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RESUMO

LIMA, G. A. O diabetes abole o aumento da expressdo do gene SLC2A4 induzido pela
contragdo muscular “in vitro”: participacdo das cinases AMPK e CAMKII e dos fatores
transcricionais MEF2D, GEF, HIF-1la E TRa. 86 f. [Doutorado]. Sdo Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo, 2011.

A proteina GLUT4, codificada pelo gene SLC2A4 (solute carrier family 2A member 4), tem
um papel fundamental na homeostasia glicémica. A contragdo muscular per se aumenta a
expressao do SLC2A4 em musculo esquelético, entretanto ndo se sabe se este fendmeno esta
preservado em musculo de individuos diabéticos. OBJETIVO: Investigar se a contragao
muscular per se aumenta a expressao do gene SLC2A4 em musculo séleo de ratos diabéticos;
e avaliar possiveis mecanismos envolvidos. METODOS: Foram investigados ratos nao
diabéticos (ND) e diabéticos tratados com insulina (DI) ou salina (DS) por 7 dias. Ao final
dos tratamentos, os musculos séleos foram removidos, incubados em tampao Krebs, e
estimulados a contrair (estimulo elétrico supra-maximo a 100 Hz por 10 min), tendo o
musculo contralateral como controle. Os mRNAs de GLUT4, AMPK (proteina cinase ativada
por AMP), CAMKIIS (proteina cinase ativada por cédlcio-calmodulina), MEF2A/2D (fator de
crescimento do midcito), TRal (receptor de hormonio tireoidiano) e HIF-1a (fator induzido
por hipéxia) foram analisados por RT-PCR. As proteinas GLUT4, AMPK e pAMPK foram
analisadas por Western blotting. A atividade de ligacao dos fatores transcricionais MEF2D,
GEF (fator de aumento de GLUT4), HIF-1a e TRal foi analisada por gel shift. Células
C2C12 transfectadas com plasmideos contendo a regido promotora enhancer do gene
SLC2AA4, local de ligacdo para MEF2/HIF-10/TRal, ou com algum destes sitios mutados,
foram tratadas com AICAR (ativador da AMPK) ou cafeina para andlise da CAT
(chloramphenicol acetyltransferase). RESULTADOS: Em animais ND, a contragdo
aumentou o conteido de GLUT4 (mRNA e proteina ~90%); este efeito ndo foi observado nos
animais diabéticos, mas foi restaurado com insulina. Em animais ND, a contracdo muscular
aumentou (P<0,05) o conteiido de CAMKII (mRNA 80%), TRal (mRNA 45%) AMPK
(mRNA 65%); pAMPK (proteina, 80%) e MEF2A (mRNA 85%); no entanto, em animais DS,
a contra¢do ndo alterou os 3 ultimos parametros. A contracdo aumentou a atividade de ligacdo
dos fatores MEF2D (~63%), GEF (~120%) e TRoal (~100%) em animais ND. Por outro lado,
isto ndo foi observado em animais DS, mas sim nos tratados com insulina. Em animais ND,
os inibidores de AMPK (Compound C) e de CAMKII (KN93) aboliram o aumento da
expressdo do GLUT4, e da atividade de ligacio do MEF2D e do GEF, indicando a
participacao dessas cinases no efeito do DM. Em células C2C12 transfectadas com o GLUT4
enhancer, (1) o AICAR e a cafeina (estimuladores de AMPK e CAMKII) aumentaram a
atividade CAT; e (2) a mutagdao em qualquer um dos 3 sitios de ligagdo MEF2/HIF-1o/TRal
promoveu uma dristica reducio na atividlade CAT. CONCLUSAO: Em misculo séleo de
ratos diabéticos a contracdo muscular ndo aumenta a expressio do gene SLC2A4, o que
envolve reducdo na atividade dos fatores transcricionais MEF2D, GEF e TRal. Em células
C2C12, a AMPK e a CAMKII aumentam a transcri¢do do SLC2A4, o que depende da regido
de ligacdo do MEF2D/TRal. No diabetes, a contragdo muscular ndo aumenta a atividade da
AMPK, reforcando a participagdo do MEF2D e TRal na perda do efeito da contracdo sobre o
gene SLC2A4.

Palavras chave: Contragdao muscular. Diabetes. GLUT4. AMPK. MEF2D. GEF.



