glicogénio hepatico.
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Na obesidade pelo MSG, pode ocorrer altos niveis de glicocorticoides, que sabidamente
elevam a atividade da PEPCK (fosfoenolpiruvato carboxiquinase) e da glicose -6-fosfatase,
enzimas chaves da gliconeogénese (BARTHEL & SCHMOLL, 2003). Adicionalmente, na
resisténcia a insulina, perde-se a agdo inibitdria da insulina sobre estas enzimas gliconeogénicas,
0 que significa que estes animais devem apresentar gliconeogénese aumentada. Nesse caso, ¢
importante lembrar que ja se demonstrou efeito de sulfoniluréias de primeira e segunda geracao
(tolbutamida e glibenclamida) sobre a produc¢do de frutose 2,6, bifosfato, que ¢ regulador
alostérico da fosfofrutoquinase -1, enzima chave da glicolise hepatica, e inibidor da enzima
gliconeogénica frutose 1,6 bifosfatase (KAKU et al., 1995). Portanto, as sulfoniluréias seriam
capazes de atuar diretamente no metabolismo de carboidratos no figado, diminuindo a
gliconeogénese e estimulando a glicolise, o que diminuiria a produgdo hepatica de glicose, que se
encontra aumentada na resisténcia insulinica.

Agudamente, ndo se observou efeito da glimepirida sobre a captagao hepatica de glicose
em pacientes diabéticos, mas a administragdo de glimepirida por 7 dias aumentou a captagao de
glicose pelo figado, em caes (KAWAMORI et al., 1995). No presente estudo, apos tratamento
com a glimepirida (MSG/G), tanto a kITT quanto o contetido de glicogénio hepatico dos obesos
retornaram aos valores do grupo C, sugerindo uma participacao importante do figado na melhora
da sensibilidade a insulina por efeito do medicamento. De fato, uma vez que receptores para
sulfoniluréias ja foram identificados em hepatdcitos, ja se sugeriu ser o figado um dos seus sitios

de agdo extra—pancreatica (KAKU et al., 1995).

Conteudo de phospho-GSK-3a/p (p-GSK3) no figado
A GSK-3 ¢ uma das quinases que fosforilam e inativam a glicogénio sintase (GS), enzima

final da biossintese de glicogénio. Por agdo da insulina, inativa-se a GSK-3, através de sua
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fosforilagdo em residuos de serina N — terminais (Ser”’ em GSK-3a e Ser’ em GSK-3pB),
catalisada pela Akt (CROSS ET AL., 1995). Inativada a GSK-3, inibe-se a fosforilacdo da GS,
que toma sua forma ativa, estimulando-se assim a sintese de glicogénio. Considerando estes
mecanismos, procuramos confirmar se o restabelecimento do conteido de glicogénio hepatico
nos animais MSG/G esteve realmente relacionado a um efeito da glimepirida sobre os
mecanismos de biossintese do glicogénio.

E interessante salientar que os animais submetidos a analise do glicogénio hepatico e p-
GSK-3 foram previamente submetidos a uma privagdo alimentar de 10 horas. Portanto, foram
avaliados em periodo pos absortivo, quando gliconeogénese e glicogenodlise se encontram ativas.
Estas condi¢des poderiam dificultar a resposta a insulina, ja que o jejum ¢ um indutor de
resisténcia a insulina. Por outro lado, justamente o fato de os animais estarem sob condi¢des que
favoreciam o estado de resisténcia a acdo da insulina, torna mais relevante o efeito da glimepirida
no sentido de melhorar a resposta aguda ao hormoénio.

Nossos dados demonstraram que, no estado basal, todos os grupos apresentaram
conteudos semelhantes da p-GSK-3 (figura 18). No entanto, ap6s o estimulo insulinico,
justamente no grupo MSG, que apresentou menor conteido hepatico de glicogénio (figura 17), a
fosforilacdo da GSK-3 foi significativamente menor (p<0,01 vs. C; p<0,05 vs. CG). Este dado
esta de acordo com a menor sensibilidade a insulina apresentada pelo grupo MSG. Além disso, a
glimepirida claramente melhorou a resposta aguda a insulina no grupo MSG/G, que apresentou
conteudo de p-GSK3 significativamente elevado com relagdo ao grupo MSG (p<0,01). Este
efeito ocorreu a despeito da elevagdo cronica da insulinemia, decorrente do tratamento com o
agente secretagogo.

Em células musculares de humanos diabéticos, em cultura, o conteudo de GSK-3

encontra-se aumentado, e esta elevacdo se correlaciona a diminui¢do da atividade da glicogénio
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sintase estimulada pela insulina e diminui¢ado da utilizagao de glicose (NIKOULINA et al., 2002).
Estes dados confirmam a relagdo positiva entre inativagao (fosforilagdo) da GSK-3 e melhora da
captagdo de glicose.

Aliés, tem-se investigado a possibilidade de utilizagao de compostos inibidores da GSK-3
para o tratamento do DM2 (FRAME & COHEN, 2001), uma vez que a atividade desta enzima
encontra-se elevada, tanto em camundongos obesos quanto diabéticos (ELDAR-FINKELMAN et
al.,, 1999). Em hepatdcitos, inibidores seletivos da GSK-3 mimetizam a acdo da insulina,
promovendo ativagdo da glicogénio sintase (COGHLAN et al., 2000), diminui¢do da expressao
da glicose 6-fosfatase e PEPCK (LOCHEAD et al., 2001) e, portanto, diminuem a producao
hepatica de glicose e melhoram a utilizacdo de glicose. Assim, glimepirida, por ser capaz de
aumentar a fosforilagdo/inativacdo da GSK-3 nos animais resistentes a insulina, demonstrou-se
capaz de agir sobre a sensibilidade insulinica, ndo apenas aumentando a captagdo da glicose, mas

também melhorando sua utilizagao.
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SUMARIO

Nossos resultados demonstraram que:

1 -) O tratamento crénico com a glimepirida melhorou a sensibilidade insulinica dos
animais MSG.

2 -) Este efeito foi acompanhado de variagdes tecido — especificas no conteudo da

proteina GLUT4 e de seu mRNA, resumidas no quadro abaixo:

EFEITOS DA GLIMEPIRIDA SOBRE O GLUT4

CONTROLE MSG

TECIDO mRNA PROTEINA mRNA PROTEINA

COR

EDL 1] | % 1 T
SOL 11 ttevem 11T THoeMem
WAT L L 1 l

3 -) No musculo soéleo, a glimepirida melhorou também a capacidade de translocagdo do
GLUT4 sob estimulo insulinico, nos animais obesos.

4 -) Estes efeitos sobre o0 GLUT4 se refletiram funcionalmente no s6leo, melhorando, nos
animais obesos tratados, a capacidade deste tecido em captar glicose e sintetizar glicogénio, sob
estimulo insulinico.

5-) A glimepirida teve também efeitos hepaticos, restaurando o contetido de glicogénio

que se encontrou significativamente reduzido nos animais resistentes.
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6-) O aumento do glicogénio hepatico esteve associado a capacidade da glimepirida de
melhorar a fosforilagdo/ inativacdo da enzima GSK-3, em resposta a insulina, o que favorece a

ativacao da glicogénio sintase, aumentando a glicogeniogénese hepatica.

Conclusao

O tratamento cronico com a glimepirida promoveu, além do aumento da secre¢do da
insulina, efeitos extra-pancreaticos, melhorando a sensibilidade sist€émica ao hormdnio. Os efeitos
observados sobre a expressao do GLUT4 nao apenas demonstraram um provavel mecanismo de
controle da glicemia, através de maior captacdo de glicose pelas fibras musculares, como ainda
confirmaram que a glimepirida ndo agrava a obesidade, por acelerar a instalacdo da resisténcia a
insulina especificamente no tecido adiposo. Além disso, os efeitos sobre a sintese de glicogénio,
tanto no figado quanto no séleo demonstraram uma melhora na metaboliza¢do ndo oxidativa da
glicose.

