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RESUMO

POLETTO, A. C. Acidos graxos insaturados oléico e linoléico reprimem o gene
Slc2a4 via NF-kB e SREBP-1. 2011. 89 f. Tese (Doutorado em Fisiologia Humana) -
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2011.

Os &cidos graxos (AGs) sdo nutrientes essenciais para o adequado funcionamento
do organismo. Entretanto, o aumento dos niveis circulantes de alguns AGs e o
acumulo ectopico de gordura estdo relacionados com o desenvolvimento da
resisténcia a insulina na obesidade e no diabetes mellitus. Os mecanismos
envolvidos nesta regulacdo ndo estdo totalmente elucidados, todavia, a participacéo
dos AGs no controle transcricional do gene Slc2a4 deve ser considerada. De acordo
com estes aspectos, 0 objetivo do presente trabalho foi avaliar em células
musculares pertencentes a linhagem L6, o efeito de AGs muito consumidos na dieta
ocidental, os AGs, oléico (OFA) e linoléico (LFA), na regulacdo de fatores
transcricionais envolvidos no controle da expressdo do GLUT4, tais como: NF-kB,
SREBP-1c, HIF-1a, LXRa e PPARy. Na presenca de OFA e de LFA, foi verificada
uma reducéo significativa do conteudo da proteina GLUT4 (OFA, 50 a 400 uM, 29-
43%; LFA, 300 uM, 33% e 400 puM, 54%, versus controle). Apds esta etapa, para o
prosseguimento das analises, foram selecionadas trés concentracbes para
experimentos com OFA (25, 50 e 200 uM) e com LFA (50, 200 e 300 pM). Em todas
as concentracoes analisadas de OFA e LFA, foram detectadas reducdo da
expressdo do mRNA de GLUT4 (OFA, 25 a 200 uM, 36-60%; LFA, 50 a 300 uM, 34-
52% versus controle), bem como reducédo da expressdao do mRNA de SREBP-1c
(OFA, 25 a 200 upM, 38-74%; LFA, 50 a 300 pM, 59-80%, versus controle).
Adicionalmente, o tratamento com esses AGs resultou em aumento da expressédo do
MRNA de NF-kB (OFA, 200 uM, 49%; LFA, 200 puM, 67%, e 300 uM, 136% versus
controle), HIF-1a (OFA, 200 uM, 125%; LFA, 200 puM, 43%; LFA, 300 pM, 56%
versus controle), LXRa (OFA, 50 uM, 66% e 200 uM, 50%; LFA, 300 uM, 103%
versus controle) e PPARy (LFA, 300 uM, 128% versus controle). Em relacdo a
atividade de ligacdo ao gene Slc2a4 foram identificadas duas bandas para NF-kB,
denominadas Complexo | e Il; foi verificado aumento na atividade de ligacao de NF-
kKB (OFA, 200 uM, 25% no Complexo | e para 25 a 200 uM, 12-21% no Complexo II;
LFA, 200 e 300 pM, 12 e 24% respectivamente, para Complexo | e 200 e 300 uM, 42
e 35% respectivamente, para Complexo Il versus controle) e diminuicdo na atividade
de ligagcdo de PPARy (LFA, 50-300 pM, 58-73% versus controle) e de SREBP-1
(OFA, 25 pM, 42% e 200 uM, 67%; LFA, 50 a 300 uM, 49-68%). N&do houve
alteracdo quanto a ligacdo de LXRa e HIF-1a ao gene Slc2a4. Por fim, tanto OFA,
como LFA aumentaram a fosforilagcdo de IKKa/B (OFA, 200 uM, 346%; LFA, 50 a
300 pM, 95-178% versus controle). Em conclusdo, ambos AGs OFA e LFA



diminuem a expressdo do GLUT4, com importante participacdo dos fatores
transcricionais NF-kB e SREBP-1, e, portanto, a atuagao de nutrientes na regulacao
da expressdo de genes traz uma nova vertente quanto a modulagéo dietética para
prevencao e/ou tratamento de doencas relacionadas com o quadro de resisténcia a
insulina.

Palavras - chave: Acido graxo oléico. Acido graxo linoléico. Slc2a4. GLUT4. NF-kB.
SREBP-1.



ABSTRACT

POLETTO, A. C. Oleic and Linoleic unsaturated fatty acids repressing Slc2a4
gene via NF-kB and SREBP-1. 2011. 89 p. Ph. D. thesis (Human Phisiology) -
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2011.

Fatty acids (FAs) are essential for the growth and development of all
organisms. However, high elevated levels of some but not all free fatty acids and
ectopic lipid deposits are related with insulin resistance in obesity and diabetes
mellitus. The real mechanisms by which FAs impair the action of insulin need to be
clarified. Nevertheless the effects of these molecules in the transcriptional activity of
the Slc2a4 gene should be considered. According to these aspects, the aim of this
work was to investigate the effects of the main unsaturated fatty acids such as oleic
(OFA) and linoleic (LFA) in the activity and expression of NF-kB, SREBP-1c, HIF-1q,
LXRa and PPARy. The results have showed a decrease in the GLUT4 protein
content in the presence of 50 to 400 uM, 29-43%, of the OFA and 300 uM, 33%, and
400 pM, 54%, of the LFA when compared with control. Besides, a reduction in the
GLUT4 mRNA expression was detected in 25, 50 and 200 pM of the OFA, 36-60%
and 50, 200 and 300 pM of the LFA, 34-52% vs. control. The transcriptional factors
MRNA content was analyzed. A reduction in the SREBP-1c mRNA content (OFA, 25
to 200 uM, 38-74%; LFA, 50 to 300 uM, 59-80%) was detected. On the other hand,
an increase in the NF-kB (OFA, 200 pM, 49%; LFA, 200 uM, 67% and 300 pM, 136%
vs. control), HIF-1a (OFA, 200 pM, 125%; LFA, 200 pM, 43% and 300 uM, 56%),
LXRa (OFA, 50 pM, 66%; LFA, 200 uM, 50% and 300 uM, 103% vs. control) and
PPARYy (LFA, 300 uM, 128%) mRNA content was showed. In addition, the binding
activity of some transcriptional factors to the Slc2a4 gene was investigated. Two
specific bands to NF-kB were detected, Complex | and Il. The treatment with OFA
and LFA showed an increase in the NF-kB binding activity (OFA, 200 pM, 25% in
Complex | and for 25 to 200 pM, 12-21% in Complex II; LFA, 200 puM, 12% and 300
UM, 24% in Complex | and 200 puM, 42%, and 300 uM, 35% in Complex Il vs.
control), and decrease in PPARy binding activity (LFA, 50-300 pM, 58-73% vs.
control), and SREBP-1 binding activity (OFA, 25 pM, 42% e 200 pM, 67%; LFA, 50 to
300 pM, 49-68% when compared to control). LXRa and HIF-1a binding activity did
not altered. Finally, both fatty acids increased the IKKa/B phosphorilation (OFA, 200
MM, 346%; LFA, 50 to 300 pM, 95-178% vs. control). The present results show that
unsaturated fatty acids OFA and LFA decrease the GLUT4 expression through the
control of the NF-kB and SREBP-1 binding activity. For this, the modulation of gene
expression by some nutrients like fatty acids can help us to do an individual dietetic
modulation to the treatment of some diseases related with insulin resistance in
obesity and diabetes.

Keywords: Oleic fatty acid. Linoleic fatty acid. Slc2a4. GLUT4. NF-kB. SREBP-1.
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1 INTRODUCAO

Os acidos graxos sdo nutrientes essenciais para o0 crescimento e o
desenvolvimento do organismo. Além de importante substrato energético para o
trabalho celular, estas biomoléculas atuam na composicdo estrutural da membrana
plasmética, na acilacdo de proteinas e no fornecimento de sinalizadores
intracelulares, como eicosanoides, diacilglicerol, ceramidas e &cido fosfatidico que
regulam a atividade de proteinas, como as pertencentes a via de sinalizacdo da
insulina (SAVAGE et al., 2007; SESTI, 2006), e a expresséo de genes envolvidos no
controle do metabolismo, crescimento e diferenciagao celular (JUMP, 2004,
PERGORIER; LE; GIRARD, 2004).

Além de abundantemente encontrados em alimentos de origem animal e
vegetal, principalmente como triacilglicerol (TAG), alguns acidos graxos podem
também ser sintetizados endogenamente a partir da glicose, como o acido graxo
saturado palmitico (C16:0) (JUMP, 2004), ou apartir de &cidos graxos
poliinsaturados essenciais, como 0s acidos graxos araquidénico (C20:4), n6 e
docosahexaendico (C22:6) n3 (SPRECHER, 2000), ambos importantes constituintes
da membrana celular (JUMP, 2004).

A alteracao nos niveis de alguns acidos graxos livres circulantes provenientes
da ingestdo excessiva de gordura dietética, e/ou a partir dos estoques de gordura
corporal, pode estar relacionada com o surgimento de desordens metabdlicas como
reducdo na sensibilidade a acdo da insulina em musculo esquelético e tecido
adiposo (BODEN, 2003), considerados importantes sitios de captacao de glicose em
resposta ao estimulo insulinico (MACHADO et al., 2006). Ambos tecidos expressam
duas isoformas de proteinas transportadoras de glicose, o GLUT1, principal
responsavel pelo transporte deste substrato no estado basal, e o GLUTA4,
responsavel pelo transporte em resposta a estimulos especificos (MACHADO,
1998).
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A isoforma GLUT4, cujo gene € denominado Slc2a4 (JOOST e THORENS,
2001) esta expressa predominantemente, mas ndo exclusivamente, nestes tecidos.
Em reposta ao estimulo insulinico, que ocorre pela ligacdo da insulina ao seu
receptor de membrana plasmatica e consequentes fosforilacbes intracelulares
(CARVALHEIRA et al.,, 2002; SALTIEL e KANH, 2001), vesiculas contendo este
transportador translocam-se, ancoram-se e fundem-se na membrana plasmatica
aumentando a densidade de GLUT4 e a captacdo de glicose (BRADY; PESSIN;
SALTIEL, 1999; KOISTINEN e ZIERATH, 2002; MACHADO, SHIMIZUI, SAITO,
1994). A reducdo na expressao génica e/ou na densidade deste transportador na
superficie celular pode estar relacionada com resisténcia a insulina (THORENS;
CHARRON; LODISH, 1990).

Estudos classicos jaA demonstravam a atuacdo dos &acidos graxos ho
desencadeamento de alteracBes na sensibilidade a insulina. Randle et al. (1963)
determinaram, em amostras dos musculos cardiaco e diafragmético de ratos, que o
acumulo intracelular de produtos oriundos da oxidacdo de acidos graxos altera a
atividade de enzimas pertencentes a via glicolitica, com consequente aumento na
concentracdo intracelular de glicose-6-fosfato (G6P), um inibidor alostérico da
hexoquinase, e diminuicdo na captacéo celular de glicose.

Dresner et al. (1990) utilizando amostras de musculo esquelético de
individuos normais submetidos a clamp euglicémico-hiperinsulinémico e
concomitante infusdo de lipides, verificaram uma diminuicdo na concentracdo de
G6P e de glicose intracelular; e a estas observacdes atribuiram um possivel papel
dos acidos graxos na alteracdo do transporte de glicose, via GLUT4, elou
propagacao do sinal da insulina.

Acidos graxos e/ou seus metabdlitos bioativos podem controlar a transcri¢éo
génica, regulando a estabilidade de mRNAs e a participacdo de fatores
transcricionais como, PPARSs (do inglés, peroxisome proliferator-activated receptors),
LXRa (do inglés, liver X receptor a), HNF4 (do inglés, hepatocyte nuclear factor a e
¥), RXRa (do inglés, retinoic X receptor a), SREBPs (do inglés, sterol regulatory
element binding proteins), NF-kB (do inglés, nuclear factor kappa B) e HIF-1a (do
inglés, hypoxia inducible factor-7a) (JUMP, 2004), ja descritos como reguladores do

gene Slc2a4.
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Entre todos os fatores transcricionais regulados por acidos graxos e/ou por
seus metabolitos bioativos, a familia dos PPARs ¢ a mais estudada (PERGORIER;
LE; GIRARD, 2004).