ABSTRACT

LIMA, G. A. Diabetes abolishes the “in vitro” muscle contraction-induced increase in
SLC2A4 gene expression. Participation of AMPK and CAMKII kinases and MEF2D, GEF,
HIF-1a and TRal transcriptional factors. 86 f. [Ph.D. Thesis]. Sao Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo, 2011.

GLUT4 protein, encoded by SLC2A4 (solute carrier family 2A member 4) gene has a key
role in glucose homeostasis. Muscle contraction per se increases the SLC2A4 expression in
skeletal muscle, however it is unclear whether this phenomenon is preserved in muscle of
diabetic subjects. AIM: To investigate whether the muscle contraction per se increases the
SLC2A4 gene expression in soleus muscle of diabetic rats and to evaluate possible
mechanisms involved. METHODS: We investigated non-diabetic (ND) and diabetic rats
treated with insulin (DI) or saline (DS) for 7 days. At the end of treatment, soleus muscles
were removed, incubated in Krebs buffer, and stimulated for contraction (supra-maximal
electrical stimulation at 100Hz for 10 min), with the contralateral muscle as control. GLUT4,
AMPK (AMP-activated protein kinase), CAMKIIS (calcium-calmodulin kinase) MEF2A/2D
(myocyte enhancer factor), TRal (thyroid hormone receptor) and HIF-1a (hypoxia inducible
factor) mRNAs were analyzed by RT-PCR. GLUT4, AMPK and pAMPK proteins were
analyzed by Western blotting. MEF2D, GEF (GLUT4 enhancer factor), HIF-1a and TRal
binding activity were analyzed by shift electroforetic assays. C2C12 cells transfected with
plasmids containing the enhancer region of SLC2A4 promoter, binding site for MEF2/HIF-
1o/TR1a, or any of these sites mutated, were treated with AICAR (AMPK activator) or
caffeine for CAT (chloramphenicol acetyltransferase) analysis. RESULTS: In ND animals,
contraction increased GLUT4 (mRNA and protein 90%) expression, this effect was not
observed in diabetic animals, but was restored with insulin treatment. In ND animals, muscle
contraction increased (P <0.05) CAMKII (80% mRNA), TRal (45% mRNA) AMPK (65%
mRNA); pAMPK (protein, 80%) and MEF2A (85 mRNA %) expression, however, in DS
animals, contraction did not change the last three parameters. Contraction increased the
MEF2D (~ 63%), GEF (~ 120%) and TRal (~ 100%) binding activity in ND animals. On the
other hand, this was not observed in DS animals, but ocurred in those treated with insulin. In
ND animals, the AMPK and CAMKII inhibitors (Compound C and KNO93 respectively)
abolished the increased GLUT4 expression, and the binding activity of GEF and MEF2D,
indicating the involvement of these kinases in the effect of DM. In C2C12 cells transfected
with the GLUT4 enhancer, (1) AICAR and caffeine increased the CAT activity, and (2) the
mutation in any of the three binding sites MEF2/HIF-10/TRal promoted a drastic reduction
in CAT activity. CONCLUSION: Muscle contraction does not increase the SLC2A4 gene
expression in soleus muscle of diabetic rats, involving reduced MEF2D, GEF and TRal
transcriptional activity. In C2C12 cells, AMPK and CAMKII increase SLC2A4 transcription,
which depends on MEF2D/TRal binding region. In diabetes, the muscle contraction does not
increase AMPK activity, supporting the participation of MEF2D and TRal in the loss of the
contraction effect on SLC2A4 gene.

Keywords: Muscle contraction. Diabetes. GLUT4. AMPK. MEF2D. GEF.
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1 INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) é um grupo de desordens metabdlicas que envolvem
hiperglicemia, resultante de defeitos da secrecdo e/ou da acdo da insulina. A hiperglicemia
cronica causada pelo diabetes estd associada a faléncia e disfuncdo de vdrios Orgaos,
especialmente da retina, dos rins, dos nervos, do coracio e dos vasos sanguineos (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2006). A Associacdo Americana de Diabetes define vérias formas
de DM: Tipol (DM1), que € causado pela destruicdo das células beta pancredticas, e que se
subdivide em: tipo 1A (que € causado por doenca auto-imune); e tipo 1B (causado por outros
processos); Tipo 2 (DM2), que estd relacionado a resisténcia a insulina; diabetes gestacional, e
diabetes causado por outros fatores (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2006).