Estes dados, em conjunto, vém trazer demonstragdes importantes, num modelo in vivo, de
fenomenos, até entdo, somente observados in vitro e ainda ndo muito considerados na pratica

clinica, em que a glimepirida ¢ considerada apenas um secretagogo de insulina.
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ANEXO 1

Conteudos de mRNA do GLUT4 e proteina GLUT4 total de membranas plasmaticas e
microssomais, de musculo cardiaco de ratos controle e obeso, tratados (CG ¢ MSG/G) e nao

tratados (C e MSG) com glimepirida, por 4 semanas.

GRUPO mRNA (UA) PROTEINA (UA/g tecido)
C 99,98 + 11,88 (n=6) 119.092 + 12.040 (n=7)
CG 103,52 + 4,64 (n=5) 137.811 + 4.935 (n=5)
MSG 96,90 + 6,55 (n=7) 133.749 + 8.400 (n=5)
MSG/G 96,88 + 6,85 (n=5) 114.369 + 6.688 (n=5)

Resultados expressos como média + EPM, comparados por ANOVA de 1 via para dados independentes,

p>0,05.

Contetido de proteina GLUT4 nas fracdes de membranas plasmaticas (PM) e
microssomais (M) de musculo cardiaco de ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e

ndo tratados (C e MSG) com glimepirida, por 4 semanas.

GRUPO PM (UA/g tecido) M (UA/g tecido)
C 107.989 + 14.213 (n=7) 11.103 + 1453 (n=7)

CG 129.521 £ 5.402 (n=5) 8.290 £ 693 (n=5)
MSG 123.205 £ 8.502 (n=7) 12.562 + 497 (n=5)
MSG/G 104.636 £ 5912 (n=5) 9.733 £ 1.581 (n=5)

Resultados expressos como média + EPM, comparados por ANOVA de 1 via para dados independentes,

p>0,05.
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ANEXO 2

Contetidos de mRNA do GLUT4 e proteina GLUT4 total (membranas plasmaticas +
microssomais) de musculo EDL de ratos controles ¢ obesos, tratados (CG ¢ MSG/G) e nao

tratados (C e MSG) com glimepirida, por 4 semanas.

GRUPO mRNA (UA) PROTEINA (UA/g tecido)
C 99,99 + 6,00 (n=11) 19.773 + 2.046 (n=6)
CG 67,03 £ 5,52 * * (n=7) 18.587 + 529 (n=5)
MSG 75,10 £ 4,75 * * (n=11) 17.677 +2.277 (n=5)
MSG/G 92,49 + 4,87 1 # (n=10) 18.925 + 1591 (n=5)

Resultados expressos como médias + EPM, comparadas por ANOVA de 1 via para dados independentes,
seguida do teste de Student Newman-Kewls.

**p <0.01 vs. C; 1 p<0,05 vs. CG; # p<0,05 vs. MSG.

Contetido de proteina GLUT4 nas fracdes de membranas plasmaticas (PM) e
microssomais (M) de musculo EDL de ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e nao

tratados (C e MSG) com glimepirida, por 4 semanas.

GRUPO PM (UA/g tecido) M (UA/g tecido)
C 18.251 +2.056 (n=6) 1.522 £ 77 (n=6)
CG 18.062 + 552 (n=6) 934 +110 (n=5) *
MSG 17.123 + 1.855 (n=6) 1.016 + 146 (n=5) *
MSG/G 16.542 + 1.741 (n=6) 1.212 £ 85 (n=5)

Resultados sdo médias + EPM, comparadas por ANOVA de 1 via para dados independentes, seguida do
teste de Student Newman-Kewls.

* p<0,05 vs. C.
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ANEXO 3

Conteudos de mRNA do GLUT4 e proteina GLUT4 total (membranas plasmaticas +
microssomais) de musculo soleo de ratos controles e obesos, tratados (CG ¢ MSG/G) e nao

tratados (C e MSG) com glimepirida, por 4 semanas.

GRUPO mRNA (UA/g tecido) PROTEINA (UA/g tecido)
C 99,98 + 5,63 (n=6) 18.888 + 864 (n=6)
CG 133,77 £ 13,73 (n=4) * 29.945 + 1.546 (n=5) ***###
MSG 130,56 + 3,24 (n=8) ** 17.159 £ 1.722 (n=6)
MSG/G 142,82 + 6,94 (n=6) *** 28.674 + 806 (n=5) ***f#

Resultados expressos como média + EPM, comparados por ANOVA de 1 via para dados independentes,
seguida do teste de Student Newman-Kewls.

* p<0,05 vs. C; **p <0.01 vs. C; **%* p<0,001 vs. C; ### p<0,001 vs. MSG.

Contetido de proteina GLUT4 nas fracdes de membranas plasmaticas (PM) e
microssomais (M) de musculo soleo de ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e nao

tratados (C e MSG) com glimepirida, por 4 semanas.

GRUPO PM (UA/g tecido) M (UA/g tecido)
C 16.720 + 970 (n=6) 2.168 =360 (n=6)
CG 22983 £1.072 (n=5) **### 6.940 £ 400 (n=6) ***
MSG 15.058 + 1.583 (n=6) 2.102 + 207 (n=6)
MSG/G 23970 £ 609 (n=5) ***### 4.840 + 236 (n=6) *** 1 #HH

Resultados expressos como média + EPM, comparados por ANOVA de 1 via para dados independentes,
seguida do teste de Student Newman-Kewls.

** p <0.01 vs. C; *** p<0,001 vs. C; T11p<0,001 vs. CG;  ###p<0,001 vs. MSG.
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ANEXO 4

Conteudos de mRNA do GLUT4 e proteina GLUT4 em extrato livre de gordura (FFE) de
tecido adiposo branco periepididimal, de ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e nao

tratados (C e MSG) com glimepirida, por quatro semanas.

GRUPO mRNA (UA) PROTEINA em FFE (UA/g tecido)
C 100,00 + 7,99 (n=7) 21.794 + 1.938 (n=5)
CG 122,60 + 9,94 (n=5) 33.572 + 4.242 (n=5)
MSG 130,90 + 7,21 (n=6) * 43.829 + 4.432 (n=5) **
MSG/G 85,44 £6,16 (n=7) T T ## 29.042 +3.210 (n=5) #

Resultados expressos como média + EPM, comparados por ANOVA de 1 via para dados independentes,
seguida do teste de Student Newman-Kewls.

* p<0,05 vs. C; ** p <0.01 vs. C; 11 p<0,01 vs. CG; ## p<0,01 vs. MSG.

Conteudo de proteina GLUT4 nas fragdes de membranas plasmaticas (PM) e
microssomais (M) de tecido adiposo branco periepididimal de ratos controles e obesos, tratados

(CG e MSG/G) e nao tratados (C e MSG) com glimepirida, por 4 semanas.

GRUPO PM (UA/g tecido) M (UA/g tecido)
C 1.446 £ 186 (n=5) 3.754 £ 722 (n=5)
CG 1.994 + 267 (n=5) 2.507 £437 (n=5)
MSG 3.370 £ 194 (n=5) ** ¥ 3.166 £ 514 (n=5)
MSG/G 2.113£438 (n=5) # 2.618 + 225 (n=5)

Resultados expressos como média + EPM, comparados por ANOVA de 1 via para dados independentes,
seguida do teste de Student Newman-Kewls.

**p <0.01vs.C; T p<0,05 vs. CG; # p<0,05 vs. MSG.
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ANEXO 5A

Dosagem da atividade enzimatica da 5'nucleotidase no misculo cardiaco

Atividade de 5'nucleotidase, em pumol de fosforo inorganico (Pi) gerado em 60 minutos
pelo contetido protéico de 1 grama de tecido, nas fragdes de membrana plasmatica (PM) e

microssomal (M), de musculo cardiaco de ratos controle e obeso, tratados (CG e MSG/G) e ndo

tratados (C e MSG) com glimepirida.