Descoberta em meados dos anos 90 a isoforma PPARy se expressa
predominantemente nos tecidos adiposo, branco e marrom, intestino grosso e baco,
mas também € encontrada em musculo esquelético (FAJAS et al., 1997).
Atualmente, trés subtipos de PPARYy ja foram identificados e classificados como y1,
y2 e y3 (FAJAS et al.,, 1997; FAJAS; FRUCHART; AUWERX, 1998); apenas as
isoformas 1 e 2 expressam-se no musculo esquelético (ARMONI; HAREL,;
KARNIELI, 2007; FAJAS et al., 1997). Entre as inumeras funcbes de PPARYy
destacam-se a sua participacdo no controle da diferenciacdo dos adipdcitos, da
resposta inflamatéria e do metabolismo lipidico (DESVERGENE et al.,, 1998;
TAKAHASHI e KAWADA, 2001) e glicidico (ARMONI et al., 2003).

A acdo de PPARy na regulacdo da expressdo génica pode ocorrer por
transativacdo ou transrepressdo. A transativacdo consiste na ativacdo deste fator
transcricional por agonistas enddgenos e/ou sintéticos com posterior recrutamento
de co-ativadores, dimerizacdo a RXRa e ligacdo ao seu elemento responsivo PPRE
(do inglés, PP responsive element) em genes alvo (CHIARELLI e MARZIO, 2008)
como Slc2a4, cujo sitio de ligacéo foi determinado em meados de 2003 (ARMONI et
al., 2003). Por outro lado, a transrepressdao € um mecanismo pelo qual o PPARYy
inibe a atividade transcricional de proteinas como NF-kB, por se associar
diretamente a elas e ndo ao DNA (CHIARELLI e MARZIO, 2008).

Os medicamentos pertencentes a classe das Tiazolidinedionas (TZDs), bem
como os produtos derivados do aminoacido L-tirosina, GI262570, GW1929 e
GW7845, sdo considerados importantes ativadores sintéticos de PPARYy. Entre os

agonistas naturais destacam-se o prostanéide 15-deoxi-A*>*

prostaglandina J; (15d-
PGJ,;) e também produtos derivados da via da lipoxigenase como 9 e 13-
hidroxioctadecadiendico (9 e 13 HODE) e 15-hidroxieicosatetraenoico (15-HETE)
(KLIEWER et al., 2001). Ao contrario do acido graxo monoinsaturado oléico e de
alguns poliinsaturados pertencentes a familia n6, com exce¢do do acido graxo
araquidénico (C20:4), é&cidos graxos pertencentes a familia n3 como,
eicosapentaenoico (C20:5), docosahexaendico (C22:6) e gama e alfa linolénico
(C18:3) sdo muito efetivos na ativacdo de PPARy (DESVERGENE e WAHLI, 1999;

XU et al., 1999).
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Além dos aspectos sobreditos, a atividade deste fator transcricional também
pode ser controlada por meio da acédo de cinases como ERK-MAPK (do inglés,
extracellular receptor kinase-mitogen activated protein kinase) e AMPK (do inglés,
5" -AMP-activated protein kinase) (BURNS e HEUVEL, 2007).

O LXRa é outro importante regulador transcricional que deve ser ressaltado.
Est4 expresso predominantemente no figado, intestino, rim, bago e tecido adiposo,
mas também se encontra no musculo esquelético (BARANOWSKI 2008; KASE et
al., 2005). Embora trés isoformas de LXRa ja tenham sido identificadas, apenas a
denominada a1 possui uma importante atividade transcricional (WOJCICKA et al.,
2007). E como heterodimero junto a RXRa, que o LXRa se liga ao seu elemento
responsivo (LXRE), modulando a expressdo de inumeros genes envolvidos no
metabolismo de lipides e de colesterol como, SREBP-1c, acido graxo sintase e
estearoil-CoA desaturase (BARANOWSKI, 2008); também de carboidratos como,
GLUT4 e GLUT1, no musculo esquelético (KASE et al., 2005) e tecido adiposo
(JUMP, 2002; PERGORIER; LE; GIRARD, 2004; SAMPATH et al., 2004).

Dalen et al. (2003) mostraram, em adipocitos de humanos e de
camundongos, a presenga de elemento responsivo para LXRa no promotor do gene
Slc2a4. Kase et al. (2005), utilizando cultura de células musculares humanas
incubadas com ativador de LXRa, mostraram aumento na expressao de iniUmeros
genes, dentre os quais PPARy, SREBP-1c, GLUT4 e GLUT1.

Alguns oxiesterdis como 22(R) hidroxicolesterol e 24(S) hidroxicolesterol sdo
considerados importantes agonistas endoégenos de LXRa. Contrariamente, acidos
graxos poliinsaturados pertencentes as familias, n3 como eicosapentaendico (C20:5)
e docosahexaendico (C22:6) e n6 como araquiddnico (C20:4) e linoléico (C18:2) sao
considerados inibidores competitivos de LXRa, uma vez que impedem a ligacdo dos
oxiesterois. Acidos graxos monoinsaturados possuem um efeito minimo nesta
inibic&o ja os saturados n&o participam na regulacéo deste mecanismo (WOJCICKA,
2007).

O SREBP faz parte de uma familia de fatores de transcrigdo conhecida como
bHLH-Zip (do inglés, basic helix-loop-helix-leucine zipper). Até o momento, trés
isoformas de SREBP ja foram identificadas e denominadas: 1a, 1c e 2 (HUA et al.,
1993; YOKOYAMA et al., 1993). Expressam-se predominantemente no figado e
tecido adiposo (IM et al., 2007) mas também sdo encontrados no musculo
esquelético (COMMERFORD et al., 2004).
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Acidos graxos poliinsaturados (eicosapentaendico, araquidonico e linoléico)
ou monoinsaturado (oléico), atuam na regulacdo da expressdo génica da isoforma
SREBP-1c (JUMP, 2002; PERGORIER; LE; GIRARD, 2004). Em amostras de tecido
adiposo provenientes de ratos realimentados apés jejum de 24 horas e de ratos
diabéticos submetidos a insulinoterapia, um aumento na expressdo de SREBP-1c foi
relacionado com um aumento de GLUT4 neste tecido. Ao mesmo tempo o SRE (do
inglés, sterol-response element) foi mostrado no gene Slc2a4, reforcando a possivel
acao deste fator transcricional no controle da expressao do GLUT4 (IM et al., 2006).

Diferente dos outros fatores transcricionais ja citados, a expressao de SREBP
envolve um mecanismo complexo dependente do pool intracelular de esterdis. A
proteina inicialmente encontra-se na forma de uma molécula precursora associada a
membrana do reticulo endoplasmatico (RE) e composta por dois dominios
organizados denominados amino e carboxi-terminal. Ao dominio carboxi-terminal
encontra-se associada a SCAP (do inglés, cleavage-activating protein). Em células
ricas em esterois, o complexo SCAP/SREBP mantém-se ligado a uma proteina
constitutiva denominada Insig (do inglés, insulin-induced gene), cuja funcdo é
impedir a interagdo deste complexo com proteinas relacionadas com a sintese de
vesiculas de transporte denominadas, COPII (do inglés, cargo-selection proteins).
Por meio deste mecanismo, a forma precursora de SREBP € mantida. Entretanto,
com a deplecao dos niveis de esterois a ligacado entre Insig-SCAP/SREBP é rompida
e desta forma o complexo é “captado” por COPII e transportado ao complexo de
golgi (CG). Neste local por acdo de duas proteases ha a liberacdo do dominio
amino-terminal de SREBP responsavel pela sua atividade transcricional que consiste
na ligacdo, como dimero, ao seu elemento responsivo localizado em genes
envolvidos no controle do metabolismo lipidico, de colesterol e glicidico
(ESPENSHADE, 2006; HORTON, 2002).

O NF-kB e o HIF-1a, ambos relacionados com a expresséo génica de GLUT4
(SILVA et al., 2005), também possuem 0s acidos graxos e/ou seus metabdlitos
bioativos como possiveis reguladores de sua atividade e/ou expressao.

A familia do NF-kB € composta por cinco membros denominados, RelA (p65),
RelB, c-Rel, NF-kB1 (p50/p105) e NF-kB2 (p52/p100). Ambas as subunidades p50 e
p52 sdo sintetizadas a partir de proteinas precursoras longas, p105 e p100. Em
geral, a forma ativa de NF-kB consiste de um heterodimero composto pela

subunidade p65 associada a p50 ou p52. Na maioria das células, este heterodimero
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reside no citosol associado a um inibidor protéico, IkB (do inglés, inhibitors of NF-
kB). Em mamiferos, ha trés principais isoformas de IkB: IkBa, IKBp, IkBe. A ativacdo
de NF-kB tipicamente envolve a fosforilagdo de IkB pelo complexo IkB cinase (do
inglés, kB quinase), composto por IKKa, IKKB e IKKy (NEMO). Pela via classica de
ativacdo de NF-kB, IkB ao ser fosforilado, dissocia-se das subunidades
heterodiméricas de NF-kB sendo direcionado a degradacédo proteosomal. Como
consequéncia o NF-kB migra ao nucleo onde se liga as sequéncias de DNA,
conhecidas como sitios kB, localizadas nas regibes promotoras de genes
relacionados a apoptose, adesdo celular, resposta imune, inflamacdo, estresse
celular e remodelamento tecidual. E importante ressaltar que a expressdo desses
genes € também dependente da acdo de outras vias de sinalizacdo e fatores de
transcricdo. Assim, os resultados da ativacdo de NF-kB dependerdo da natureza e
do contexto da célula (PERKINS, 2007).

Acidos graxos e/ou produtos derivados do seu metabolismo celular podem
modular a atividade de cinases envolvidas na regulacdo da atividade de NF-kB
(CHAVEZ et al., 2003; FURUKAWA et al., 2004; MONTELL et al., 2001; WORGALL
et al., 1998).

A atuacao de NF-kB na regulagcédo do gene Slc2a4 foi sugerida em meados de
2002 (RUAN et al., 2002). Silva et al. (2005) relacionaram o aumento no nivel do
MRNA e na atividade de ligagdo ao DNA de NFkB, com a diminuicdo na expressao
génica de GLUT4 em amostras de musculo solear de ratos jejuados. Além disto, a
repressdo na expressao do gene Slc2a4 ja foi relacionada com aumento no
conteudo de IL-6 do (inglés, interleucin 6) devido ativacdo da via PKC/NF-kB por
palmitato, em células musculares C2C12 (JOVE et al., 2005).

O HIF faz parte de uma familia de fatores transcricionais, bHLH-PAS (do
inglés, basic helix-loop-helix-Per-ARNT-Sim), que se associam ao DNA como
heterodimero. E composto por uma subunidade a, sensivel aos niveis de oxigénio e
uma B, constitutiva. Trés subunidades alfa ja foram identificadas e denominadas 1q,
2a, 3a, sendo todas passiveis de sofrerem degracdo proteosomal (KE e COSTA,
2006).

Em situagbes de hipdxia a proteina HIF-1a torna-se estavel e transloca ao
nucleo onde dimeriza com a isoforma HIF1B3 regulando a expressédo de genes
relacionados com a angiogénese, eritropoiese, glicélise e captacdo de glicose.

Embora a tensdo de oxigénio seja o principal regulador da acdo de HIF-1qa, fatores
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de crescimento e ambientais, insulina, citocinas, espécies reativas de oxigénio e
oxido nitrico (KE e COSTA, 2006; SEMENZA, 2000; ZELZER et al., 1998) parecem
controlar este fator de transcricdo. Cabe ressaltar que em situacdes de normoxia, a
expressao da isoforma 1a torna-se praticamente indetectavel, devido efeitos que a
direcionam para degradacao proteosomal (KE e COSTA, 2006).

A participagdo do fator transcricional HIF-1a na regulacdo da transcri¢cao
génica das isoformas 1 e 3 dos transportadores de glicose foi descrita em meados
dos anos 90 (EBERT et al., 1996). Posteriormente foi proposta sua atuacdo na
expressdo de GLUT4 (SILVA, 2005) apOs ser observado aumento do mRNA de
GLUT4 e de HIF-1a em musculo solear, mediante estimulo de contracao in vitro.
Embora a regulacdo deste fator transcricional por acidos graxos e/ou seus
metabdlitos ndo esteja elucidada, suas caracteristicas transcricionais o tornam um
alvo promissor de investigagao.

Ha anos acreditava-se que a regulacdo de genes relacionados ao estado
nutricional era Unica e exclusivamente controlada por horménios e/ou pelo sistema
nervoso. Atualmente, além destes mecanismos, sabe-se que 0s proprios nutrientes
podem participar desta regulacéo.