Hoje em dia, o DM afeta mais de 170 milhdes de pessoas em todo o mundo, e estima-se
que afetard cerca de 365 milhdes de pessoas em 2030 (WILD et al., 2004). Nos paises em
desenvolvimento, hd uma tendéncia de aumento na incidéncia de DM em todas as faixas etarias,
especialmente nas mais jovens, cujo impacto negativo sobre a qualidade de vida e a carga da
doencas no sistema de saide é imensurdvel (KING; AUBERT; HERMAN, 1998).

O estilo de vida moderno, com abundante oferta de nutrientes, reducfo na atividade fisica,
e stress tem resultado no aumento da incidénciado DM2 (ZIMMET; ALBERTI; SHAW, 2001),
sendo essa forma de Diabetes cerca de 90-95% dos casos de Diabetes Mellitus (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2006).

A fisiopatologia do DM2 envolve defeitos em tecidos sensiveis a insulina, os quais
prejudicam a captacdo de glicose, e, conseqiientemente, participam da perda do controle
glicémico. Geralmente, a resisténcia a insulina ocorre nos tecidos periféricos, € com o progresso
da doenca, pode sobrevir diminui¢do relativa ou absoluta da secrecao de insulina pelas células
Beta pancredticas (BRAUNWALD et al., 2001).

Normalmente, a insulina liga-se ao seu receptor nas células-alvo, resultando em uma série
de eventos intracelulares que aumentam a captacdo e o metabolismo da glicose. A resisténcia a
insulina € a inabilidade dos tecidos periféricos em responder normalmente as concentragdes
plasmdticas de insulina. Deste modo, para tentar manter a euglicemia, o pancreas aumenta a
secrecao de insulina. Em pacientes portadores de DM2, a resisténcia a insulina € o evento inicial,

e pode se estender por 1 a 2 décadas. Apds este periodo, a intolerancia a glicose aumenta, apesar
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da elevacdo das concentracdes de insulina. Finalmente, as células beta entram em faléncia

acarretando em uma drastica redu¢do na secre¢@o de insulina (BRAUNWALD et al., 2001).

1.1 Captacao de glicose

A captacdo de glicose pelas células em geral ocorre por difusdo facilitada através da
membrana celular. As proteinas que medeiam esta captagdo pertencem a classe de
transportadores de difusdo facilitada que transferem a glicose a favor do gradiente de
concentracdo. Estes transportadores sdo denominados GLUTSs (glucose transporters) e sdo
numerados pela ordem cronolégica de sua caracterizagdo (SATO et al., 1996).

O tecido muscular esquelético € o principal territorio envolvido na captacdo de glicose
devido a sua abundancia, e assim, € um importante sitio envolvido no controle da homeostasia
glicémica (ZORZANO; FANDOS; PALACIN, 2000).

No musculo esquelético, o GLUT4 € o transportador de glicose mais importante e
abundante. Esta proteina € codificada pelo gene SLC2A4 (solute carrier family 2 member 4). O
GLUT4 apresenta-se em maior quantidade em fibras do tipo I e Ila, quando comparado com as
fibras do tipo IIb (MARETTE et al., 1992). No estado quiescente, a maior quantidade de
proteina GLUT4 permanece estocada em vesiculas intracelulares, porém frente a um estimulo
realizado pela insulina ou pela contracdo muscular, ele € rapidamente translocado para a
membrana plasmadtica e para os tubulos T, aumentando drasticamente a captagdo de glicose
(CORTRIGHT; DOHM, 1997). Por conta deste fendmeno, o GLUT4 ¢é a unica isoforma de
transportador considerada sensivel a insulina.

Nas ultimas duas décadas, especulou-se que a translocacdo do GLUT4 poderia ser
induzida pela contracdo muscular, por mecanismos distintos do da insulina, sugerindo a
existéncia de vias diferentes para cada estimulo. Nesher et al. (1985), observaram que o
transporte de glicose pelo estimulo contrétil pode ocorrer na total auséncia de insulina. Broznick
et al. (1994), constataram que o efeito médximo de captacdo de glicose se dd na contragdo
muscular junto com insulina, indicando um efeito aditivo entre os dois mecanismos.