ATIVIDADE 5'NUCLEOTIDASE (CORACAO)

(umol Pi/60 min/g.iqo)
GRUPO PM M
C (6) 22,60 £ 3,57 0,90+0280 0@
CG (6) 26,05 £ 5,37 0,57+0,120 0@
MSG (6) 24,17 £ 6,47 0,87+0,33 @@
MSG/G (7) 26,82 + 6,07 0,69+0,140 0
Dados expressos como média + EPM
e e p<0,01 vs PM e e o p<(,001 vs PM
£ 1009 _——
=
o
g 751
(3]
S
£ 504
®
S 254
3
< c cG MSG  MSGI/G

Porcentagem da atividade total de 5'nucleotidase recuperada na fracdo de membrana

plasmatica de musculo cardiaco de ratos controle e obeso, tratados (CG e MSG/G) e nao tratados

(c e MSG) com glimepirida.
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ANEXO 5B

Dosagem da atividade enzimatica da 5'nucleotidase no misculo EDL

Atividade de 5'nucleotidase, em umol de fosforo inorganico (Pi) gerado em 60 minutos
pelo contetido protéico de 1 grama de tecido, nas fragdes de membrana plasmatica (PM) e
microssomal (M), de musculo extensor digital longo de ratos controle e obeso, tratados (CG e

MSG/G) e ndo tratados (C e MSG) com glimepirida.

ATIVIDADE 5'NUCLEOTIDASE (EDL)

(umol Pi/60 min/gciqo)
PM M
GRUPO
C“ 3,25+0,57 0,34+0,150 @
CG @) 2,43 +£0,16 0,760,310 @
MSG (4) 3,05+0,38 0,61£0,080 0@
MSG/G (4) 3,90 £ 0,73 0,99+021 00
Dados expressos como média = EPM
e ¢ p<0,01 vsPM e e o p<(,001 vs PM
£ 1001
E h— —
£ 75 —
(1]
S
£ 504
[
§  25-
3
< c cG MSG  MSG/G

Porcentagem da atividade total de 5'nucleotidase recuperada na fracdo de membrana

plasmatica de EDL de ratos controle e obeso, tratados (CG e MSG/G) e ndo tratados (c e MSG)

com glimepirida,
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ANEXO 5C

Dosagem da atividade enzimatica da S'nucleotidase no musculo sdleo

Atividade de 5'nucleotidase, em pmol de fésforo inorgénico (Pi) gerado em 60 minutos
pelo contetido protéico de 1 grama de tecido, nas fragdes de membrana plasmatica (PM) e
microssomal (M), de musculo solear de ratos controle e obeso, tratados (CG e MSG/G) ¢ nao

tratados (C e MSG) com glimepirida.

ATIVIDADE 5'NUCLEOTIDASE (SOLEO)
(nmol Pi/60 min/gciqo)

PM M
GRUPQO
C (5 1,06 = 0,08 0,33+0,080 0 o
CG (6) 1,14+ 0,10 0,25+0,0500 e
MSG (5) 1,57+0.,16 0,17+ 0,040 0 e
MSG/G (4) 521+0,55 * 4 # 0,51+0,1500 e

Dados expressos como média + EPM
* p<0,05vs.C + p<0,05vs. CG #p <0,05 vs. MSG
e e ¢ p<(,001 vs PM

100+

5 ——

50+

254

Atividade relativa em PM (%)

c CG MSG  MSG/G

Porcentagem da atividade total de 5'nucleotidase recuperada na fragdo de membrana
plasmatica de soleo de ratos controle e obeso, tratados (CG ¢ MSG/G) e nao tratados (¢ € MSG)

com glimepirida,
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ANEXO 6A

Ensaios de translocacio do GLUT4

Glicemias no estado basal (jejum de 10 horas) e apos 10 minutos da injecdo de 4U de

insulina, de ratos controles e obesos, tratados (CG ¢ MSG/G)e nao tratados (C e MSG) com

glimepirida por 4 semanas.

GRUPO GLICEMIA BASAL (mg/dl)  GLICEMIA APOS ESTIMULO (mg/dl)
C (n=8) 95,88 + 5,57 75,12 £ 6,34
CG (n=6) 99,67 + 4,89 76,00 £ 5,95
MSG (n=7) 80,57 + 3,39 67,86 + 3,07
MSG/G (n=10) 95,22 + 4,55 70,00 + 1,68

Resultados expressos como média = EPM, comparados por ANOVA de duas vias para dados
relacionados.
Efeito da INSULINA: p<0,0001
Efeito dos TRATAMENTOS: p=0,1874
INTERACAO:p=0,0596.
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ANEXO 6B

Conteudo de proteina GLUT4 em membranas plasmaticas (PM) do musculo so6leo de
ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e nao tratados (C e MSG) com glimepirida por
4 semanas. As amostras foram coletadas de animais em jejum de 10 horas, antes (BASAL) e apos

10 minutos apds a injecao de 4U de insulina (ESTIMULADO).

GRUPO PM - BASAL (UA/g tecido) PM - ESTIMULADO (UA/g tecido)
C (n=8) 29.452 + 1.864 36.762 + 3.004
CG (n=7) 22.397 +3.023 25.227 + 4.684
MSG (n=7) 32.063 + 3.647 35.402 + 5.427
MSG/G (n=7) 23.405 + 4.320 40.691 + 5.375+%

~ Dados expressos como média + EPM, confrontados por ANOVA de 2 vias para dados
relacionados, seguida do teste de Bonferroni.

INSULINA: p=0,0004; TRATAMENTO: p=0,0981; INTERACAO: p=0,0441

BONFERRONI: 1p<0,05 vs. CG

Conteudo de proteina GLUT4 em membranas microssomais (M) do musculo séleo de
ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e ndo tratados (C e MSG) com glimepirida por
4 semanas. As amostras foram coletadas de animais em jejum de 10 horas, antes (BASAL) e

apos 10 minutos apds a inje¢do de 4U de insulina (ESTIMULADO).

GRUPO M - BASAL (UA/g tecido) M - ESTIMULADO (UA/g tecido)
C (n=7) 3.284 + 408 3.105 + 671
CG (n=7) 3.951 + 743 2.901 + 599
MSG (n=7) 3.204 + 388 2.336 4322
MSG/G (n=7) 5.430 + 592* ## 3.864 + 270

" Dados expressos como média = EPM, confrontados por ANOVA de 2 vias para dados relacionados,
seguida do teste de Bonferroni.

INSULINA: p=0,0167; TRATAMENTO: p=0,0061; INTERACAO: p=0,6211

BONFERRONI: *p<0,05 vs. C ##p<0,01 vs. MSG
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ANEXO 7

Conteudo da enzima glicogénio sintase quinase 3 fosforilada (p-GSK3) em figado de
ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e nao tratados (C e MSG) com glimepirida por
4 semanas. As amostras foram coletadas de animais em jejum de 10 horas, antes (BASAL) e

apos 10 minutos apds a injecdo de 4U de insulina (ESTIMULADO).

GRUPO p-GSK3 - BASAL (UA) p-GSK3 - ESTIMULADO (UA)
C (n=7) 265, 01 % 14,65 336,50 = 15,51
CG (n=7) 283,59 + 13,52 315,70 + 13,33
MSG (n=7) 249,00 +16,03 24530 + 14,69 * * +
MSG/G (n=7) 263,01 + 17,82 329,00 + 12,92 ##

Dados expressos como média = EPM, confrontados por ANOVA de 2 vias para dados relacionados,
seguida do teste de Bonferroni.