Além de abundantes no meio intracelular (GORSKI; NARWROCKI; MURTHY,
1998), os acidos graxos monoinsaturado oléico e poliinsaturado linoléico encontram-
se em grande quantidade no soro (FERNANDEZ-REAL et al., 2003) e contribuem
para o acumulo de gordura em diferentes tecidos como musculo esquelético e
figado, circunstancias nas quais desempenham importante papel fisiopatolégico.

A literatura ainda oferece dados incompletos a respeito dos mecanismos
moleculares capazes de explicar a verdadeira atuacdo dos diferentes acidos graxos
na regulacdo da expressao génica do GLUT4 e na sensibilidade a insulina. Desta
forma, credita-se a elucidacdo dos efeitos destas biomoléculas na regulacdo da
expressao do GLUT4 a prevencao e/ou tratamento de doencas relacionadas com o
guadro de resisténcia a insulina.

O musculo esquelético é o principal sitio de captacdo de glicose sob estimulo
insulinico (ZORZANO; PALACIN; GUMA, 2005). Mioblastos da linhagem L6, obtidos
a partir de células musculares glicoliticas de ratos (rattus norvegicus), sdo capazes
de diferenciarem-se em miotubos que expressam GLUT4 (MITSUMOTO e KLIP,
1992), semelhantes a célula muscular madura, e por isto séo utilizados para

investigar mecanismos relacionados a musculatura esquelética.
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Diante dos fatos aqui expostos, hipotetizamos que 0s acidos graxos possam
acionar mecanismos transcricionais especificos capazes de regular a expressao do
transportador de glicose GLUT4 em musculo esquelético, e assim contribuir na

modulacdo da homeostasia glicémica.
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2 OBJETIVOS

Objetivo geral

Investigar em células musculares pertencentes a linhagem L6, o efeito dos
acidos graxos monoinsaturado oléico (C18:1 n9) e poliinsaturado linoléico (C18:2 n6)
sobre a regulacédo da expressdo do gene Slc2a4 e possiveis fatores transcricionais

envolvidos.

Estratégias experimentais

Para alcancar os objetivos prop8e-se investigar, na presenca e auséncia dos
acidos graxos, oléico e linoléico:
1. A expressao do gene Slc2a4 medindo o conteddo de mRNA e proteina por RT-
PCR em tempo real e Western blotting, respectivamente;
2. O conteudo do mRNA dos fatores transcricionais NF-kB, PPARy, SREBP-1c, HIF-
la e LXRa, por RT-PCR em tempo real;
3. A atividade de ligacdo dos fatores transcricionais NF-kB, SREBP-1, HIF-1a e
LXRa, aos seus respectivos elementos responsivos na regido promotora do gene
Slc2a4, por meio de ensaio de mobilidade eletroforética (EMSA-Gel shift);
4. A atividade de ligacao dos fatores transcricionais SREBP-1, LXRa e PPARy aos
seus respectivos elementos responsivos na regido promotora do gene slc2a4 por
meio de ensaio de imunoprecipitacdo de cromatina (ChlP assay);

5. O grau de ativacao/fosforilacdo das proteinas IKKa e IKKp.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Linhagem Celular

Foram utilizadas células musculares da linhagem L6, provenientes do banco

mundial de células ATCC (American Type Culture Collection).

3.1.1 Propagacéo, diferenciacao e tratamento das células

Aliguotas de células musculares pertencentes a linhagem L6 foram
descongeladas e cultivadas conforme sugerido pelo fornecedor. Desta forma, a
propagacdo e a diferenciacdo foram realizadas utilizando Meio Dulbecco MEM
(DMEM) (4.500 mg/L de glicose, Vitrocell Embriolife, Campinas, SP, BR)
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino-SFB (v/v) (Vitrocell Embriolife,
Campinas, SP, BR) e 1% de antibidtico (penicilina/ estreptomicina) (v/v) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Permaneceram em incubadora Nuaire a 5% de COa,
37 °C até atingirem confluéncia de cerca de 70%. Neste ponto, o meio de
propagacéao foi substituido por meio de diferencia¢do contendo, Meio Dulbecco MEM
(4.500 mg/L de glicose, Vitrocell Embriolife, Campinas, SP, BR) suplementado com
2% de Soro Fetal Bovino-SFB (v/v) (Vitrocell Embriolife, Campinas, SP, BR) e 1% de
antibiético (penicilina/ estreptomicina) (v/v) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA).

Apos sete dias de diferenciacdo (YONEMITSU et al., 2001), o meio contendo
2% de SFB foi substituido por Meio Dulbecco MEM (DMEM), (1.000 mg/L de
glicose, Vitrocell Embriolife, Campinas, SP, BR) suplementado com 1%, de albumina
bovina sérica (BSA) (p/v) (HOMMELBERG et al., 2009) e de antibiotico (v/v) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) por 12 horas. Em seguida, os tratamentos foram
iniciados permanecendo a condi¢gdo experimental sobredita.

Células musculares L6 foram mantidas, por 16 horas (DIMOPOULOS et al.,
2006), em presenca dos acidos graxos, monoinsaturado oléico - OFA (C18:1 n9)
(01257 oleic acid-water soluble, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e poliinsaturado
linoléico - LFA (C18:2 n6) (L5900 linoleic acid-water soluble Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA), ambos solliveis em agua por serem conjugados a metil beta

ciclodextrina.
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Para verificar o efeito dos acidos graxos OFA e LFA na expressdo da
proteina GLUT4, foi inicialmente realizada uma curva de concentracdo para cada
acido graxo estudado, sendo 12,5 uM, 25 uM, 50 pM, 100 pM, 200 uM, 300 pM e
400 pM para OFA e 50 uM, 100 pM, 200 pM, 300 uM e 400 uM para LFA. Baseados
nos resultados obtidos com a realizagcdo da curva, concentracbes foram
selecionadas para a investigagcdo da expressédo génica do GLUT4 e dos fatores
transcricionais NF-kB, PPARy, HIF-1a, SREBP-1c e LXRa. E importante ressaltar
gue durante o tratamento o grupo controle foi sempre mantido na seguinte condi¢ao
experimental: Meio Dulbecco MEM (DMEM), (1.000 mg/L de glicose, Vitrocell
Embriolife, Campinas, SP, BR) suplementado com 1% de albumina bovina sérica
(BSA) (p/v) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA).

3.2 Quantificacdo da proteina GLUT4

3.2.1 Extracado de proteina total

De acordo com Barros et al. (2008) amostras de células musculares L6 foram
lavadas em PBS1X gelado (0,8% (140 mM) NaCl; 0,115% (8 mM)
Na,HPO,4.(12H,0); 0,02% (3 mM) KCL; 0,02% (1,5 mM) KH,PO,, pH 7,2), com
inibidores de proteases [aprotinina (15 pg/mL)/leupeptina (4 pg/mL)], e entdo
homogeneizadas em tampao (10 mM Tris HCL, 1 mM EDTA e 250 mM Sacarose,
pH 7,4), submetidas a centrifugacdo de 1.000 x g por 10 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi reservado e o precipitado foi ressuspendido e centrifugado
novamente a 1.000 x g por 10 minutos a 4 °C. Os 2 sobrenadantes foram entdo
submetidos a ultracentrifugacdo (150.000 x g), por 75 minutos a 4 °C. O precipitado
final, correspondendo ao conjunto de proteinas totais de membranas celulares, foi
ressuspendido em tampéo e estocado a — 20 °C.

A concentragdo de proteinas totais na amostra foi determinada pelo emprego
de reagente de Bradford (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA). A ligacdo a
proteina ocorre quando absor¢do maxima da solucao acida Coomassie Brilliant Blue
G-250 muda de 465 para 595 nM. InteragGes ibnicas e hidrofébicas estabilizam a

forma anidnica do corante, cuja coloracao é visivel.
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3.2.2 Western blotting

Este método consiste em quatro etapas fundamentais, assim descritas:

“SDS-PAGE”: foi utilizado um sistema descontinuo de dois géis contiguos (GARFIN,
1990):

a - gel de empacotamento (“stacking gel’) = 6%T; 2,7%C

b - gel de separacgéao (“resolving gel’) = 10%T; 2,7%C

Aliquotas de amostras contendo 30 pg de proteinas totais foram solubilizadas
em tampao de Laemmli (50 mM TRIS, 15% glicerol, 0,05% bromophenol blue, 9%
SDS, 6% 2-mercaptoetanol e agua deionizada), fervidas por 3 minutos e submetidas
a eletroforese. Foi mantida voltagem constante de 40 V durante corrida em gel de
empacotamento (por cerca de 1 hora) e corrente constante de 55 mA para corrida
em gel de separacdo (por cerca de 5 horas). Foi utilizado um marcador de peso
molecular (Fermentas Life Sciences, Vilnius, LTU, EUR) composto por uma mistura

de proteinas de conhecidos pesos moleculares.

Transferéncia eletroforética: apdés separacdo das fracbes protéicas no gel de

poliacrilamida a 10%, foi realizada a transferéncia eletroforética para uma membrana
de nitrocelulose Hybond-ECL (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK),
mantendo corrente constante de 35 mA, por 16 horas, a 4 °C.

A qualidade da transferéncia foi verificada corando-se o gel com azul brilhante

de coomasie.

“‘ECL- Enhanced Chemiluminescence”. apds a transferéncia eletroforética, foi

iniciado o processo de ECL para deteccado da proteina GLUT4:

1) Bloqueio inespecifico da membrana em leite desnatado 8% (p/v) diluido em PBS
(0,8% (140 mM) NaCl; 0,115% (8 mM) Na,HPO,.(12H,0); 0,02% (3 mM) KCL;
0,02% (1,5 mM) KH,POy4, pH 7,2) por 2 horas;

2) Incubacdo com anticorpo primario anti-GLUT4 (Millipore, Massachusetts, MA,
EUA) (1:4000) em PBS/BSA 8% (p/v) a 37 °C, por 3 horas, sobre agitacao;

3) Lavagens:

. Duas lavagens rapidas com 10 mL de solugcédo de lavagem (TBST: 1% (0,01 M),
Tris HCL, 3% (0,15 M) NaCL, 0,01% Tween 20);
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. Uma lavagem de 15 minutos com TBST, sobre o agitador;

. Trés lavagens com TBST, 5 minutos cada;

4) Incubacédo com anticorpo secundario anti-rabbit conjugado com HRP (do inglés,
Horse Radish Peroxidase) (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK)
(1:10.000) em TBST + 1% leite desnatado, por 1 hora a temperatura ambiente, sobre
agitacao;

5) Lavagens:

. Duas lavagens rapidas com TBST;

. Uma lavagem com TBST por 15 minutos;

. Quatro lavagens de 5 minutos cada com TBST;

6) Deteccdo: reagentes A (1% luminol, 0,44% &cido p-cumarico, 10% (100 mM) TRIS
e agua deionizada) e B (0,06% peroxido de hidrogénio, 10% (100 mM) TRIS e agua
deionizada) foram misturados e expostos as membranas por 1 minuto.
Posteriormente foi realizada a autorradiografia;

7) Autoradiografia: as membranas foram expostas a filme de RX-A (IBF Industria de
filmes brasileiros, Rio de Janeiro, RJ, BR), por um tempo variavel de 15 segundos a
30 minutos. ApoOs esse periodo, o filme foi revelado com solucdo reveladora e
reforcadora GBX e solugdo fixadora e reforcadora GBX (Kodak Brasileira, Sao
Paulo, SP, BR).

3.3 Avaliacéo do grau de fosforilacdo das proteinas IKKa e IKKB

Amostras de células musculares L6 foram inicialmente centrifugadas a 1.500
X g por 10 minutos em PBS1X gelado. Sinteticamente, o pellet formado foi
homogeneizado em tampédo de extracdo (TRIS 100 mM pH7,5; EDTA 10 mM,;
pirofosfato de sodio 100 mM, fluoreto de sédio 100 mM; ortovanadato de sédio 10
mM; SDS 5% e inibidores de proteases aprotinina (15 pug/mL)/leupeptina (4 pg/mL))
e submetido a banho maria a 95 °C por 10 minutos. O homogenato foi centrifugado
10.000 x g por 10 minutos 4 °C e o sobrenadante foi utilizado para avaliacdo do grau
de fosforilagdo de IKKa e IKKB. Em um gel de poliacrilamida (SDS/PAGE 7,5%)
foram aplicadas 60 pg de proteinas. As proteinas separadas no gel foram
eletrotransferidas para uma membrana de nitrocelulose. Apés a transferéncia, a
membrana foi tratada para imunodeteccdo conforme recomendado pelo fabricante

(Cell Signaling, Beverly, MA, EUA). DiluicGes: anticorpo especifico anti-[fosfo-IKK-
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a(Serl180)/B(Ser(181), 1:1000] e anticorpo secundario conjugado a peroxidase (anti-
IgG de coelho, 1:2000).