A insulina é um hormonio protéico que interage com o seu receptor de membrana que
pertence a classe de receptores cataliticos com atividade tirosinoquinase. Quando ela se liga ao

seu receptor, promove a auto-fosforilacdo em residuos tirosina, que ativam os substratos do
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receptor de insulina, IRS1 e IRS2, seguindo ativacdo da subunidade p38 (regulatéria) da PI3K
(Phosphatidylinusitol — 3 Cinase), e ativacdo da sua subunidade catalitica p111 (OKADA et al.,
1994). Esta, por sua vez, interage com fosfolipides de membrana levando a ativagdo da PDK
(Proteina Cinase dependente de 3 - Phosphatidylinusitol). A PDK ativa duas proteinas-chave na
translocacdo de GLUT4: A PKB (proteina cinase B, também conhecida como AKT) (WANG et
al., 1999) e a PKCC (Proteina Cinase C atipica) (KANZAKI et al., 2004). A subunidade AS160
da PKB estd diretamente relacionada com a translocacdo de GLUT4, sendo descrita como a
principal via para translocagdo do transportador (DUGANI; CLIP., 2005). A PKCC € descrita
como ativadora de cinases que contribuem na translocacdo de vesiculas com GLUT4 para a

membrana (IMAMURA et al., 2003).

1.2 Contracao muscular

Fisiologicamente, a contracdo muscular é um fenomeno desencadeado pelo
neurotransmissor acetilColina (Ach). Frente a um impulso nervoso, gerado no pelo sistema
nervoso central, a Ach € liberada pelo neur6nio motor na juncdo neuromuscular e se liga ao seu
receptor especifico que estd na membrana sarcoplasmatica. O receptor da Ach é um receptor
nicotinico, que é um canal i0nico, e apresenta 5 sub unidades. Uma vez que a Ach se liga ao seu
receptor, este promove o influxo de sédio, o que leva a uma despolarizagdo da membrana e uma
consequente abertura de canais de sédio voltagem-dependente, que promove um maior influxo
deste ion na célula, gerando assim um potencial de acdo na membrana plasmadtica. Este potencial
de acdo percorre os tubulos T, e chega as cisternas do reticulo sarcoplasmético, que apresentam
canais de célcio voltagem-dependentes que entdo sdo abertos e liberam uma grande quantidade de
calcio no sarcoplasma. O aumento da concentracdo de célcio no meio intracelular é a etapa
limitante para que ocorra a contracdo muscular. Uma vez em concentragdes elevadas no
sarcoplasma, o cdlcio interage com as proteinas contrateis, € com a produgdo de energia
proveniente da hidrélise de ATP, promove a contracdo muscular.

O aumento da concentracdo de cdlcio leva a ativacdo das proteinas CAMK (Proteina
Cinase dependente de calcio - calmodulina). As CAMKSs sdo proteinas que fosforilam substratos
importantes para a transcricdo génica e também atuam na secrec¢do de vesiculas, na regulacdo de

canais i0nicos e na morfogénese celular (TOMBES et al., 2003). As proteinas CAMKII podem
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ser codificadas por quatro genes diferentes, com expressdes em locais diferentes (CHIN, 2004).
As isoformas a e B s@o expressas em tecido neural e as isoformas y e d sdo expressas em todos os
tecidos (BRAUN; SCHULMAN, 1995), incluindo o tecido muscular; desta meneira, a CAMKII5
serd focada neste estudo.

A cafeina é extensamente utilizada para promover o aumento da concentracio de calcio
no sarcoplasma (OJUKA et al., 2002) (WRIGHT et al., 2004) (TERADA; MURAOKA;
TABATA, 2003) , e desta maneira ativar as CAMK, a PKC e a calcioneurina. Por outro lado, o
agente farmacoldgico KN93 ¢ utilizado como inibidor especifico da CAMK (WRIGHT et al.,
2004). Baseado nestes efeitos, ambos serdo utilizados no presente estudo.