INSULINA: p<0,0001; TRATAMENTO: p=0,0161; INTERACAO: p=0,0123

BONFERRONI: **p<0,01 vs. C +p<0,05 vs. CG ##p<0,01 vs. MSG
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CHRONIC TREATMENT WITH GLIMEPIRIDE RESTORES INSULIN SENSITIVITY
WITHOUT ENHANCING FAT DEPOSITION IN OBESE RATS - TISSUE SPECIFIC
REGULATION OF GLUT4 GENE EXPRESSION
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Hypothalamic obesity induced by monosodium glutamate (MSG) is an experimental
model in which insulin resistance is accompanied by altered GLUT4 expression in both young
and adult animals. This study was aimed to investigate whether insulin sensitivity would be
restored in MSG-obese rats by chronic treatment with the sulfonylurea drug glimepiride, and
whether this action might involve changes in GLUT4 expression, for this anti-hyperglycemic
drug is believed to act not only as an insulin secretagogue, but also as a sensitizer, increasing
insulin action on peripheral tissues. Skeletal muscle and adipose tissue are the most important
tissues concerning insulin-dependent glucose uptake. Thus, GLUT4 protein and mRNA contents
were analyzed in both white and red muscle fibers, as well as in cardiac muscle and epididymal

fat of control and MSG-obese rats, treated or not with glimepiride for four weeks.
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MSG- rats presented lower glucose disappearance rate in the insulin tolerance test (kITT)
when compared to their control littermates, being this parameter restored after glimepiride
treatment, showing an amelioration of the insulin sensitivity in vivo. This effect involved increase
in GLUT4 expression, in red muscle fibers, which are well known to play an essential role in the
regulation of glucose homeostasis. On the other hand, a decrease in GLUT4 expression was
observed in white adipose tissue (WAT) of the glimepiride-treated MSG-rats.

Thus, we were able to demonstrate that glimepiride enhanced insulin sensitivity in vivo by
altering GLUT4 gene expression. This tissue-specific effect must be important to enable this
sulfonylurea drug to promote an efficient glycemic control accompanied by an increased insulin

resistance specifically in adipose tissue, preventing additional fat deposition.

Key words
Insulin resistance, monosodium glutamate, glimepiride, GLUT4, skeletal muscle, white adipose

tissue

Introduction

Insulin resistance, which is characterized by an impaired ability of the insulin-sensitive
tissues to take up glucose in response to insulin, has been related to the onset of serious diseases,
such as hypertension, dislipidemia and atherosclerotic cardiovascular disease, which may
associate to obesity or type 2 diabetes to produce the metabolic syndrome, as first described by
Reaven (1988). This resistance to peripheral insulin-induced glucose disposal may be due to

defective insulin signal transduction or to defects in the glucose transport system itself (Koistinen
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and Zierath, 2002; Bjornholm, 2002). In this context, GLUT4 gene which codifies the insulin
regulatable glucose transporter plays a key role in the maintenance of glucose homeostasis.

In human beings, insulin resistance has been described in both skeletal muscle fibres and
white adipocytes, as accompanied by reduced GLUT4 protein expression (Dohm et. al., 1991;
Bjornholm, 2002). In addition, although elevated GLUT4 expression and increased insulin
sensitivity in white adipose tissue (WAT) favor fat accumulation in young MSG-obese animals
(Dolnikoff et al., 2001; Papa et al., 2002), in adulthood, when insulin resistance is definitely
installed, GLUT4 levels have been reported to be reduced in WAT and skeletal muscle of MSG-
obese mice (Machado et al., 1994; Papa et al., 2002). Thus, GLUT4 expression seems to depend
on the severity of insulin resistance and on the stage of obesity development. Besides, weight
loss, well known to improve insulin sensitivity, restores GLUT4 content in MSG-obese mice
(Papa et al., 1997).

Excessive weight gain leads to insulin resistance, usually advancing towards diabetes
mellitus. Such condition, whose symptoms develop slow and insidiously, may remain
undiagnosed for years (De Fronzo and Ferranini, 1991; Koistinen and Zierath, 2002), being
already accompanied by its most hazardous complications, such as retinopathy or nephropathy by
the time it comes to be treated. Taking into account that insulin resistance can be detected long
before overt diabetes is established, and that an early diagnosis is vital to attenuate the
manifestation of clinical complications of the diabetes and other diseases associated to the insulin
resistance,understanding the mechanisms through which this resistance to insulin action installs is
of paramount importance to contribute to the treatment of complicated pathological states.

Several drugs including a-glucosidase inhibitors, insulin sensitizers and secretagogues are
available for the management of type 2 diabetes. In pancreatic B-cells, the sulfonylurea drugs

bind to specific receptors associated to Karp channels, favoring cell depolarization which
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culminates in insulin secretion (Kramer et al., 1996). For the sulfonylurea drug glimepiride the
binding affinity to the B-cell is lower than that of other sulfonylureas, leading to a lower effect on
insulin secretion (Kramer et al., 1996). However, its action on glucose homeostasis is maintained,
supporting the hypothesis of a pronounced insulin sensitizing mechanism (Muller and Geisen,
1996; Muller et al., 1995).

In fact, in vitro experiments have demonstrated that glimepiride increases glucose uptake
and GLUT4 translocation in adipocytes and elevates GLUT4 protein in cardiomyocytes (Muller
and Wied, 1993; Bihr et al., 1995). Clinically, glimepiride has been found to be as efficient as
glibenclamide in ameliorating glycemic homeostasis, besides being able to improve insulin
sensitivity in hyperinsulinemic patients (Hamaguchi et al., 2004). Notwithstanding, there are no
reports of the GLUT4 gene expression being studied in vivo after glimepiride treatment.

Taking all the above into consideration, this study was aimed to determine if the chronic
treatment with glimepiride would be able to modulate the insulin resistance of MSG-obese
animals, and if this effect would be due to adaptive changes in GLUT4 expression, which might

contribute to its potential insulin sensitizer action.

Material and methods
Animals

Male offspring of Wistar rats received daily subcutaneous injections of MSG (4.0 g/kg
b.w., Sigma-Aldrich Chemicals, Steinhein, Germany) dissolved in 0.9% NaCl, from second to
eighth day after birth. Control littermates were given equivalent volume of vehicle. Animals were

weaned on the 28" day and housed in standard cages, 4 to 5 animals per cage, under controlled
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temperature (23 + 2 'C) and light (12:12h light-dark cycle) conditions, with free access to water
and standard rodent chow (NUVILAB CR-1, Nuvital, Curitiba, Brasil).

At the age of three months, half the control and MSG-treated animals started receiving 0.1
mg/kg/day of glimepiride (Amaryl®, Aventis Pharma , Scoppito, Italy.) in the drinking water,
what resulted in four experimental groups: C (control rats), CG (control rats treated with
glimepiride), O (MSG-obese rats) and OG (MSG-obese rats treated with glimepiride). The water
intake was monitored along the treatment, so that the dosage would be kept unchanged by
manipulating the concentration of the drug in the water.

After four weeks of glimepiride consumption, animals were used for tissue and blood
sampling and for the Insulin Tolerance Test (ITT), all conducted between 8:00AM and 10:00AM.
The tissue samples of epididymal white adipose tissue (WAT), extensor digitorum longus (EDL)
and soleus skeletal muscles, and cardiac muscle were removed under anesthesia, weighed,
immediately frozen in liquid nitrogen, and store at -70 °C until assayed. All tissues, except the
heart, were removed before respiratory arrest.

The experimental procedures were approved by the Ethical Committee for Animal
Research (CEEA) of the Institute of Biomedical Sciences, University of Sdo Paulo, under the

protocol number # 04/ 63.

Intravenous Insulin Tolerance Test (IVITT)

Under sodium pentobarbital (60m g/kg b.w.) anesthesia, tail blood samples were collected
before (time 0) and 4, 8, 12 and 16 minutes after an intravenous bolus injection of regular insulin
(0.75U /kg b.w., Biohulin, Biobras, Montes Claros, MG, Brazil). Glucose concentrations were

measured using a glucometer (Precision QIR, Abbott Laboratories Medisense Products, Bedford,



116

MA, USA). The values were used to calculate the constant rate for plasma glucose disappearance
(KITT), based on the linear regression of the neperian logarithm of blood glucose concentrations

obtained from 0 to 16 minutes of the test.