3.4 Densitometria Optica

A intensidade dos “blots” foi avaliada por densitometria Optica, utilizando o

“software” Image Master 1D (Pharmacia Biotech, Upsala, SE, UE).

3.5 Andlise dos resultados

Os resultados estdo apresentados como média + EPM. Utilizando-se os
resultados numéricos obtidos com a realizacdo da densitometria dos “blots” de
GLUT4 e IKKa/B considerando o grupo controle como 100%. Para GLUT4 foi
calculado o contetdo relativo desta proteina por pug de proteina total aplicada a
eletroforese, sendo expresso como Unidade Relativa de GLUT4/ micrograma de
proteina™ (UR GLUT4. ug PTN™).

A analise estatistica foi feita por meio da analise de variancia ANOVA “one-
way”, utilizando-se “Student-Newman-Keuls” como pdés-teste. Valores de P menores

que 0,05 foram considerados significativos.

3.6 Extracdo de RNA total

Amostras de células musculares L6 tratadas conforme previamente descrito
foram lavadas com PBS, para retirar o excesso de meio de cultura e, posteriormente,
destinadas a extracdo de RNA total com reagente Trizol® (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), conforme instru¢cbes do fabricante. A
concentracdo de RNA total das amostras e o grau de pureza destas, determinado
pela razdo Azsonm/A2s0nm, foram avaliados por espectrofotometria (Gene Quant II,
Pharmacia Biotech, Pharmacia Biotech, Upsala, SE, UE). A integridade do RNA
extraido foi avaliada pela visualizacdo das bandas 28 e 18S, sob luz ultravioleta,

apos corrida em gel de agarose (1%).
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3.7 Transcricao reversa

Um pg de RNA total foi adicionado a 1 pL de ImProm-II™ Reverse
Transcriptase (Promega, Madison, WI, EUA), 1 uL primers Oligo dT (0,5 pg)
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), 1 uL nucleotideos dNTP mix (0,5
mM) (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), 2,4 pL MgCl; (3 mM)
(Promega, Madison, WI, EUA), 4 pL de Improm-Il 5X™ reaction buffer (1X)
(Promega, Madison, WI, EUA) e agua deionizada 0,01%, para volume final de 20 pL,
para etapa de transcricédo reversa. Os cDNAs foram armazenados a -20 °C.

3.8 Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (PCR-tempo real)

Os cDNAs sintetizados foram utilizados para PCR em tempo real
conforme previamente proposto. Foi utilizado o sistema TagMan Two Step RT-
PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) com Custom TagMan gene
expression assays para analise dos mRNAs do GLUT4 e da GAPDH (Tabela 1).
Diferentemente, a verificacdo da expressdo dos mRNAs de NF-kB, SREBP-1c, HIF-
1a, PPARy, LXRa e B-actina (Tabela 2) foi realizada com Platinum® SYBR® Green
gPCR SuperMix UDG (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Os
iniciadores e sondas foram selecionados de acordo com sequéncias disponiveis
no banco de genes (GenBank) do National Institute of Health (NIH)

(www.ncbi.nlm.nih.gov). Alguns iniciadores foram desenhados com auxilio do

programa Primer 3.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tabela 1 - Iniciadores para PCR em Tempo Real - sistema de amplificacdo TagMan Two

Step RT-PCR.
Genes Iniciadores Espécie Fragmento Numero de
acesso
GLUT4 S5GGCTGTGCCATCTTGATGACY Rato T5bp NM_012751.1
AS S CACGATGGACACATAACTCATGGAY
FAM AACCCGCTCCAGCAGC MGB
GAPDH Sequéncia ndo fornecida pela Applied Rato 87bp NM_017008.3
Biosystems

Tabela 2 - Iniciadores para PCR em Tempo Real - sistema de amplificacédo

Platinum® SYBR® Green.

Genes Iniciadores Espécie Fragmento Nuamerode
acesso
NF-KkB (p65) S 5'CCATGGACGATCTGTTTCCE Rato 116bp AFOT9314 1
AS 5'CGCACTTGTAACGGAAACGS
SREBP1C S 5'GGAGCCATGGATTGCACATTS Rato 191bp L16985
Kakuma et al..
AS SAGGAAGGCTTCCAGAGAGGAS (1993)
HIF-1a S 5'CAGTCGACACAGCCTCGATAZ Rato 99bp MM_024359
AS S TAAATTGAACGGCCCAAAAGS
PPARY 8 5'CGAGGACATCCAAGACAACCTGCY Rato 90bp NM_013196
ASS5'CGTGCTCTGTGACAATCTGCCTGS
LXRa S5 TCAAGCCACATCGGTGTCCCS Rato 141bp NM_031627
AS 'CGAAGTCGGTCAGAGAAGGAGCS
B actina SS'CCTCTGAACCCTAAGGCCS' Rato 89bp MNh_031144.2

ASSAGCCTGGATGGCTACGTACS
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A quantidade de cDNA para cada gene foi otimizada a partir de curva-
padrdo que permite avaliar a linearidade e a eficiéncia da amplificacdo. Para
essa finalidade, foram utilizadas as dilui¢cées (1, 1:10, 1:100 e 1:1000) de cDNA
de amostras usadas apenas para teste nos ensaios de PCR em tempo real. As
diluicbes de cDNA e os respectivos valores de Ct foram colocados em grafico que
permite verificar a relacdo entre essas duas varidveis (Ct x log da diluicdo de cDNA).
O ajuste na concentracdo dos primers utilizados nas reagdes, também foi realizado.
Desta forma para GLUT4 e GAPDH foram utilizadas 900 nM de sonda e de
iniciadores, para SREBP-1c, HIF-1a e B actina foi utilizado 400 nM e para NF-kB,
LXRa e PPARY foi utilizado 800 nM.

Brevemente, o programa da PCR em tempo real foi:

1) para SYBR® Green: (1) um ciclo 2 minutos a 50 °C (ativacdo de UDG); (2) um
ciclo de 2 minutos a 95 °C (inativacdo de UDG); (3) 30 ciclos de 20 segundos a
95 °C (desnaturacao), 60 segundos a 60 °C (hibridizacdo) e 15 segundos a 72 °C
(extenséao);

2) para TagMan® Probes: (1) um ciclo 2 minutos a 50 °C (ativacdo de UNG); (2) um
ciclo de 10 minutos a 95 °C (inativacdo de UNG); (3) 40 ciclos de 15 segundos a
95 °C (desnaturacéo) e 1 minuto a 60 °C (hibridizacdo e extenséo);

Os sinais de fluorescéncia emitidos pelos fluoréforos foram detectados pelos
equipamentos ABI Prism 7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) para
GLUT4 e GAPDH e Rotor Gene 3000 (Corbett Research, Mortlake, NSW, AUS)
para os outros genes estudados. Os dados foram analisados pelos seus respectivos
Softwares. Em ambos, a partir do sinal de fluorescéncia detectado, fase exponencial
de amplificacdo, foram gerados um valor numérico que € denominado ciclo
threshold (C;) (WONG e MEDRANO, 2005). Para cada amostra de cDNA, o Ct
de cada gene alvo é registrado e comparado com o Ct do controle endégeno
sendo, GAPDH para GLUT4 e B-actina para os outros genes avaliados.

Os valores de Ct obtidos nesses ensaios foram utilizados para calcular a
expressao relativa de mRNA de cada gene alvo em relagdo a do controle enddégeno.

Essa relagéo é denominada Delta Ct (ACt):

\ACt = (Ct gene avo — Ct controle endéqeno)‘
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Com objetivo de avaliar a variacado de expressao entre os grupos foi utilizado
o parametro Delta Delta Ct (AACt) que é calculado utilizando o Delta Ct da média
dos controles, usando a seguinte formula:

‘AACt = (ACt amostra — ACt controle)‘

Os dados de AACt foram transformados em escala logaritmica (244

) para
comparar dados entre os grupos. A expressdo é interpretada pelo aumento ou
diminuicao apos o tratamento.

A andlise estatistica foi realizada conforme acima descrito (item 3.5.).

3.9 Ensaio de mobilidade eletroforética (EMSA) ou gel shift

3.9.1 Extracdo de proteinas nucleares em amostras de células musculares L6

A extracdo de proteinas nucleares foi realizada baseada em Kawamoto et al.
(2008) e Sinha et al. (2004). Brevemente, amostras de células foram
homogeneizadas em 1 mL PBS1X gelado, seguindo-se de uma centrifugacdo a
2.000 x g, 10 minutos, 4 °C. O sobrenadante foi descartado e a etapa supracitada foi
repetida. Posteriormente, o “pellet” foi ressuspenso em 400 pL de tampao de lise
gelado (10 mM HEPES-KOH pH: 7,9, 1,5 mM MgCl,, 10 mM KCL, 0,5 mM PMSF,
0,5 mM DTT, 0,1 mM EDTA, com inibidores de proteases (aprotinina (15
pg/mL)/leupeptina (5 pg/mL)), homogeneizado, mantido em repouso no gelo por 15
minutos e acrescido de 2,5% NONIDET-40 a 10%. A seguir as amostras foram
centrifugadas a 11.000 x g por 20 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o
pellet resultante (contendo as proteinas nucleares) ressuspenso em 50 uL de
tampao de extracao gelado (20 mM HEPES pH: 7,9, 25% glicerol, 300 mM NaCl, 1,5
mM MgCl,, 0,25 mM EDTA, 0,5 mM DTT e 0,5 mM PMSF e inibidores de proteases
(aprotinina (12 pg/mL)/leupeptina (4 pg/mL)). O sobrenadante, contendo as
proteinas nucleares, foi aliquotado e armazenado a — 70 °C. A concentracdo de
proteinas das amostras foi determinada pelo método de Bradford utilizando o
reagente Bio-Rad protein Assay (Bio-Rad Laboratérios, Rio de Janeiro, RJ, BR),

conforme descrito no item 3.2.1.
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3.9.2 Obtencéo das sondas

As sondas marcadas foram obtidas a partir dos oligonucleotideos pareados
(Tabela 3) e (y3?P)-ATP (PerkinElmer Life, Waltham, MA, EUA), na presenca da
enzima T4 poliquinase (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).
Posteriormente, a reacdo foi acrescida de &gua MiliQ autoclavada, e a amostra
purificada em coluna Sephadex. Uma aliquota do produto (1 pL) foi utilizada para

contagem em contador B (PerkinElmer Life, Waltham, MA, EUA).

Tabela 3 - Iniciadores utilizados para EMSA.

Genes Iniciadcres Espécie Referéncia
NF-kB 5GGGTGGGGGCGTGGCCTTTTGGY Rato Furuyaet al., (2008)
HIF-1a 5GGGACCTGACATTTGGCGGAY Rato Silvaet al, (2005)
SREBP-1 5GGCCTTTTGGGGTGTGCGGGY Rato Imetal., (2006)
LXRa S5CGGGTTACTTCGGGGCATTGY Rato Dalenet al , (2003)

3.9.3 Reacdo de ligacdo e eletroforese em gel de poliacrilamida ndo desnaturante

Foram colocados em tubo de microcentrifuga: tampé&o de ligagdo 3X (HEPES
60 mM, pH 7,6; glicerol 10%; KCL 150 mM; EDTA 0,6 mM); BSA 1,93 mg/mL; DTT
2,3 mM, Poly didc 0,25 pg/pL, extrato nuclear e sonda marcada. Para ensaio de
competicao foi adicionado oligonucleotideo ndo marcados em excesso. Em ensaios
de supershift foram acrescidos 10 pyL de anticorpo especifico para as subunidades
NF-kB p65 (Abcam 7970-1) antes da adicdo da sonda marcada e incubado por 30
minutos a temperatura ambiente. Apos a adicdo da sonda marcada as amostras
foram incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente, e entdo o conteudo total
da reacédo foi aplicado em gel de poliacrilamida ndo desnaturante, e submetido a
uma corrida por 2 horas a 150 V em tampao TBE 0,5 X (TBE1X= Tris 90 mM, acido
borico 90 mM, EDTA 1 mM). Ao final da corrida, o gel foi cuidadosamente transferido
para um filtro de papel Whatman, seco a vacuo por a 80 °C e exposto por 3 dias a
filme RX, a =70 °C.
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A atividade de ligacao foi calculada utilizando os resultados numéricos obtidos
da densitometria dos “blots”. O grupo controle foi considerado como 100%. A analise

estatistica foi realizada conforme descrito no item 3.5.