O processo de contracdo muscular promove também a hidrdlise de ATP em ADP + Pi
para produzir energia, com isso diminui a concentracio de ATP e aumenta a concentracdo de
5’ AMP. Este fendmeno leva a ativacao da proteina AMPK (Proteina cinase ativada por 5° AMP).
Esta cinase é ativada pelo 5’AMP, ndo apenas por mecanismos alostéricos (CORTON;
GILLESPIE; HARDIE, 1994), mas também pela fosforilacdo de uma cinase anterior, a AMPKK,
que também € ativada pelo 5’AMP (HAWLEY et al., 1996). A AMPK é um complexo
heterotrimétrico que apresenta trés subunidades, uma catalitica (o)) e outras duas ndo cataliticas (3
e 7) (HARDIE; CARLING, 1997). Cada subunidade apresenta duas ou mais isoformas (KEMP et
al., 1999). No mdusculo esquelético, o complexo é formado pelas isoformas a2, Bl e yl ou y3
(MAHLAPUU et al.,, 2004). A subunidade B atua como um esqueleto que mantém as
subunidades o e y ligadas a ela, a subunidade y tem sido proposta como ligante de 5’AMP.
Mutagdes da subunidade y podem acarretar problemas no metabolismo de glicogénio (ARAD et
al., 2002; CHEUNG et al., 2000). A contracdo muscular promove a ativacdo da subunidade a2,
que quando ativada, fosforila uma série de proteinas-alvo no citoplasma, além de migrar para o
nucleo da célula, podendo assim estar envolvida com transcricdo de genes-alvo (SALT et al.,
1998).

A AMPK pode ser considerada um sensor metabdlico primdrio da carga energética
celular, desativando vias de consumo de ATP e ativando vias alternativas para sua regeneracao,
tendo em vista que a maioria dos efeitos da deplecdo energética celular sdo mediados
provavelmente por sua via cinase de ativacdo (HARDIE, 2000).

Como a atividade contrétil reduz as concentracdoes de ATP, e aumenta a concentracdo de

AMP (JESSEN; GOODYEAR, 2005), ela induz ativacdo da AMPK tanto “in vitro” (HAYASHI
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et al., 1998) quanto em exercicios in vivo (RASMUSSEN; HANCOCK; WINDER, 1998). O
agente farmacoldgico 5-Aminoimidazole-4-Carboxamida Ribonucleozideo (AICAR), apds ser
absorvido pelas células musculares, € fosforilado para formar 5-Aminoidazole-4-Carboxamida
Ribonucleotideo (ZMP), um derivado monofosforilado que mimetiza os efeitos da AMP na
ativacdo da via da AMPK (MERRIL et al., 1997), sendo utilizado em estudos de ativagdo da
AMPK. Por outro lado, o0 Compound C é um farmaco inibidor da AMPK. Grandes concentragdes
de Compoud C ocupam os sitios de ligacio da 5°’AMP, levando a uma perda da resposta da
AMPK, sendo assim, € um competidor deste substrato.

Além de promover a ativagdo das proteinas calcioneurina e PKC, ndo focadas neste
estudo, a contragdo muscular promove a ativagdo da CAMK e AMPK, que medeiam boa parte
das respostas moleculares e fisioldgicas obtidas pelo exercicio fisico.

A contragdo pode ser realizada “in vitro” com a utilizac@o de eletrodos nas extremidades
do tecido muscular que, através de uma descarga elétrica, promove o potencial de acido que leva
ao aumento da concentracdo do célcio no intracelular. Modelos de contrag¢ao por estimulo elétrico
sdo muito utilizados para estudos “in vitro”, porque neste caso, pode-se controlar totalmente o
meio em que o tecido estd imerso, e assim, € possivel atribuir os resultados obtidos a contra¢io
muscular per se.