Northern Blotting for GLUT4 mRNA

GLUT4 mRNA was analyzed as previously described (Zanquetta et al., 2006). Total RNA
was extracted from 100 mg of snap frozen skeletal or cardiac muscle samples, or 600 mg of white
adipose tissue samples, using Trizol® reagent (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA), according to manufacturer ‘s instructions. Twenty pg of extracted RNA were
electrophoresed on 1.3% agarose-formaldehyde gel, blotted and fixed onto nylon membranes,
which were prehybridized in 0.5 M Na,HPO,, pH 6.8, 7% SDS, 1% BSA, 1 mM EDTA, 100
png/ml salmon sperm DNA solution, for 3 hours, at 65 °C. Subsequently, the membranes were
probed with specific (o*>-P)dCTP — labeled rat GLUT4 ¢cDNA (1 x 10° cpm/ml), in an overnight
hybridization performed at 65 °C. Membranes were washed under high stringency conditions
and exposed to Hyperfilm (Amersham Pharmacia Biotech) at —70 °C for 5 days. After that, the
membranes were stripped, and rehybridized to cDNA probe for B-actin. The blots were analyzed
by scanner densitometry (Image Master 1D®, Pharmacia Biotech, Upsalla, SW), and the results
were expressed as arbitrary units (AU), after normalization to the corresponding p-actin value,

considering the mean of control rats in each membrane as 100.
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Subcellular membrane fractions preparation

Tissue samples were homogenized in buffer (10 mM Tris HCI, 1 mM EDTA, 250 mM
sucrose, pH 7,4), 1/6 w/v, using a Brinkman Polytron. Muscle samples were submitted to a series
of differential centrifugations, as described (Mitsumoto and Klip, 1992). The crude homogenate
was centrifuged at 760 x g, 10 minutes, 4 °C. Supernatant was centrifuged at 31,000 x g for 60
minutes, at 4 °C, and the pellet was resuspended in homogenization buffer as the plasma
membrane rich fraction (PM). Microsomal fraction (M) was obtained after supernatant ultra
centrifugation at 190,000 x g. WAT samples were processed differently (Machado et al., 1994).
Homogenate was centrifuged at 3,000 x g for 15 minutes, fat cake was discarded and the
infranatant (fat free extract) was centrifuged at 12,000 x g for 15 minutes. The pellet was
resuspended as the PM fraction and the supernatant was centrifuged at 28,000 x g for 15 minutes.
The pellet was discarded and the supernatant was centrifuged at 146,000 x g for 75 minutes. The
final pellet was resuspended as the M fraction. The total protein content of membrane samples

was assayed by Lowry’s method and used for GLUT4 protein analysis.

Western Blotting for GLUT4 protein

Thirty pg of protein were solubilized in sample buffer (0.5 M Tris-HCI, pH 7.5; 9% SDS;
15% glycerol; 0.05% bromophenol blue; 6% 2-mercaptoethanol), subjected to sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE, 10%), and electrophoretically
transferred to nitrocellulose membrane, as previously described ( Zanquetta, 2006). Nonspecific
protein binding to the nitrocellulose was reduced by preincubating the membrane in blocking

buffer containing 8% nonfat milk. The nitrocellulose membrane was then incubated with anti-
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GLUT4 antiserum (Polyclonal Rabbit Raised Anti-GLUT4, AB1346, Chemicon International
Inc., Temecula, CA, USA), and submitted to enhanced chemiluminescent detection, according to
manufacturer instructions (ECL™ Western Blotting Detection, RPN2106, Amersham Pharmacia
Biotech, Amersham, UK). The intensity of the blots was quantified by densitometry (Image
Master 1D®, Pharmacia Biotech, Upsalla, SW), and the protein expression in control rat tissues
was normalized as 100. GLUT4 content was expressed in arbitrary units (AU) per gram of tissue,

taking into account the total protein recovery (mg protein/g tissue) of each fraction.

5 'nucleotidase assay

To testify the PM fractions in the muscular tissues were rich in plasma membrane
proteins, the enzymatic activity of the plasma membrane marker 5'nucleotidase was assayed
according to Avruch and Wallach (1971). Briefly, the samples were incubated in 100 mM Tris,
360 uM MgSO4 and 4 mM AMP, for 60 minutes, 37 °C. Reactions were stopped with SDS 20%,
and the enzyme activity, corrected to the protein content in each gram of tissue, was expressed in

umol Pi x 60 min! x gtissue'l.

2-deoxi-[2,6-"H] D-glucose uptake and [U-14C]-D-glucose incorporation to glycogen in soleus
muscle in vitro

Food was removed from the cage five hours before the experiments which were initiated
at 11:00AM. Rats were killed by cervical dislocation and soleus muscle was removed and
carefully divided into 25-35mg strips for incubation, as described by Crettaz et al (1980). Pre-
incubations were carried out in 4 ml of bicarbonate-buffered medium pH7.4 containing glucose
5.6 mM, at 37 °C, under constant 120 rpm shaking. Strips were then removed to flasks containing

the same buffer added by 2-deoxi-[2,6-"H] D-glucose 0.2 uCi/ml and [U-14C]-D-glucose 0.3
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uCi/ml and incubated for one hour in the absence or presence of insulin, 415 ng /ml. After
incubation, strips were washed in cold saline 0.9% and immediately frozen in liquid nitrogen. 2-
deoxi-[2,6-°'H] D-glucose uptake and [U-14C]-D-glucose incorporation to glycogen were

measured as described by Challis et al. (1986) and Crettaz et al. (1980).

Analytical prcedures

Blood samples were collected from the inferior vena cava immediately after the removal
of the tissue samples. Animals had not been submitted to previous fasting. Plasma samples were
assayed for glucose by the glucose oxidase method (Glicose Enzimatica, ANALISA Diagnostica,
Belo Horizonte, MG, Brazil), and for plasma insulin by RIA (Coat-A-Count, DPC Diagnostic
Products, Los Angeles, CA). To check for significant glycemic variations during the treatment
due to the higher insulinemia resulted from the glimepiride treatment, fructosamine was assayed

(Fructosamina AA, Wiener lab., Rosario, Argentina).

Data analysis

All values are expressed as mean = S.E.M. and the number of animals or experiments is
indicated in tables and legends. Intergroup statistical testing was performed using one-way
analysis of variance (ANOVA) followed by Student Newman-Keuls as a post hoc test. Data on 2-
deoxi-[2,6-°H] D-glucose uptake and [U-14C]-D-glucose incorporation to glycogen in soleus
were analyzed by two way ANOVA, followed by the Bonferroni’s test. Differences were

considered significant when P<0.05
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Results
General characteristics of the animals

Body weight and length were lower in obese animals (P<0.001 vs. control), while Lee
Index was higher for these animals (P<0.05), characterizing the MSG-obesity(Table 1). Besides,
increased visceral fat deposition was clearly observed in obese groups (40-50% higher than
control rats, P<0.05), while skeletal and cardiac muscle weights decreased significantly
(P<0.001).The WAT weight related to the body weight was 73% higher in obese rats, reinforcing
the increased fat mass (data not shown). On the other hand, comparing C and O rats, the relative
soleus, EDL and heart weights were unchanged, revealing a similar lean mass development (data
not shown). Food and water daily consumption in absolute values were lower in MSG-obese
animals (P<0.05 and P<0,01, respectively), but were not different when considering the relative
intake to 100 g of b.w. (Table 1).