3.10 Ensaio de imunoprecipitacdo de cromatina (do inglés, Chromatin

Immunoprecipitation assay, ChIP assay)

Brevemente, para promover a estabilizacdo da ligacdo de proteinas nucleares
ao DNA, amostras de células musculares L6 foram fixadas em DMEM contendo
formaldeido 1% por 10 minutos, a temperatura ambiente, e entdo transferidas para
tampéao de lise, concentrado em SDS, para o rompimento de membranas, celular e
nuclear. Posteriormente, por sonicacdo (8 pulsos, 10 segundos cada, 40% de
poténcia), a cromatina foi rompida em fragmentos de 200 a 1.000 pares de bases.
As amostras foram diluidas em dilution buffer e pré-lavadas por 2 horas a 4 °C, com
Proteina A sefarose (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) para PPARy e SREBP-1
e Proteina G sefarose (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) para LXRa, sempre
saturada com DNA de esperma de salmé&o. Apos esta etapa uma aliquota de 10 uL
foi coletada e utilizada como “input”. O restante do sobrenadante foi destinado a
imunoprecipitacdo com anticorpo especifico para PPARy (SC-7196X), SREBP-1
(SC-367X) e LXRa (SC-1202X) (Santa Cruz Biothecnology) por 24 horas a 4 °C.
Apds a incubacdo, para testar a imunoprecipitacado, os “pellets” de sefarose foram
preparados e aplicados em gel de poliacrilamida. Novas amostras foram tratadas
conforme acima descrito, e os “fragmentos” de DNA co-imunoprecipitados foram
eluidos em tampéo de alta concentracdo de SDS e bicarbonato de s6dio. O cross-
link do DNA ao fator de transcricdo foi revertido com incubagcdo das amostras a
65 °C por 24 horas. No final, o DNA foi purificado com fenol-cloroférmio, e uma
aliguota foi submetida a amplificagdo por RT-PCR com primers flanqueadores
especificos para as regides do gene Slc2a4 com sitios de ligagao para PPARYy,
SREBP-1 ou LXRa (Tabela 4).
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Tabela 4 - Iniciadores Utilizados para ChIP assay

Gene Iniciadores Fragmento Referéncia
sic2ad
SREBP-1 S 5'CCACTTTGAAATCCCAGAGGCAGT Armoni et al., (2003)
128bp

AS 5'GCCCTTCACAACACCCATTGGY

PPAR; S 5CCACTTTGAAATCCCAGAGGCAGS im et al., (2006)
128b
AS 5'GCCCTTCACAACACCCATTGGT P
LXRa $ 5'CCCTTTAAGGCTCCATCTCCCY Dalen et al., (2003)

240bp
AS 5GTACTTGCCAGGGTACGGGTAACT

Os valores de Ct obtidos nesses ensaios foram utilizados para calcular a
ligagédo, in vivo, dos fatores transcricionais acima citados no gene Slc2a4; estes
valores foram normalizados pelos valores de Ct do “input” de cada amostra. Os
valores de AACt obtidos com a realizagcdo dos célculos foram transformados em
escala logaritmica (2*“) para comparar os dados entre os grupos.

A analise estatistica foi realizada conforme acima descrito (item 3.5.).
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4 RESULTADOS

4.1 Acido graxo oléico reduz a expressao do transportador de glicose GLUT4

Apés 16 horas de tratamento, foi observada reducdo na expressao da
proteina GLUT4 (Figura 1B) na presenca de 50 uM (~29%), 100 uM (~34%), 200 uM
(~42%), 300 puM (~43%) e 400 uM (~43%) de acido graxo monoinsaturado oléico
(OFA) quando comparada ao observado em controle (0 pM) ("P<0,01) e as
concentracbes 12,5 uM e 25 uM. O mRNA do GLUT4 foi avaliado em apenas trés
concentracdes de OFA (Figura 1C), e em todas foi verificada reducéo (25 pM, ~36%;
50 uM, ~49% e 200 pM, ~60%), quando comparadas ao observado no controle (0
uM) (T'P<0,001). Ainda, em 200 pM, 0 mRNA do GLUT4 também reduziu quando

comparado ao observado em 25 uM.



Figura 1 -
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Quantificacdo da expressdo da proteina e do mRNA do GLUT4 em células
musculares L6 na presenca de diferentes concentracdes do acido graxo oléico
(OFA). Em A, autoradiografia tipica da proteina GLUT4. Em B, gréfico
representando o contetdo da proteina GLUT4 (n=4-10). Em C, grafico
representando o conteddo do mRNA do GLUT4 (n=5-9). Os valores sdo média
+ EPM, sendo "P<0,01 e "'P<0,001 vs. controle (0 uM); *P<0,05 e *’P<0,01 vs.
12,5 uM; °P<0,05 e “°P<0,01 vs. 25 yM. ANOVA one-way, pos-teste, Student-
Newman-Keuls.
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4.2 Acido graxo linoléico reduz a expressao do transportador de glicose GLUT4

O tratamento por 16 horas com acido graxo linoléico (LFA) reduziu a
expressdo da proteina GLUT4 apenas na concentracdo de 300 uM (~33%) ('P<0,05)
e 400 M (~54%) (“P<0,01), quando comparadas ao observado tanto no controle (0
MM) como em 50 uM (Figura 2B). Trés concentracdes de LFA foram selecionadas
para analise da expressdo do mRNA do GLUT4 (Figura 2C). Reducao na expressao
do mRNA do GLUT4 foi observada em 50 pM (~34%), 200 pM (~52%) e 300 uM
(~52%) comparadas ao controle (0 uM) (~ P<0,001). Também se observou reducéo

nas concentracdes de 200 e 300 uM, quando comparadas ao observado em 50 yM.
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Quantificacdo da expressdo da proteina e do mRNA do GLUT4 em células
musculares L6 incubadas na presenca de diferentes concentragfes de acido
graxo linoléico (LFA). Em A, autoradiografia tipica da proteina GLUT4. Em B,
gréfico representando o conteudo da proteina GLUT4 (n=4-9). Em C, gréfico
representando o conteido do mRNA do GLUT4 (n=7-9). Os valores sdo média
+ EPM, onde 'P<0,05, “"P<0,01 e “'P<0,001 vs. controle (0 pM); “P<0,05,
#P<0,01 vs. 50 uM. ANOVA one-way, pos-teste, Student-Newman-Keuls.



44

4.3 Acidos graxos oléico e linoléico aumentam a expressdo génica do fator
transcricional NF-kB

Ap6s 16 horas de tratamento foi observado aumento significativo ('P<0,05) na
expressao do NF-kB na presencga de 200 pM (~49%) de OFA quando comparado ao
observado em controle (0 pM), 25 e 50 uM (Figura 3A).

Na presenca de LFA (Figura 3B), foi observado um aumento na expressao do
NF-kB em 200 uM (~67%) ('P<0,05) e 300 pyM (~136%) (~ P<0,001), quando
comparado ao observado em controle (0O uM). Semelhante aumento foi verificado ao
comparar 300 uM a 50 e 200 uM.
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Figura 3 - Quantificacdo da expressdo do mRNA do fator transcricional NF-kB em células
musculares L6 na presenca diferentes concentragfes do acido graxos, oléico
(OFA) e linoléico (LFA). Em A, gréafico representando o conteldo do mRNA do
NF-kB na presenca de OFA (n=5-10). Em B, grafico representando o conteldo
do mRNA do NF-kB na presencga de LFA (n=7-10). Os valores sdo média + EPM,
sendo 'P<0,05 e "'P<0,001 vs. controle (0 uM); "P<0,05 vs. 25 uM; *P<0,05 e
#P<0,01 vs. 50 uM e “P<0,05 vs. 200 pM. ANOVA one-way, pos-teste, Student-
Newman-Keuls.
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4.4 Determinacdo da especificidade da sonda e da identidade da banda de NF-kB

Baseado na sequéncia -166/-147 foi utilizado oligonucleotideo para avaliar a
ligacdo do NF-kB a regidao promotora no gene Slc2a4.

Primeiramente foi realizado um ensaio de competicdo com excesso (Figura
4A) de 10X (B), 50X (C) e 150X (D) de sonda nao radioativa. Duas bandas para NF-
kB, denominadas complexos A e B, foram observadas com clareza.

Posteriormente, utilizou-se anticorpo anti-p65 (NF-kB) (ensaio de Supershift),
observando-se o desaparecimento dos complexos A e B (Lane 1 e 2), assim

mostrando que a p65 NF-kB participa desses complexos (Figura 4B).

A. NF-kB

A D.
(SQ) (10X) (50X) (150X)

Complexo A wp
Complexo B w=p




Figura 4 -
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B. NF-kB
NF-kB p65 = + +

Complexo A wp I‘

ComplexoB ==p } =

Ensaio de mobilidade eletroforética revelando a ligacdo de proteinas nucleares,
pertencentes a amostras de células musculares L6, ao dominio de ligacdo do
NF-kB localizado na regido promotora do gene Slc2a4. Em A, autorradiografia
do ensaio de competicdo para NF-kB. Amostras contendo proteinas nucleares
foram acrescidas de oligonucleotideo NF-kB marcado com radioativo (trilha A)
e excesso de oligonucleotideo ndo marcado com radioativo (trilhas B-D),
compondo uma curva de deslocamento da ligagdo com concentracdes
crescentes. Em B, autorradiografia do ensaio de Supershift para NF-kB.
Amostras contendo proteinas nucleares foram incubadas com oligonucleotideo
marcado na presenca (+) ou auséncia (-) de anticorpo especifico anti - p65
(NF-kB).
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4.5 Acido graxo oléico aumenta a atividade de ligagdo do fator transcricional NF-kB a

regido promotora do gene Slc2a4

Conforme mostrado na figura 5B, ao analisar o complexo A, foi observado um
aumento na ligacdo de NF-kB na presenca de 200 uM (~25%) de OFA, quando
comparado ao observado em controle (0 uM) (7'P<0,001) e 25 e 50 pM de OFA.

Quanto ao complexo B, aumento na ligacdo de NF-kB a regido promotora do
gene em questéo foi detectado em todas as concentragdes de OFA: 25 uM (~17%)
("P<0,01), 50 puM (~21%) (" P<0,001) e 200 uM (~12%) (" P<0,001), quando

comparadas ao controle (0 uM) (Figura 5B).
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Figura 5 - Andlise da atividade de ligacao de proteinas nucleares provenientes de amostras
de células musculares L6 tratadas com diferentes concentra¢des do &cido graxo
oléico (OFA). Em A, autoradiografia mostrando a ligacao de proteinas nucleares
ao dominio de ligacdo do NF-kB localizado na regido promotora do gene Slc2a4.
Em B, gréficos representando a quantificacdo relativa dos complexos A e B
(proteina/DNA), respectivamente. Os valores sdo meédia + EPM, n= 4-10
amostras, sendo “P<0,01, ~ P<0,001 vs. controle (0 uM); ™P<0,01 vs. 25 uM:;
*P<0,05 vs. 50 uM. ANOVA one-way, pos-teste, Student-Newman-Keuls.
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4.6 Acido graxo linoléico aumenta a atividade de ligagdo do fator transcricional NF-

KB a regidao promotora do gene Slc2a4

Conforme apresentado na figura 6B, a ligacdo de NF-kB no complexo A
aumentou na presenca de 200 pM (~12%) (‘P<0,05) e 300 uM (~24%) de OFA
("'P<0,001), comparada ao observado em 0 uM (controle) e em 50 uM.