Wright et al. (2004), realizaram um estudo no qual o musculo séleo de rato foi incubado
com cafefna, que € um agente que promove a liberacdo do célcio do reticulo sarcoplasmaético,
aumentando sua concentracdo citoplasmatica. A concentracdo de célcio ndo foi suficiente para
promover contracdo muscular, e mesmo assim foi observado um aumento na captagcdo de 2DG
(2-Deoxy-D-glucose, um anélogo da glicose). Nesta mesma situacdo, ao se adicionar cafeina +
dantroleno, um agente farmacoldgico que inibe a saida de célcio do reticulo sarcoplasmatico, ndo
foi observado aumento da captagdo de 2DG. O aumento da captacdo também ndo foi observado
quando se incubou Cafeina + KN93, uma substincia que inibe a CAMKII. Resultados similares
foram obtidos no musculo EDL (Extensor digitorum longus) (TERADA; MURAOKA;
TABATA, 2003). Deste modo, fica bem claro o papel do cdlcio na captacdo de glicose pela
célula muscular. Além da ativacdo de CAMK, a sinalizagdo por cdlcio obtida na contracdo
muscular leva a a ativacdo de outra proteina que também estd diretamente relacionada com a
translocacdo de GLUT4, a PKC convencional. (IHLEMANN; GALBO; PLOUG, 1999)
(RICHTER et al., 1987).
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Sabe-se que a AMPK ativa diretamente a subunidade AS-160 da PKB tanto em musculo
epitochlearis de rato (BRUSS et al., 2005) quanto em musculo vastus lateralis de humanos
submetidos a uma corrida prolongada (DESHMUKH et al., 2006). Sendo assim, a contragdo
muscular promove a captacdo de glicose ativando uma proteina-chave no final da “via cldssica”
de translocacdo de GLUT4 estimulado pela Insulina. Estes resultados sugerem fortemente que a
subunidade AS-160 da PKB seja um ponto de convergéncia entre as duas vias de sinalizacdo
mais importantes para translocacdo de GLUT4 e conseqiiente captacdo de glicose.

Além da insulina e da contragdo muscular, eventos como a hipéxia (MU et al., 2001),
oxido nitrico (HIGAKI et al., 2001), agentes farmacolégicos (WALLBERG-HENRIKSSON et
al., 1988) e a despolarizacdo da membrana celular (THONG; BILAN; KLIP, 2007) podem levar a
translocacdo de GLUT4 e captacdo de glicose.

1.3 Controle do diabetes mellitus tipo 2

O controle metabdlico de individuos com DM2 em evolucdo consiste em um dos maiores
desafios dos servicos de satide ptiblica Norte Americana e do Brasil (ASSUNCAOQ; SANTOS;
COSTA, 2002). Portanto, o desenvolvimento de programas eficazes e vidveis aos servigos
publicos de satde para a prevengdo primdria do Diabetes tipo 2 em populacdo de risco é
necessdrio tanto para o controle de incidéncia da doenga como também para a prevengdo
secunddria de suas complicacdes metabdlicas. As principais intervencdes no tratamento do DM2
focalizam na obtencao do controle didrio da hiperglicemia (MOLLER, 2001).

Animais de experimentacdo sdo extensamente utilizados para o estudo da fisiopatologia
do Diabetes Mellitus. Os modelos mais comuns s3o animais tratados com drogas que destroem
seletivamente as células § pancredticas, como a aloxana e a strepzotocina. H4 também modelos
de diabetes espontaneo, como os ratos Zucker.

O exercicio fisico tem se mostrado uma importante ferramenta no tratamento do Diabetes
do tipo 2, por melhorar a homeostasia de glicémica aumentando a sensibilidade a insulina nos
musculos esqueléticos (DE FRONZO et al., 1981). Vdrios estudos tém demonstrado que o
exercicio agudo e cronico aumentam a capacidade de captacdo de glicose, e que a atividade fisica
regular melhora a habilidade da insulina em estimular os transportadores de glicose mesmo em

repouso (HAYASHI; WOJTASZEWSKI; GOODYEAR, 1997).
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Sabe-se que a magnitude da resposta de translocacao do GLUT4, em valores absolutos, €
diretamente proporcional a quantidade total de transportadores, o que se relaciona com o padrao
da expressdo do gene do GLUT4. Em camundongos diabéticos, que expressam pouco GLUT4, a
translocacdo de vesiculas estimulada por insulina resulta em pouca proteina na membrana
plasmadtica, embora percentualmente (o que reflete nimero de vesiculas translocadas) essa
translocacdo esteja preservada (MACHADO; SHIMIZU; SAITO, 1994). Por outro lado,
camundongos diabéticos que superexpressam GLUT4, apresentam aumento deste transportador
na membrana plasmadtica, e consequentemente apresentam uma melhora do controle glicémico.
(GIBBS et al., 1993).

Essas observagdes indicam que maior ou menor expressio do gene do GLUT4 é um
evento chave para a eficiéncia da captacdo de glicose, o que estimula investiga¢des sobre o0s

mecanismos reguladores da expressiao do gene do GLUT4.