After four weeks of continuous glimepiride treatment, neither control nor obese rats
presented any alteration in the morphometric parameters evaluated, compared to their respective
nontreated group (Table 1). Absolute or relative intakes of food and water of control and obese
animals were not affected by the drug either, as compared to their respective untreated group,
ensuring that the presence of glimepiride in the water did not alter its palatability or animal’s

apetite (Table 1).

Metabolic-hormonal characteistics of the animals
Plasma glucose levels (Fig. 1A) were 7.65 £ 0.17 mM and 8.01 £ 0.22 mM in C and O,
respectively. Concerning plasma insulin (Fig. 1B), although O rats tended to present higher levels

(20.87 £ 1.58 pU/ml) compared to control rats (16.95 + 2.09 pU/ml), this difference was not
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significant. In the insulin tolerance test, however, obese rats showed a significant 30% decrease
in the glucose disappearance constant (kITT) (Fig. 1C), clearly showing the insulin resistance.

Plasma glucose (Fig. 1A) remained unchanged after treatment in control (CG, 7.92 + 0.14
mM) and obese rats (OG, 8.12 + 1.25 mM). Differently, plasma insulin (Fig. 1B) increased 60%
in CG group (P<0.05) compared to its respective control. In the OG animals this increase was of
the same magnitude (66%), what shows the effectiveness of glimepiride as an insulin
secretagogue. Interestingly, while the kITT was clearly reduced in O animals (Fig. 1C),
confirming the whole body insulin resistance of MSG rats, the glimepiride treatment in OG rats
made their kITT return to the control levels, revealing the effect of the drug upon insulin
sensitivity. On the other hand, glimepiride did not affect the insulin sensitivity in control animals,
thus this group CG was not investigated for the molecular mechanisms involved in this effect of
the glimepiride drug.

The fructosamine concentrations were similar among all groups: C, 132.30 £ 7.69; CG,
125.40 = 7.85; O, 137.70 £ 6.11 and OG, 135.30 £ 7.53 (P>0.05), indicating there was no
significant variation in glycemia along the period of glimepiride treatment. It is interest to
highlight that these values were significantly lower than that observed in diabetic rats, which

were assayed as positive controls (data not shown).

GLUT4 mRNA and protein expression in cardiac muscle

Among the tissues analysed for GLUT4 expression, cardiac muscle was the only one in
which no significant effect was observed. Obese animals presented levels of GLUT4 mRNA (Fig.
2A) and protein (Figs. 2B, C and D) similar to those observed in control animals. When treated

with glimepiride, obese animals showed no change in mRNA or protein levels. Surprisingly, the
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amount of GLUT4 protein found in internal vesicles corresponded to only 10% of the amount of
GLUT4 protein detected in plasma membrane (Fig. 2D and 2E).

All samples obtained from the subcellular membranes fractionation were assayed for
activity of 5 nucleotidase, a plasma membrane marker. In all tissues analyzed, 75%-95% of the
total 5'nucleotidase activity (PM and M) was found in the PM fraction, assuring this fraction

contained most of the plasma membrane proteins (Table 2).

GLUT4 mRNA and protein expression in EDL

In EDL, a typical glicolytic skeletal muscle, the MSG treatment promoted a significant
decrease of 25% in the GLUT4 mRNA (P<0.01 vs. C). On the other hand, glimepiride - treated
obese rats had their GLUT4 mRNA restored to the control level (Fig 3A).

The significant decrease observed in GLUT4 mRNA was accompanied by a
correspondent decrease of the GLUT4 protein in microssomal fraction of untreated obese group
(Fig 3E). However, this reduction was not reflected on the total GLUT4 content, and all groups
presented the same level of total GLUT4 protein expression (Fig 3B). Similar to what was
observed for the cardiac muscle, more than 90% of the total GLUT4 was recovered in the plasma

membrane fraction (Fig 3D), where no differences among the groups were observed.

GLUT4 mRNA and protein expression in Soleus

In the soleus muscle, MSG-treatment led to an increase of 30% in GLUT4 mRNA
(P<0.01 vs. C) and after glimepiride treatment, a further 20% increase was observed (P < 0.001
vs. C and P > 0.05 vs. MSQG) (Fig 4A).

The analysis of the protein content showed that in obese rats GLUT4 did not alter

compared to C group, despite the significant elevation in mRNA level. This observation suggests
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obese rats are prone to present a deficiency in this protein expression, for they could keep the
same protein content as C animals, but only by means of a significant increase in the
correspondent mRNA. Glimepiride treatment clearly corrected this deficiency, producing a
significant elevation in GLUT4 protein to levels above those observed in C animals, in both

plasma (Fig 4D) and microssomal membranes (Fig 4E) of OB group.

GLUT4 mRNA and protein expression in WAT

Obese animals presented a 30% elevation in the GLUT4 mRNA content compared to C
(P<0.01). This difference disappeared after glimepiride consumption and the OG group had its
mRNA content similar to that of C (Fig 5A).

GLUT4 protein content in the total membranes represented by the fatty free extract,
varied in accordance with that pattern observed for its mRNA, with a significant increase in
MSG-obese group, which was reversed by the glimepiride treatment (Fig 5B). The analysis of the
subcellular fractions showed that these differences were due to the alterations in the plasma
membrane content, in which the GLUT4 protein doubled in obese animals (P<0.001 vs. C), and
the glimepiride treatment reduced it to the control value (Fig 5D). No significant changes were
observed in GLUT4 microssomal content, and differently from that observed in muscles, less

than 20% of the total cellular content was detected in the plasma membrane fraction.

2-deoxi-[2,6-"H] D-glucose uptake and [U-14C]-D-glucose incorporation to glycogen in soleus
muscle

Basal glucose uptake and its incorporation to glycogen in strips of soleus muscle in vitro
were lower in the obese rats (P<0.05 vs. C,) as shown in Table 3. In response to insulin, the

untreated obese rats also presented lower glucose uptake and non-oxidative glucose
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metabolisation than control rats (P<0.001 vs. C). However, the glimepiride treated ones had these
functions restored to levels similar to control or at least higher than the untreated-obese values

(glucose incorporation to glycogen, Table3).

Discussion

The disfunctions induced by the neonatal treatment with MSG have been extensively
described by studies on this complex syndrome named obesity. In adulthood, MSG animals
present decreased carcass protein content and high lipoprotein lipase activity in epididymal and
retroperitoneal adipose tissues (Ribeiro et al., 1997; Nascimento Curi et al., 1991). Sympathetic
activity and thermogenesis in brown adipose tissue are diminished what contributes to high fat
deposition, in spite of their normo or hypophagia (Bray, 1987; Morris et al., 1998). The insulin
resistance of MSG-obese animals gradually develops as the obese state advances (Dolnikoff et
al., 2001; Papa et al., 2002), and the animals can achieve such a pronounced impairment of the
glycemic homeostasis that it is enough as a type 2 diabetes diagnosis (Machado et al., 1994; Papa
et al., 1997). Because of that, the MSG-obesity turned out to be an adequate model to study the

reversal of insulin resistance progress by the glimepiride drug.

Sulfonylurea drugs are oral antihyperglycemic agents widely used for the treatment of
type 2 diabetes. They are efficient in decreasing blood glucose by stimulating insulin secretion
from the pancreatic B-cells and also they are believed to have peripheral effects, improving
insulin sensitivity (Kecskemeti et al., 2002; Muller and Geisen, 1996). Glimepiride differs from
other sylfonylureas by its lower binding affinity to the B-cell receptor (Krammer et. al, 1996) and

lower hypoglycemic-prone effect, although the glycemic control is efficient, as evidenced by
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amelioration of HbA 1c and fasting plasma glucose (Holstein et al., 2001; Hamaguchi et al.,2004).
Also, blood glucose control by glimepiride accompanies unchanged or even reduced body weight
(Hamaguchi, 2004). In fact, no additional fat deposition was observed in either control or obese

animals in the present study, despite the elevated insulin levels.