Ao analisar o complexo B, verificou-se aumento na atividade de ligacdo nas
concentracdes de 200 uM (~42%) (~ P<0,001) e 300 uM (~35%) ( P<0,001) versus
controle (O uM) e 50 uM (Figura 6B).
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Andlise da atividade de ligagédo de proteinas nucleares provenientes d amostras
de células musculares L6 tratadas com diferentes concentragdes do acido graxo
linoléico (LFA). Em A, autoradiografia mostrando a ligagdo de proteinas
nucleares ao dominio de ligacdo do NF-kB na regido promotora do gene do
SIc2a4. Em B, gréficos representando a quantificacao relativa dos complexos A
e B (proteina/DNA). Os valores sdo média + EPM, n= 4-12 amostras, sendo
"P<0,05, "'P<0,001 vs. controle (0 uM); “P<0,05; *P<0,01; **P<0,001 vs. 50 uM.
ANOVA one-way, p0s-teste, Student-Newman-Keuls.
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4.7 Acidos graxos oléico e linoléico estimulam a fosforilacdo das proteinas IKKa/

A figura 7B mostra um aumento (P<0.001) na fosforilagdo de IKKa/f na
presenca de 200 uM (~346%) de OFA, quando comparada ao observado em 0, 25 e
50 uM. Ja na presenga de LFA, foi verificado aumento na fosforilagdo destas
proteinas em todas as concentragdes analisadas (50 uM ~95%; 200 uM, ~125% e
300 pM,~178%) versus 0 uM (Figura 7D).
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Figura 7 - Grau de fosforilagéo das proteinas IKKa/ em amostras de células musculares
L6 na presenca de diferentes concentracées dos acidos graxos, oléico (OFA) e
linoléico (LFA). Em A e C autoradiografias tipicas. Em B e D, gréficos
representando o grau de fosforilagdo de IKKa/p na presenca de OFA (n=3-10) e
LFA (n=6-10), respectivamente. Os valores sdo meédia + EPM, sendo “P<0,01,
"P<0,001 vs. controle (0 uM); ***P<0,001 vs. 25 pM; *P<0,001 vs. 50 uM.
ANOVA one-way, pés-teste, Student-Newman-Keuls.
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4.8 Altas concentracdes dos acidos graxos oléico e linoléico aumentam a expressao

do mRNA do fator transcricional HIF-1a

No presente estudo, um aumento na expressao de HIF-1a foi verificado na
presencga de 200 uM de OFA (~125%) quando comparado ao observado no controle
(0 uM) (7'P<0,001) e nas concentragdes de 25 e 50 uM (Figura 8A). J4 na presenca
de 200 pM (~43%) e 300 uM (~56%) de LFA, foi detectado um aumento (' P<0.05)

guando comparado ao observado no controle (0 uM) e em 50 uM (Figura 8B).
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Quantificacdo da expressdo do mRNA do fator transcricional HIF-1a em células
musculares L6 na presenca diferentes concentracdes do acido graxo oléico
(OFA) e do acido graxo linoléico (LFA). Em A, gréfico representando o contetdo
do mRNA do HIF-1a na presenca do OFA (n=5). Em B, gréfico representando o
conteldo do mRNA do HIF-1a na presenca do LFA (n=4-6). Os valores sdo
média + EPM, sendo 'P<0,05 e “'P<0,001 vs. controle (0 uM); ***P<0,001 vs. 25
uM; *P<0,01 e "P<0,001 vs. 50 uM. ANOVA one-way, pbs-teste, Student-
Newman-Keuls.
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4.9 Avaliacdo da atividade de ligacdo ao dominio E-box

O dominio E-box é sitio de ligacdo do HIF-1a além de outras proteinas.
Baseado em Silva et al. (2005) a atividade de ligacéo foi avaliada utilizando sondas
para a sequéncia -499/-480 na regido do gene Slc2a4.

A especificidade da ligacdo foi primeiramente testada por ensaio de
competicdo utilizando concentracfes elevadas de sonda ndo radioativa. A presenca

do HIF-1a nesta banda ja foi determinada em ensaios realizados por nosso grupo.

A. E-box
A...B. G D
(SQ) (10X) (50X) (100X)

Complexo E-bOoX

[ R

Figura 9 - Ensaio de mobilidade eletroforética revelando a ligacdo de proteinas nucleares,
pertencentes a amostras de células musculares L6, ao dominio de ligacdo para
HIF-1a (E-box) localizado na regido promotora do gene do Slc2a4. A
autorradiografia ilustra a realizagdo do ensaio de competicdo. Amostras
contendo proteinas nucleares foram acrescidas de oligonucleotideo E-box
marcado (trilha A) e excesso de oligonucleotideo ndo marcado (trilhas B-D),
compondo uma curva de deslocamento da ligacdo com concentracoes
crescentes.
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4.10 Acidos graxos oléico e linoléico ndo alteram a atividade de ligagdo do fator

transcricional HIF-1a a regido promotora do gene Sic2a4

Embora um aumento na expressao de HIF-1a tenha sido detectado em
concentracdes especificas para ambos AGs estudados nenhuma alteracdo quanto a
sua ligacédo ao promotor do gene Slc2a4 foi identificada, na presenca de OFA e LFA
(Figura 10B).
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Figura 10 - Andlise da atividade de ligagdo de proteinas nucleares provenientes de
amostras de células L6 tratadas com diferentes concentracdes do acido graxo
oléico e linoléico. Em A, autoradiografias mostram a ligacdo de proteinas
nucleares ao dominio de ligagdo do HIF-1a (E-box) localizado na regiao
promotora do gene do Slc2a4. Em B, gréficos representam a quantificacéo
relativa do complexo HIF-1a/DNA na presenga de OFA e LFA,
respectivamente. Os valores sdao média + EPM, n= 4-13 amostras. ANOVA

one-way.
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4.11 Reducédo da expressao de SREBP-1c na presenca dos acidos graxos, oléico e

linoléico

Conforme mostra a figura 11A, reducédo na expressdao do mRNA do SREBP-
1c foi observada na presenca de 25 pM (~38%) (“P<0,01), 50 uM (~74%) e 200 M
(~62%) ("'P<0,001) de OFA, quando comparadas ao observado no controle (0 uM).
Diminuicdo na expressdao do mRNA deste fator transcricional também foi verificada
na presenca de 50 uM quando comparada a 25 uyM. Reducéo no conteddo do mRNA
do SREBP-1c foi também observada na presenca de 50 pM (66~%), 200 uM (~80%)
e 300 uM (~59%) de LFA quando comparadas ao controle (0 uM) ( P<0,001)
(Figura 11B).
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Figura 11 - Quantificagdo da expressdo do mRNA do fator transcricional SREBP-1c em
células musculares L6 na presenca diferentes concentragfes do acido graxo
oléico (OFA) e do acido graxo linoléico (LFA). Em A, gréfico representando o
contetdo do mRNA do SREBP-1c na presenga do OFA (n=6-12). Em B, gréfico
representando o contetdo do mRNA do SREBP-1c na presencga do LFA (n=6-
12). Os valores sdo média + EPM, sendo “P<0,01 e “"'P<0,001 vs. controle (O
uM);*"P<0,01 vs. 25 uM. ANOVA one-way, pés-teste, Student-Newman-Keuls.
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4.12 Efeito dos acidos graxos oléico e linoléico na atividade de ligacdo do fator

transcricional SREBP-1 na regido promotora do gene Slc2a4

A partir da sequiéncia -153/-134 na regiao promotora GLUT4 como modelo, foi
desenhado um oligonucleotideo para avaliar a ligacdo especifica do fator
transcricional SREBP-1 ao promotor do gene em questdo. O ensaio de competicao
com concentracfes altas de sonda nao radioativa confirmou a especificidade da
ligacdo (12A). Trés bandas foram detectadas, mas a adicdo de anticorpo especifico
para o fator transcricional em questdo ndo resultou em desaparecimento das
bandas. A figura 12B, mostra um, dos inumeros ensaios de Supershift realizados
com o objetivo de determinar a identidade da banda. Variacbes quanto ao tempo de
incubacdo, concentracdo de proteina nuclear e anticorpo néo alteraram esta
resposta.

Considerando a ineficacia da técnica de Gel shift, foi decido realizar o ensaio
de imunoprecipitacdo de cromatina (ChlP assay). A figura 12D mostra que a ligacao
do fator transcricional SREBP-1 a regido promotora do gene Slc2a4 diminuiu na
presencga de 25 pM (~42%) e 200 pM (~67%) de OFA quando comparadas a ligagao
observada em 0 uM e 50 uM (~ P<0,001).

Na presenca de LFA a ligagéo reduziu em 50 uM (~68%) ("P<0,01), 200 uM
(~49%) ('P<0,05) e 300 uM (~49%) (“P<0,01), quando comparada ao observado em
0 uM (Figura 12E).
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Figura 12 - Analise de ligagdo do SREBP-1 ao gene Slc2a4 em células musculares L6, na
presenca de diferentes concentracdes dos &cidos graxos, oléico (OFA) e
linoléico (LFA). Em A autorradiografia do ensaio de competicdo para SREBP-1;
amostras contendo proteinas nucleares foram acrescidas de oligonucleotideo
SREBP-1 marcado (trilha A) e excesso de oligonucleotideo ndo marcado
(trilhas B-D), compondo uma curva de deslocamento da ligagdo com
concentracdes crescentes. Em B, autorradiografia do ensaio de Supershift para
SREBP-1; amostras contendo proteinas nucleares foram incubadas com
oligonucleotideo marcado, na presenca (+) ou auséncia (-) de anti-SREBP-1.
Em C, autorradiografia comprovando a imunoprecipitacéo realizada para ChiIP
assay na presenca de anti-SREBP-1. Em D e E, graficos representando a
quantificacdo do complexo SREBP-1/DNA na presenca de OFA e LFA,
respectivamente. Os valores sdo média + EPM, n=4-9 amostras, sendo
'P<0,05, "P<0,01 e "P<0,001 vs. controle (0 pM); “°P<0,01 vs. 25 uM;
#¥P<0,001 vs. 50 uM. ANOVA one-way, pos-teste, Student-Newman-Keuls.
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4.13 Aumento da expressao de LXRa na presenga dos acidos graxos, oléico e

linoléico

A Figura 13A mostra que a expressdo do mRNA do LXRa aumentou na
presenca de 50 pM (~66%) (~ P<0,001) e 200 uM (~50%) (‘'P<0,05) de OFA, quando
comparado ao observado no controle (0 puM). Aumento também foi verificado na
presenca de 300 uM de LFA (~103%), quando comparada ao observado no controle
(0 uM) ("P<0,01), e as concentracdes de 50 e 200 uM (Figura 13B).
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Figura 13 - Quantificacdo da expressdo do mRNA do fator transcricional LXRa em células
musculares L6 na presenca diferentes concentracfes do &cido graxo oléico
(OFA) e do acido graxo linoléico (LFA). Em A, gréfico representando o
conteddo do mRNA do LXRa na presenca de OFA (n=4-8) expresso. Em B,
grafico representando o contetdo do mRNA do LXRa na presenga de LFA
(n=6-8) expresso. Os valores sdo média + EPM, sendo 'P<0,05, “P<0,01 e
""P<0,001 vs. controle (0 uM); °P<0,05 vs. 25 uM; *P<0,01 vs. 50 uM;
“*P<0,01 vs. 200 uM. ANOVA one-way, pés-teste, Student-Newman-Keuls.
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4.14 Participacdo dos acidos graxos oléico e linoléico no controle da ligacao do fator

transcricional LXRa a regido promotora do gene Slc2a4

A ligacao do fator transcricional LXRa no promotor do gene Slc2a4 (Figura
14A), mostra que as ligacdes especifica, deslocadas com excesso de sonda nao
marcada (Lane B), ndo se alteraram com a adi¢do de anticorpo anti-LXRa (Lane D),
indicando que ndo se conseguiu avaliar essa ligacao por meio de Gel shift.