1.4 Expressao génica do GLUT4

O aumento da capacidade da captagcdo de glicose pelo miusculo esquelético € resultado,
em parte, do aumento do conteido de proteina GLUT4 na célula (REN et al., 1994). Esse
processo depende do grau de expressdo do gene SLC2A4, que codifica a proteina GLUT4 (solute
carrier 2A4), e € controlado tanto por mecanismos pré-transcricionais quanto por mecanismos
transcricionais.

A regulacdo da expressdo do gene SLC2A4 altera-se por estimulos fisioldgicos,
fisiopatologicos e farmacoldgicos. O diabetes (GARVEY; HUECKSTEADT; BIRNBAUN,
1989), a desenervagdo muscular (BLOCK et al., 1991) e o jejum (SILVA et al., 2005) promovem
uma diminuicdo na expressdo do GLUT4, enquanto o aumento do GLUT4 € observado no
treinamento fisico (FRIEDMAN et al., 1990), todos regulando paralelamente a capacidade de
captar glicose.

A ativacdo das vias da AMPK e da MAPK (Proteina cinase ativadora da mitogénese)
ocorre no exercicio (YU et al, 2003). A AMPK, capaz de estimaular o transporte de
glicose,agudamente, ja foi relacionada no exercicio cronico ao aumento da expressao do GLUT4
(FRYER et al., 2002; HO et al., 2003). A atividade contritil proporciona um aumento na

concentracio de cdlcio intracelular, que por sua vez, também atuaria aumentando a expressao do
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GLUT4 (OJUKA et al., 2002). Neste estudo, os autores trataram células L6 (linha celular de
musculo de rato) com cafeina, e observaram o aumento da expressio de GLUT4. Depois,
trataram as células com cafeina + dantreleno (droga que inibe a saida de Cilcio do Reticulo
Sarcoplasmaético), ou com cafeina + KN93, e observaram um bloqueio parcial com o primeiro
tratamento, € um bloqueio total com o segundo, mostrando que a CAMKII estd diretamente
envolvida na expressdo de GLUT4. Tratamento cronico com AICAR leva a um aumento no nivel
de proteina GLUT4 em ratos. (HOLMES; KURTH-KRACZEC; WINDER, 1999).

Deste modo, sabe-se que a AMPK e a CAMKII estdo envolvidas na ativagdo da expressao

do gene SLC2A4, mas pouco se sabe sobre como esta regulacdo ocorre em nivel transcricional.

1.5 Fatores transcricionais que atuam na expressao do GLUT4

A regido promotora do gene SLC2A4 apresenta sitios especificos (elementos responsivos)
que ancoram proteinas (fatores de transcricdo) que atuam como ativadores ou repressores da
transcri¢ao génica.

Um fatore de transcricdo apresenta dominios que se ligam ao DNA (no elemento
responsivo) e outros que podem recrutar co-ativadores ou co-repressores, 0s quais contribuem na
estimulacdo ou repressdo do gene-alvo pela RNA-Poimerase tipoll. Portanto, o controle da
expressdo génica € modulado pela interagdo de uma série de fatores de transcri¢do, além de sua
capacidade de ativarem co-ativadores ou co-inibidores (BRIAVANOU; DARNELL, 2002).

O fator transcricional MEF2 (Fator de crescimento do midcito) tem papel central na
transmissao de sinais extracelulares ao genoma, regulando programas genéticos que promovem
a proliferacdo, diferenciacdo, morfogénese, sobrevivéncia e apoptose da célula muscular.
Existem 4 isoformas de MEF2: O MEF2A, MEF2B, MEF2C e o MEF2D. O MEF2B ¢€ expresso
em quantidades significativas no muisculo apenas no periodo do desenvolvimento embriondrio
(MOLKETIN et al., 1996). O MEF2C nao dimeriza nem com o0 MEF2A, nem com o MEF2D, e
ndo se liga ao sitio de ligagdo do MEF2. Deste modo, as isoformas MEF2A e MEF2D sao as
mais importantes quando falamos em exercicio e ativacdo de GLUT4 em musculo esquelético.
Estas isoformas atuam como homo ou heterodimeros, sendo que na expressdao do GLUT4, a

ligacdo € formada por heterodimeros (MORA; PESSIN, 2000).
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Em seu estado basal, o MEF2 se encontra associado a uma histona deacetilase de classe 11
(HDACII), que € um repressor transcricional que apresenta isoformas 4, 5, 7 e 9 (MC KINSEY
et al., 2000). A dissociacdo da HDAC do MEF2 ocorre quando h4 a fosforilagao das HDAC (LU
et al., 2000). Em cardiomidcitos, a CAMK IV ativada fosforila a HDACS5 em seus residuos serina
259 e 498, promovendo a sua dissociagdo do MEF2, e a exporta do nicleo (MC KINSEY;
ZHANG; OLSON, 2000).