The glimepiride dosage of 0.1 mg/kg b.w./day has been shown as the minimum dose
which is able to inhibit glycemia elevation after an oral glucose load (El-Reyane et al., 1999). As
we could observe in the ITT, this dosage did not induce any changes in the insulin sensitivity of
control animals. However, the kITT was clearly higher in treated obese as compared to the
nontreated group, revealing the in vivo glimepiride-induced improvement of the insulin
sensitivity, in spite of the increased insulin levels. In this context, it is important to highlight that
the hyperinulinemia itself induces insulin resistance, pointing out the ability of glimepiride to
improve insulin sensitivity.

It has been reported that insulin-treated diabetic patients may present brief swings to
hyperglycemia after episodes of hypoglycemia. In the present study, as shown by the unaltered
fructosamine, the elevated insulin in the glimepiride-treated animals did not induce significant
changes in the glycemia all along the treatment.

Glimepiride effects on GLUT4 protein expression and translocation have been shown by
in vitro studies in the 90’s (Muller and Wied, 1993; Béhr et al., 1995). However, in vivo, the
demonstration of variations in GLUT4 gene expression after glimepiride treatment, accompanied
by amelioration of the whole body insulin sensitivity has been firstly described in the present
study. It is important to notice that we have analyzed the GLUT4 mRNA and protein in fed
animals, what allowed us to investigate the responses to the treatment under the physiological

levels of glycemia and insulinemia in the fed state. In this regard, we have already observed that
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during fasting, GLUT4 mRNA decreases in gastrocnemius and rapidly increases in response to
refeeding in parallel with plasma insulin (Zanquetta et al., 2006)

Our results on GLUT4 content in cardiac muscle of the obese rats differ from data found
in the literature reporting decreased GLUT4 content in MSG-induced and genetic Zucker
obesities (Machado et al., 1993; Uphues et al., 1995). However, it is relevant to notice that in
those cases the obesity was more severe and the insulin resistance much more evident than that of
the animals in the present study. Moreover, cardiac mass is too small as compared to the total
body mass and thus, although it is an insulin sensitive tissue, cardiac muscle contributes very
little to the glycemic homeostasis and insulin resistance in vivo. On the other hand, the absence of
effect of glimepiride on the glucose transporter content in cardiac muscle is in accordance with
the beneficial effect of glimepiride on ischemic pre-conditioning, a protective mechanism which
can be impaired by other sulfonylureas (Lee and Chou, 2003).

Skeletal muscles are the most important tissues concerning insulin-stimulated glucose
utilization. In fact, high glucose transport rate has been observed in transgenic mice
overexpressing GLUT4 in skeletal muscle, while GLUT4 gene knockout mice are insulin
resistant (Tozzo et a., 1997; Stenbit et al., 1997). Richardson et al (1991) have reported that the
regulation of GLUT4 gene expression in muscle is differently modulated depending on the fibre
type, pointing out that the slow twitch (oxidative) fibres are more sensitive to insulin action than
fast twitch (glycolytic) fibres. Accordingly, in the present study, we observed that MSG treatment
can promote either decrease (EDL) or increase (soleus) in GLUT4 mRNA, depending on the fibre
type. Consequently, both muscle types responded differently to glimepiride treatment, which
affected both GLUT4 mRNA and protein expression in obese rats. In accordance with
Richardson et al. (1991), it was in the oxidative fibres that the most pronounced changes were

observed with glimepiride treatment, after which a significant increase in the insulin levels was
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observed. The clear elevation of GLUT4 protein in the soleus muscle of glimepiride treated rats
suggests that oxidative fibres play a relevant role in the maintenance of the glycemic control in
these animals.

This finding was reinforced by the demonstration that the insulin stimulated glucose
uptake in soleus muscle in vitro was significantly improved in the obese rats after glimepiride
treatment. In the context of the present study, this observation was essential to show that the
effects observed in the treated groups were due to the treatment and not to the elevated levels of
insulin presented by the treated animals in the in vivo situation. In accordance with our findings,
Bahr et al. (1995) reported the effects of glimepiride and insulin on the glucose uptake are
additive, suggesting they stimulate glucose transport by activating different pathways. Besides
this effect on the glucose uptake, glimepiride seems to present also a stimulatory effect on the
insulin-stimulated glycogenesis, as it could be presently observed by the augmented insulin-
stimulated incorportaion of '*C-glucose to glycogen in soleus muscle strips. This finding agrees
with the observation of Haupt et al., (2002) who studied cultured muscle fibresand also observed
increased insulin-stimulated glycogenesis in the presence of glimepiride.

The excessive fat deposition is an important determinant of insulin resistance in obese
subjects. Decreased GLUT4 protein has been described in WAT of MSG obese mice (Machado
et al., 1994), differently from our MSG rats, which presented significant elevation in both
GLUT4 mRNA and protein. Considering that the present obese animals were neither
hyperglycemic nor hyperinsulinemic in comparison to control group, and that GLUT4 levels vary
in accordance with the severity of insulin resistance (Papa et al., 2002), it could be argued that we
analyzed them in a period in which establishment of insulin resistance was still in progress, with
accelerated weight gain, and some features of obesity yet to be installed. After glimepiride

treatment both GLUT4 mRNA and protein returned to control levels, suggesting glimepiride
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accelerates local insulin resistance in WAT. This effect can be important to prevent further fat
deposition, which would be expected to be observed since the treatment significantly elevated
insulin levels.

GLUTH4 being differently expressed in various tissues of obese animals, it allowed us to
observe tissue-specific responses to glimepiride. While cardiac and white skeletal muscle showed
to be little affected by hormonal and metabolic changes, in red muscle fibres and WAT the
patterns of GLUT4 expression were clearly altered by both MSG and glimepiride. Of the utmost
importance was the observation that the chronic treatment with glimepride was able to improve
the insulin sensitivy in vivo and that this effect involved significant alterations in GLUT4 mRNA
and protein expression, which increased in soleus and decreased in WAT of insulin resistant
animals. Taken together, these events must be important to enable the glimepiride drug to

promote an efficient glycemic control and avoid obesity to exacerbate all at once.
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General characteristics of control and obese rats, untreated (C and O) or treated with glimepiride

(CG and OG), for four weeks.

C CG 0) OG
Body weight (g) 350+ 11 350+ 10 291 +9 *#* it 288+ 7 *#* it
(n=17) (n=13) (n=18) (n=18)
Naso anal length 22.7+2.10 23.0+0.17 20.9 £0.19 *¥* $4¢ 21.0 £ 0.21 *%* $4%
(cm) (n=17) (n=13) (n=18) (n=18)
Lee Index 31.00 £ 0.14 30.60 £ 0.23 31.61 £0.12 * ++ 31.45+0.14 * ++
(g/em) (n=17) (n=13) (n=18) (n=18)
WAT (g) 3.62£0.23 3.34£0.29 521£025*F 550£0.75 * }
(n=11) (n=17) (n=14) (n=10)
Soleus (g) 0.130 £ 0.006 0.130 £ 0.008 0.100 £ 0.002 *¥** ++ 0.100£ 0.004 *** 4+
(n=11) (n=7) (n=14) (n=10)
EDL (g) 0.150 £ 0.007 0.140+ 0.005 0.120 £ 0.006 *** + 0.130 + 0.006 *
(n=11) (n=17) (n=14) (n=10)
Heart (g) 0.96 £0.03 0.93+ 0.05 0.78 £0.02 **%* 4+ 0.78 £0.03 *** 4+
(n=11) (n=7) (n=14) (n=10)
Food intake 23.80+£0.95 24.10+£0.40 20.80 £ 0.40 * ¥ 21.00 £ 0.25 * ¥
(g/animal/day)
Relative intake 6.34 £0.25 6.44 £0.11 6.90 £0.13 6.98 £ 0.08
(g/100g/day)
Water intake 35.60 £ 0.60 33.60 £2.23 2740+ 1.46 * * 2720+ 0.90 * * §
(ml/animal/day)
Relative intake 10.68 £ 0.15 10.21 £ 0.68 9.09£0.48 9.05+0.30

(ml/100g/day)

Lee index = [(*Vbody weight)+(nasoanal length) ] x 100

WAT, epididymal white adipose tissue; EDL, extensor digitorum longus. The number of animals in each

group is indicated in brackets. Food and water intake were measured from 3-4 cages per group, housing 4-

5 animals each. Data are mean £ S E.M.* P <0.05, * * P<0.01 and * * * P<(0.001 vs. C; + P<0.05, §¥

P<0.01 and 11 P<0.001 vs. CG; ANOVA/Student-Newman-Keuls test.
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5'nucleotidase activity found in plasma membrane (PM) and microssomal (M) fractions

of cardiac and skeketal muscles of control (C), obese (O) and glimepride-treated obese rats (OG).