Mediante estes resultados foi realizado o ensaio de imunoprecipitacdo de
cromatina (ChIP assay). As figuras 14B e 14C mostram que nem OFA nem LFA

alteraram significativamente a ligagdo do LXRa no promotor Slc2a4.
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Figura 14 - Analise de ligagdo do LXRa ao gene Slc2a4 em células musculares L6, na
presenca de diferentes concentracdes dos &cidos graxos, oléico (OFA) e
linoléico (LFA). Em A autorradiografia mostrando ensaio de competi¢cdo e
Supershift para LXRa; amostras contendo proteinas nucleares foram
acrescidas de oligonucleotideo LXRa marcado (Lane A) e excesso de
oligonucleotideo ndo marcado (Lane B); amostras contendo proteinas
nucleares foram incubadas com oligonucleotideo marcado na auséncia (-)
(Lane C) e presenca (Lane D) de anti LXRa. Em B e C, graficos representam
a quantificacdo do complexo LXRa/DNA na presenca de OFA e LFA,
respectivamente. Os valores sdo média + EPM, n=4-6 amostras. ANOVA

one-way, pos-teste, Student-Newman-Keuls.
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4.15 Acido graxo linoléico aumenta a expresséo do fator transcricional PPARy

Conforme mostrado na Figura 15A, nenhuma alteracdo quanto a expressao
deste fator transcricional foi detectada na presenca de OFA. Entretanto um aumento
~ 128% ('P<0,05) foi verificado na presenca de 300 uM de LFA, comparado ao
observado em 0, 50 e 200 uM (Figura 15B).
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Figura 15 - Quantificacdo da expressao do mRNA do fator transcricional PPARy em células
musculares L6 na presenca diferentes concentracfes do &cido graxo oléico
(OFA) e do &cido graxo linoléico (LFA). Em A, grafico representando o
contetdo do mRNA do PPARy na presenca de OFA (n=6-8). Em B, gréfico
representando o contetdo do mRNA do PPARYy na presenca de LFA (n=6-8).
Os valores sdo média + EPM, sendo "P<0,05 vs. controle (0 uM); *P<0,05 vs.
50 uM; *P<0,05 vs. 200 uM. ANOVA one-way, poés-teste, Student-Newman-
Keuls.
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4.16 Participacdo do &cido graxo linoléico no controle da atividade de ligacdo do

fator transcricional PPARYy a regiao promotora do gene Slc2a4

Conforme apresentado na figura 16B, nenhuma alteracdo quanto a ligacdo de
PPARYy foi detectada na presengca de OFA. Todavia, na presenca de LFA (Figura
16C) foi verificada uma diminuicdo da ligagdo do fator transcricional a regido
promotora do gene Slc2a4 na presenca de 50 uM (~61%) ('P<0,05), 200 uM (~73%)
("P<0,01) e 300 uM (~58%) ("P<0,01) quando comparada ao observado em 0 uM
(controle).
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Figura 16 - Analise de ligagdo do PPARy ao gene Sic2a4 em células musculares L6, na
presenca de diferentes concentracdes dos &acidos graxos, oléico (OFA) e
linoléico (LFA). Em A, autorradiografia comprovando a imunoprecipitacdo
realizada para ChlP assay na presenca de anti - PPARy. Em B e C, graficos
representam a quantificacdo do complexo PPARY/DNA na presenga de OFA e
LFA, respectivamente. Os valores sdo média + EPM, n=4-8 amostras, sendo
P<0,05, “P<0,01 vs. controle (0 uM). ANOVA one-way, pés-teste, Student-
Newman-Keuls.
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5 DISCUSSAO

O aumento nos niveis circulantes de alguns &acidos graxos (AGs) (HAN et al.,
2008; STORLIEN et al., 1991), a alteracdo na oxidacdo (HIRABARA; CURI;
MAECHLER; 2010; ZHANG et al., 2010) e o acumulo intracelular (CHAVEZ et al.,
2003; MONTELL et al., 2001) de produtos oriundos do metabolismo destas
biomoléculas estdo relacionados com o desenvolvimento da resisténcia a insulina
no musculo esquelético, tanto na obesidade quanto no diabetes mellitus.

Ensaios in vitro (AAS et al., 2006; JOVE et al., 2006) e in vivo (FABRIS et al.,
2001; VETOR et al., 2002) sugerem a participagcéo dos diferentes tipos de AGs na
modulacdo do gene Sic2a4. O efeito repressor dos &cidos graxos saturados (AGSSs),
como o palmitico (C16:0), sobre a expressao do GLUT4 ja foi descrito na literatura
(JOVE et al., 2006), entretanto a atuacdo dos &cidos graxos insaturados (AGISs)
ainda é controvérsa (AAs et al., 2006; LONG e PEKALA, 2006; NUGENT et al.,
2002).

Ambos AGls oléico (OFA) e linoléico (LFA), além de muito consumidos na
dieta ocidental, nos 6leos vegetais, sdo também administrados em solucbes
parenterais e enterais a pacientes enfermos, e encontram-se em abundéancia no soro
(FERNANDEZ-REAL et al., 2003) e no meio intracelular (GORSKI et al., 1998). Em
excesso, AGIs contribuem para o acumulo ectépico de gordura e consequente
inibicdo da atividade de proteinas envolvidas na acao da insulina (BELL et al., 2008;
YU et al.,, 2002). Todavia, o efeito destas biomoléculas na regulacdo de genes
relacionados a resisténcia a insulina ainda ndo esta elucidado.

Considerando estes fatores, o presente estudo buscou evidenciar, em modelo
de células musculares L6, a atuacdo dos AGIs oléico e linoléico na regulacdo dos
mecanismos transcricionais envolvidos no controle da expressdo do gene Slc2a4,
que codifica a proteina GLUT4, responsavel pela captacdo de glicose induzida por
insulina no musculo esquelético. Inicialmente, foram realizadas curvas dose resposta
para os AGIls e GLUT4, a partir das quais trés concentracdes para OFA (25, 50 e
200 uM) e LFA (50, 200 e 300 uM) foram selecionadas para o prosseguimento das
analises. Nestas concentracdes verificou-se reducdo significativa na expresséao do
MRNA do GLUT4. Cabe ressaltar que as diminuicdes na expressdo do mRNA
observadas em 25 uM para OFA e em 50 e 200 uM para LFA, nao se refletiram em

alteracdo no conteudo da proteina, no tempo estudado.
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A discrepancia entre o contetdo do mRNA e da proteina GLUT4 ja foi
descrita na literatura (KLIP et al., 1994), e recentemente, alteracdes observadas na
adenilacdo da cauda poli-A foram relacionadas as diferencas detectadas entre o
conteado do mRNA e da proteina GLUT4 em musculo de ratos (ALVES-WAGNER et
al., 2009). Uma semelhante resposta foi mostrada em musculo gastrocnémio de
animais obesos (SERAPHIM et al., 2005).

A relacdo direta entre comprimento da cauda poli-A e a estabilidade do
transcrito ja foi citada na literatura (SALLES; RICHARDS; STRICKLAND, 1999). Os
transcritos com cauda poli-A reduzida se tornam susceptiveis a acdo de RNAses
que acabam por degrada-los mais rapidamente, reduzindo a meia vida deste mRNA
(GALLIE, 1998). Da mesma forma, mesmo em menor quantidade, os transcritos com
cauda poli-A aumentada possibilitam uma melhor eficiéncia na traducdo (ALVES-
WAGNER et al., 2009).

Pouco € descrito sobre a atuacdo dos 4cidos graxos e/ou de seus metabdlitos
na regulacdo da “maquinaria transcricional’. Em modelo de adipdcitos 3T3-L1, na
presenca do 4cido graxo araquidénico (C20:4, n6) foi verificada uma redugdo no
conteddo e na estabilidade do mRNA do GLUT4, entretanto 0s mecanismos
envolvidos neste controle ndo foram elucidados (TEBBEY et al., 1994).

Diferentemente do acima descrito, € bem mais conhecido o fato de os AGs
e/ou seus metabdlitos atuarem direta e/ou indiretamente na regulacdo de fatores
transcricionais, tais como: NF-kB (do inglés, nuclear factor-kappaB), SREBP-1c (do
inglés, sterol regulated element binding protein-1), HIF-la (do inglés, hipoxya
inducible factor-1 a), LXRa (do inglés, liver X receptor a) e PPARy (do inglés,
peroxisome proliferator activated receptor y) (JUMP, 2004), todos ja relacionados de
alguma forma com a regulacdo do gene Sic2a4.

Por ser considerado um importante repressor da expressao do Slc2a4 (RUAN
et al., 2002; SILVA et al., 2005), inicialmente foi investigada a participagéo do fator
transcricional NF-kB.

Um aumento no contetldo do mRNA da subunidade p65 NF-kB foi detectado
na presenca de OFA (200 uM) e de LFA (200 e 300 pM), o que se acompanhou de
maior atividade de ligacdo de proteinas nucleares ao dominio de ligacdo do NF-kB
no promotor do Slc2a4. Até o momento, ndo estdo claros os mecanismos pelos
guais os AGs regulam a expressao deste fator transcricional. Em modelo de células

musculares L6 incubadas com &cido palmitico (C16:0) o aumento detectado na
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expressdo de NF-kB foi atribuido a participacdo da isoforma PKCe (BARMA et al.,
2009).

Além de agirem na regulacéo transcricional de proteinas envolvidas na via de
sinalizacdo de citocinas inflamatorias, que na maioria das situa¢cdes culmina com a
ativacado do NF-kB (ITANI et al., 2002; PARK et al., 2003), os AGIs e/ou produtos
derivados do seu metabolismo celular, como Acil-CoA de cadeia longa, triacilglicerol
(TAG), diacilglicerol (DAG), acido fosfatidico, ceramidas e espécies reativas de
oxigénio (EROS), podem também alterar a atividade das cinases JNK (do inglés,
JUN NH, — terminal kinase), IKK (do inglés, inhibitory kappa B kinase) e PKC (do
inglés, protein kinase C), ou ainda suas interrelacbes (BLOCH-DAMTI e BASHAN,
2005; CHAVEZ et al., 2003; FURUKAWA et al., 2004; MONTELL et al., 2001;
WORGALL et al., 2008). Estudos com infusbes agudas com Lyposyn Il, rico em
acidos graxos insaturados, evidenciaram a participagao das isoformas de PKCs, lI
e © em humanos (ITANI et al., 2002) e PKC 6 em ratos (GRIFFIN et al., 1999; YU et
al., 2002), na regulacao da atividade de IKK. Em adipdcitos 3T3-L1 incubados com o
acido graxo linoléico, e em tecido adiposo proveniente de animais submetidos a
dieta hiperlipidica, a ativacdo de IKK e JNK foi relacionada com o aumento da
fosforilagdo de PKC 6 (GAO et al., 2004). Acido palmitico ja foi descrito como capaz
de induzir resisténcia a insulina por regular, via IKK, a expresséo do GLUT4 (JOVE
et al., 2005; JOVE et al., 2006; ZHANG et al., 2010), entretanto, a atuacéo dos AGls
como OFA e LFA ndo esta clara.

No presente estudo, o aumento na fosforilagdo de IKK foi observado na
presenca de 200 uM de OFA e de, 200 e 300 uM de LFA, situacdes em que também
se detectou aumento significativo na formacdo de ambos os complexos moleculares
(complexos A e B). Adicionalmente, duas situacdes discrepantes entre a atividade
de ligacdo de NF-kB e a fosforilagdo do IKKa/f foram observadas, em
concentracdes especificas dos AGIs: 1) em 25 e 50 uM de OFA, a formacgéo de
complexo B aumentou isoladamente, sem alteracdo da fosforilacdo do IKKa/B; e 2)
50 uM de LFA, a fosforilacdo do IKKa/f aumentou sem alterar a atividade de ligacao
do NF-kB.

Tradicionalmente a ativacdo de IKK promove a fosforilacdo, em residuos de
serina, de IkB (do inglés, inhibitor of NF-kB) com consequente degradacéo
proteosomal e dissociacdo do homo ou heterodimero de NF-kB que migra ao nucleo
associando-se ao DNA (LI e VERMA, 2002; PERKINS, 2007). Todavia, outras vias



75

descritas como “ndo classicas” envolvem a fosforilagdo e ativacdo de IkB em
residuos especificos de tirosina, por acdo de tirosina cinases. Imbert et al. (1996)
mostraram em linfocitos T incubados com pervanadio, aumento na fosforilacdo de
IkKB em residuos de tirosina com consequente ativacdo de NF-kB. Além destes
aspectos, embora a atencdo primaria sempre esteja direciona a acdo de cinases
envolvidas na fosforilacdo de IkB, algumas proteinas como p65 também podem ser
diretamente fosforiladas por PKC e PKA (BARMA et al., 2009; ZHONG et al., 1997).

Além da participacdo de cinases como acima descrito, processos nucleares
envolvidos no controle de NF-kB que envolvem a acao de proteinas co-ativadoras ou
co-repressoras fundamentais no controle da sua atividade transcricional, também
devem ser considerados. Desta forma, experimentos futuros sdo necessarios para
identificar os mecanismos envolvidos nas diferencas verificadas no presente estudo,
visto que repressao na expressao do GLUT4 foi observada.

Embora estes dados indiqguem a participacéo de NF-kB na inibicdo do GLUT4
induzida por OFA e LFA em célula muscular, a atuacdo de outros fatores
transcricionais neste processo ndo deve ser descartada.

A participacdo do HIF-1a na regulacdo da expressdo do gene Slc2a4 foi
sugerida em musculo esquelético, relacionada a reducdo da PO2 intracelular
induzida pela atividade contrétil aguda (SILVA et al., 2005). Além da hipdxia, fatores
de crescimento, insulina, citocinas e produtos derivados do metabolismo lipidico,
podem regular a expressdo e/ou ativacdo de HIF-1la (KE et al.,, 2006). Este fator
transcricional é composto por uma subunidade “a” citosdlica, altamente regulavel, e
uma subunidade “B” nuclear e constitutiva. E na forma de heterodimero HIF1a/f que
este fator transcricional se liga ao elemento responsivo no DNA e regula a
expressdo de diferentes genes relacionados com metabolismo da glicose,
eritropoiese, angiogénese, entre outros (KE et al., 2006; TEMES et al., 2004).

No presente estudo, aumento na expressdo génica da isoforma la foi
detectado na presenca de OFA (200 uM) e LFA (200 e 300 uM), o qual pode estar
relacionado a ativacdo de PKCs sensiveis a DAG, conforme mostrado em célula
muscular lisa vascular (PAGE et al., 2002). Entretanto, 0 aumento no contetido do
MRNA de HIF-1a observado na presenca dos AGIs ndo se refletiu em alteracdo na
ligacdo deste fator transcricional ao seu dominio de ligacdo no gene Slc2a4; pelo
contrario, uma tendéncia a diminui¢cdo da ligacao foi observada em 200 e 300 uM de

LFA. Esta aparente discrepancia poderia ser compreendida uma vez que, em
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situagcbes de normoxia, a hidroxilacdo em residuos de prolina desta proteina
proporciona um rapido reconhecimento e direcionamento da proteina a degradagéo
proteosomal (KE et al., 2006; REGAZZETTI et al., 2009; TEMES et al., 2004). Assim,
apesar de dos AGIs induzirem um aumento no mRNA do HIF-1a, a condicdo de
normoxia estd impedindo a geracdo de maior quantidade de proteina, e
consequentemente maior atividade transcricional.

A atuacdo do LXRa na regulacdo do gene Slc2a4 foi sugerida em adipdcitos
3T3-L1 e SGBS na presenca de um agonista sintético (T0901317) para este fator
transcricional (DALEN et al.,, 2003). Kase et al. (2003) mostraram aumento na
expressdo de GLUT4 em células musculares apés incubagdo com T0901317.

No presente modelo, um aumento na expressdao do mRNA de LXRa foi
detectado na presenca de OFA (50 e 200 uM) e de LFA (300 uM), o que ja foi
mostrado, in vitro, em cultura primaria de hepatdcitos na presenca de diferentes
AGls, e, in vivo, em figado de animais alimentados com dieta hiperlipidica rica em
AGs poliinsaturados (TOBIN et al., 2002). Entretanto, os mecanismos pelos quais 0s
AGs regulam a expressdo génica do LXRa ndo estdo esclarecidos. Estudo em
macréfagos (WHITNEY et al.,, 2001) descreve a existéncia de um possivel
mecanismo de auto-regulacdo de LXRa sobre a sua propria expressdo génica. Além
deste aspecto, alteracbes relacionadas com a estabilidade do transcrito (TOBIN et
al., 2002), bem como a participacdo de PPARy (WOJCICKA et al., 2007) na
regulacdo da expressao génica de LXRa também ja foram descritas.

Além de ativadores sintéticos, produtos oriundos da oxidacdo do colesterol
sdo considerados importantes ligantes endégenos de LXRa (BARANOVSKI, 2008).
Apos ligacdo ao seu agonista, € como heterodimero, junto a RXRa, que este fator
transcricional, se liga ao LXRE (elemento responsivo para LXRa) modulando a
expressdo de proteinas envolvidas no metabolismo e transporte de colesterol
(WOJICICKA et al., 2007), metabolismo lipidico e glicidico (KASE et al., 2003).
Acidos graxos poliinsaturados inibem a atividade transcricional de LXRa por
impedirem a ligacdo dos agonistas enddgenos ao LBD (dominio de ligagdo do
ligante) deste fator transcricional, e modificarem a ligagdo do heterodimero ao seu
elemento responsivo (YOSHIKAWA et al., 2002). Porém, n&o foi observada
alteracdo na ligacdo de LXRa ao promotor do gene Slc2a4 tanto na presenca de
OFA quanto LFA. A atuacao dos AGs na regulagcdo deste mecanismo parece ser

dependente de aspectos relacionados ao tamanho da cadeia e grau de insaturacao
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destas biomoléculas. Em células HEK293 a atividade do promotor do SREBP-1c
regulado por LXRa mostrou-se, diminuida na presenca dos acidos graxos
insaturados (araquiddnico > eicosapentaendico > docosaexaendico > oléico), e
inalterada na presenca do acido graxo saturado estearico (YOSHIKAWA et al.,
2002).

Além dos fatores ja descritos, foi também investigada a atuacdo de SREBP-
1c, na presenca de OFA e LFA, na regulacédo do gene Sic2a4 (IM et al., 2006), tendo
sido observada reducédo no conteuddo do mRNA deste fator com ambos os AGils, e
em todas as concentracdes analisadas. A acdo repressora de diferentes acidos
graxos insaturados sobre a expressdo do mRNA do SREBP-1c, ja foi descrita na
literatura (HANNAH et al.,, 2001; MATER et al.,, 1999; XU et al., 1999), mas os
mecanismos envolvidos ainda ndo estdo esclarecidos. J& foi proposto que os AGls
seriam capazes de inibir a expressdo do SREBP-1c, de forma indireta, via ativacéo
do LXRa (OU et al., 2001). No presente estudo, a atividade de ligacdo de LXRa ao
gene Slc2a4 ndo se alterou, entretanto, a possibilidade de sua ligacdo ter
aumentado no promotor do gene que codifica a proteina SREBP-1c ndo pode ser
descartada.

Em concordancia com a regulagdo do mRNA do SREBP-1, diminuicdo da
ligacdo de proteinas nucleares no dominio de ligacdo do SREBP-1 da regido
promotora do foi verificada na presenca de OFA (25 e 200 uM) e LFA (todas as
concentracfes analisadas), destacando sua contribuicdo a regulacdo da expresséao
do GLUT4 pelos AGils.

A proteina SREBP-1, quando imatura, encontra-se aderida a membrana do
reticulo endoplasmatico (RE), associada a um complexo protéico denominado
Insig/SCAP. Com a diminuicdo de esterdis na membrana ha a transferéncia de
SREBP-1 ao complexo de golgi (CG) onde é ativado por acdo de proteases,
translocando ao nucleo e regulando genes relacionados com metabolismo lipidico e
glicidico (DESVERGENE et al., 2006; ESPENSHADE, 2006; HORTON, 2002). O
efeito dos &cidos graxos insaturados reduzindo a degradacdo da proteina Insig, e
consequentemente diminuindo a geracdo da forma ativa de SREBP-1, j& foi descrito
na literatura (LEE et al., 2008), e poderia estar ocorrendo na presente situacao.

Aléem deste mecanismo diretamente relacionado a atividade das proteinas
envolvidas na sintese/ativacdo de SREBP-1, alteracfes quanto ao pool intracelular

de colesterol também j& foram descritas como capazes de alterar a sua atividade
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transcricional. Por ativarem a enzima esfingomielinase, acidos graxos insaturados
(como oléico) sdo capazes de aumentar a concentracdo intracelular de colesterol,
permitindo sua incorporacdo a membrana do RE. O aumento no contetdo de
colesterol na membrana do RE prejudica a capacidade de rompimento do complexo
Scap-Insig/SREBP-1, diminuindo a liberag&o/ativacdo de SREBP-1 para alcancar
sua forma nuclear ativa (WORGALL et al., 2008).

Finalmente, este estudo investigou se o efeito dos acidos graxos OFA e LFA
na regulacéo transcricional do gene Slc2a4 poderia envolver o PPARy. Além de um
efeito sobre a sintese deste fator transcricional (ZHOU; SUN; ZHAO, 2008), acidos
graxos como, araquidénico (C20:4 n6) e eicosapentaendico (C22:5 n3), sdo capazes
de se ligar ao PPARy (KLIEWER et al., 1997; XU et al., 1999).

No presente estudo néo foi verificada alteracdo quanto a expressdo do mRNA
de PPARYy na presenca de OFA, todavia, na presencga de 300 uM LFA, foi detectado
aumento na expressao génica deste fator transcricional.

Dois mecanismos de acado sao propostos para explicar a agdao do PPARy na
regulacdo da expressdo do GLUT4. Classicamente é sabido que o aumento na
expressdo do GLUT4 pode ser mediado pela ligacdo do heterodimero ativado
PPARY/RXRa ao seu elemento responsivo (PPRE) localizado no gene Sic2a4
(DESVERGENE e WAHLI, 1999; KLIEWER et al., 2001). Entretanto em meados de
2003, Armoni e colaboradores propuseram a existéncia de outra forma de regulacéo
do PPARYy. Segundo consta, no estado basal o dimero PPARy/RXRa se encontra
associado ao DNA reprimindo a expressdo do GLUT4. Com a adi¢do de um ligante
ha a dissociacdo do heterodimero de seu PPRE no gene Slc2a4 havendo como
consequéncia aumento na expressdo do GLUT4.

A avaliacédo da atividade de ligacao deste fator transcricional ao gene Slc2a4
se tornou possivel apés a identificacao da regiao -66/+163bp (ARMONI et al., 2003).
Considerando o tamanho do fragmento proposto (~100bp), a realizacdo da técnica
de Gel shift seria pouco eficaz, visto que a exceléncia de seu uso € indicada para
analise apurada de sequéncias com até 20bp. Considerando estes aspectos, foi
decidido realizar a analise da atividade de ligagdo de PPARy ao gene Slc2a4 por
meio do ensaio de imunoprecipitacdo de cromatina (ChlP assay).

Na presencga de OFA, nao foi observada alteragao quanto a ligagdo de PPARy
ao seu PPRE no gene Slic2a4. Surpreendentemente na presenca de LFA, foi

verificada uma reducdo na ligagdo do PPARy ao gene Slc2a4 em todas as
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concentracdes analisadas. Embora a capacidade de ligacdo a PPARYy de diferentes
AGils ja tenha sido descrita (KLIEWER et al., 1997; XU et al., 1999) os efeitos sobre
a regulacdo da atividade deste fator transcricional ainda ndo estdo muito claros,
todavia alguns trabalhos mostram a existéncia de um efeito inibidor destes ligantes
enddogenos. A acdo repressora da atividade do promotor do GLUT4 em
cardiomiécitos H9C2 j4 foi sugerida na presenca de diferentes tipos de AGls, como
oléico, linoléico e araquidébnico (ARMONI et al., 2005). Armoni et al. (2003)
mostraram, em cultura primaria de adipdécitos, efeito repressor na regulacdo do gene
Slc2a4 na presenca do mais importante agonista enddgeno 15A-PGJs.
Considerando estes aspectos, para determinar se ha a participacdo de PPARy na
regulacdo do GLUT4 no presente projeto, estudos futuros sdo necessérios para
avaliar a localizagédo celular deste fator transcricional. Considerando o mecanismo
de acéo classico acima descrito, um menor conteudo protéico decorrente de efeitos
dos AGs na estabilidade do transcrito (PERGORIER, 1998) poderia explicar a menor
ligacdo ao gene Slc2a4 mesmo na presenca de agonista. Além disto, alteracdes
envolvidas na sintese e mobilizacdo do acido araquidénico e da 15A-PGJ,, ambos
derivados do LFA, podem estar envolvidos em uma menor ativagcdo de PPARYy.
Outro aspecto envolve a competicdo entre 0s receptores nucleares pela interacao
com RXRa (ARMONI et al.,, 2003). Em relagcao a interacdo entre os receptores
nucleares a supressao da ligagdo do heterodimero PPARy/RXRa ao DNA mediada
por NF-kB também ja foi sugerida (SUZAWA et al., 2003).

Em suma, o presente projeto mostra que ambos os AGs estudados, OFA e
LFA, em concentracdes especificas, além de modularem a expressao génica dos
diferentes fatores transcricionais estudados, sao capazes de diminuir a expressao do
GLUTA4. Este efeito repressor sobre o gene Slc2a4 se deve a diminuicdo e aumento
na ligacdo de SREBP-1 e NF-kB respectivamente, a regido promotora do gene em

guestao.
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6 CONCLUSAO

Os acidos graxos monoinsaturado oléico e poliinsaturado linoléico reprimem
cronicamente a expressdo do GLUT4. Este efeito advém de um aumento e
diminuicAio na ligacdo dos fatores transcricionais NF-kB e SREBP-1
respectivamente, aos seus sitios de ligacdo especificos localizados na regido
promotora do gene Slc2a4.
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