Enzyme activity is expressed in umol Pi generated in one hour by the protein content in each

gram of tissue:

Heart

(;,Lmol Pix h-l X gtissue-l)

Soleus

(;,Lmol Pix h-l X gtissue-l)

oG

PM M

22.60+3.57 0.90+0.28
(6) (6) T11

24.17+6.47 0.87+0.33
(6) (6) 1

26.82+6.07 0.69+0.14

(7 (7) 1

EDL
(umol Pix h™ x gissue ™)
PM M
325+0.57 0.34+0.15
4) 4) Tt
3.05+0.38 0.61+0.08
4) ) Tt
3.90£0.73  0.99+0.21
4) 4) Tt

PM M
1.06 +0.08  0.33+0.08
) () 11
1.57+0.16  0.17+0.04
() () 1t
521+0.55  0.51+0.15
(4)* # (4) 711

EDL, extensor digitorum longus. The number of animals in each group is indicated in brackets.

Data are mean = S.E.M. {1 P<0.01 and 11 P<0.001 vs. respective PM, * P<0.05 vs. C, #

P<0.05 vs. O, ANOVA/Student-Newman-Keuls test, with comparisons only among samples

from the same tissue
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Basal and insulin stimulated 2-deoxi-[2,6-"H]glucose uptake and '*C-glucose

incorporation to glycogen in soleus muscle of control (C) and obese rats, untreated (O) or treated

with glimepiride (OG), for four weeks.

2-DG-uptake BASAL INSULIN
(Hmol/g)
C() 2.86 +0.11 5.36 +£0.07
O (5) 2.03+0.17 ** 4.15 +0.08 ***
OG (5) 220+0.14 * 5.06+0.16 ##
C-glucose in glycogen BASAL INSULIN
(Hmol/g)
C () 0.91 +£0.02 3.44+0.14
O (5) 045+0.13 * 242 £0.10 ***
OG (5) 0.39+0.23 * 2.96 +0.20 *#

The number of animals in each group is showed in brackets. Data are mean = S.E.M . ANOVA 2

WAY': Insulin effect: P<0.0001; Treatment: P<0.0001; Interaction: P= 0.0193 for 2-DG uptake

and P=0.1101 for "*C-glucose incorporation. Bonferroni’s test: * P<0.05, ** P<0.01, and ***

P<0.001 vs. C; # P<0.05 and ## P<0.01 vs. O
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Figure Legends:

Figure 1: Plasma glucose, plasma insulin and glucose disappearance constant in Control and
MSG-obese rats, untreated (C and O) or treated with glimepiride for four weeks (CG and OG).
KITT, constant rate of plasma glucose disappearance, obtained from the linear regression of
neperian logarithm of blood glucose concentration values along the insulin tolerance test. Data
are mean = S.E.M. for 7-8 animals per group in the insulin tolerance test, and 11-18 animals for
plasma glucose and insulin. * P<0.05 and ***P<0.001 vs. C;  P<0.05 vs. CG; # P<0.05 vs. O;

### P<0.001 vs. O (ANOVA and Student-Newman-Keuls as post hoc test).

Figure 2: GLUT4 mRNA and protein contents in cardiac muscle of control and obese rats,
untreated (O) or treated with glimepiride for four weeks (OG). A, left pannel:: GLUT4 mRNA
as a ratio of P-actin mRNA content, and normalized considering the control mean of each
membrane as 100. A, right pannel: typical images of GLUT4 and respective B-actin mRNAs. B:
GLUT4 protein content in total membranes. C: Representative blots out of four separate
experiments. D: GLUT4 protein content in plasma membrane (PM); E: GLUT4 protein content
in microsome (M); 30 pg protein of each subcellular fraction were subjected to SDS/PAGE,
followed by immunoblotting for GLUT4 and data were calculated analysing GLUT4 per gram of

tissue. Results, expressed in arbitrary units (AU), are mean = SEM of 6 rats in each group.

Figure 3: GLUT4 mRNA and protein contents in extensor digitorum longus (EDL) of control and
obese rats, untreated (O) or treated with glimepiride for four weeks (OG). A, left pannel::

GLUT4 mRNA as a ratio of pB-actin mRNA content, and normalized considering the control
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mean of each membrane as 100. A, right pannel: typical images of GLUT4 and respective [3-
actin mRNAs. B: GLUT4 protein content in total membranes. C: Representative blots out of four
separate experiments. D: GLUT4 protein content in plasma membrane (PM); E: GLUT4 protein
content in microsome (M); 30 pg protein of each subcellular fraction were subjected to
SDS/PAGE, followed by immunoblotting for GLUT4 and data were calculated analysing GLUT4
per gram of tissue. Results, expressed in arbitrary units (AU), are mean + SEM of 5 and 10 rats in
each group for protein and mRNA, respectively.

* P<0.05 and **P<0.01 vs. C; # P<0.05 vs. O (ANOVA and Student-Newman-Keuls as post hoc

test).

Figure 4: GLUT4 mRNA and protein contents in soleus skeletal muscle of control and obese
animals, untreated (O) or treated with glimepiride for four weeks (OG). A, left pannel:: GLUT4
mRNA as a ratio of B-actin mRNA content, and normalized considering the control mean of each
membrane as 100. A, right pannel: typical images of GLUT4 and respective B-actin mRNAs. B:
GLUT4 protein content in total membranes. C: Representative blots out of four separate
experiments. D: GLUT4 protein content in plasma membrane (PM); E: GLUT4 protein content
in microsome (M); 30 pg protein of each subcellular fraction were subjected to SDS/PAGE,
followed by immunoblotting for GLUT4 and data were calculated analysing GLUT4 per gram of
tissue. Results, expressed in arbitrary units (AU), are mean = SEM of 5-6 and 6-8 rats in each
group for protein and mRNA, respectively.

**%P <0.001 vs. C; ### P<0.001 vs. O (ANOVA and Student-Newman-Keuls as post hoc test).
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Figure 5: GLUT4 mRNA and protein contents in epididymal white adipose tissue of control and
obese animals, untreated (O) or treated with glimepiride for four weeks (OG). A, left pannel::
GLUT4 mRNA as a ratio of pB-actin mRNA content, and normalized considering the control
mean of each membrane as 100. A, right pannel: typical images of GLUT4 and respective [3-
actin mRNAs. B: GLUT4 protein content in fatty free extract. C: Representative blots out of four
separate experiments. D: GLUT4 protein content in plasma membrane (PM); E: GLUT4 protein
content in microsome (M); 30 pg protein of each subcellular fraction were subjected to
SDS/PAGE, followed by immunoblotting for GLUT4 and data were calculated analysing GLUT4
per gram of tissue. Results, expressed in arbitrary units (AU), are mean + SEM of 5-6 and 6-7
rats in each group for protein and mRNA, respectively.

**P<0.01 and *** P<0.001vs. C; ## P<0.01 vs. O (ANOVA and Student-Newman-Keuls as post

hoc test).
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