A por¢do N-Terminal do MEF2 contém o motif MADS-box conservado e um motif
adjacente chamado “MEF2 domain”. Esses 2 sdo responsdveis pela dimerizacao, ligagdo ao DNA
e ativacdo de Co-fatores (BLACK; OLSON, 1998) (MC KINSEY; ZHANG; OLSON, 2000). As
proteina MEF2 se ligam em homo ou heterodimeros na regido promotora do gene-alvo
(POTTHOFF; OLSON, 2007) e também interagem com outros fatores transcricionais (MORA;
PESSIN, 2000).

Nos vertebrados, as proteinas MEF2 s@o extensamente expressas em musculo esquelético,
mas também em linfécitos, células neurais, musculo liso, endotélio e osso, (ARNOLD et al.,
2007; EDMONDSON et al., 1994), e algumas fontes afirmam que ele € expresso em todos 0s
tecidos (MARTIN; SCHWARZ; OLSON, 1993; YU et al., 1992; POTTHOFF; OLSON, 2007).

As proteinas MEF2 sdao o ponto final de multiplas vias de sinalizacdo. A fosforilagdo do
dominio de ativacdo transcricional do MEF2 pelas MAPK (ERKS) aumenta a atividade
transcricional deste (YANG et al., 1998).

O Sitio de ligagdo para MEF2 (também conhecido como elemento rico em AT) é um
elemento responsivo que em camundongos € localizado entre os pares de bases 466-457 do gene
SLC2A 4 (LIU et al., 1994) e ancora os fatores MEF 2A, 2B, 2C e 2D, e o MyoD , que atuam
como ativadores da trascricio do GLUT4 (MORENO et al., 2003). Bem perto desta regido
encontra-se um elemento responsivo de outro ativador, o KLF15 (Kruppel-like Factor 15)
(GRAY et al., 2002).

O HIF-1a (Fator induzido por hipdxia) é uma proteina heterodimérica que é formada
pelas subunidades HIF-1a e HIF-1P, e essas duas subunidades contem o dominio bHLH (basic
Helix-loop-Helix), que se liga a regido E-Box, presente no promotor de vérios genes (HOFFMAN
et al.,, 1991). Em condi¢do de normoxia, a proteina HIF-1a é rapidamente degradada pela via
proteossomal e da ubiquitina, sendo praticamente inexistente na célula (HUANG et al., 1998.).

Entretanto, quando a concentra¢do de O2 diminui, ocorre uma inibi¢do desse processo, levando
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ao aumento da concentragdo de HIF-1a no sarcoplasma (LEE et al., 2003), que pode entdo ser
ativado. O HIF-1a j4 foi descrito como ativador da transcricdo dos genes do GLUTI e do
GLUT3, e como inibidor da transcricio do gene do GLUT2 (EBERT et al., 1996). Royer e
colaboradores (2000), verificaram o aumento do GLUT4 na hipdxia, € nés ja demonstramos
fortes evidéncias que ele esteja envolvido na ativacdo do gene SLC2A4 (LIMA et al., 2009).

Os TRs (receptores de hormonio tireoidiano) sdo proteinas codificadas por dois genes
distintos, do TRa e do TR, e que apresentam multiplas isoformas (al, a2, B1, B2, B3). As
isoformas al, a2 e Bl estdo presentes em todos os tecidos. No tecido muscular esquelético as
isoformas al e 1 sdo mais abundantes (WILLIAMS, 1995). Normalmente, mesmo na auséncia
de hormodnios, os TRs estdo ligados ao seu elemento responsivo na forma de mondmeros,
homodimeros e principalmente na forma de heterodimeros (com preferéncia pela dimerizacao
com o receptor de retindides RXR) (BARRA et al., 2004).

O TRE (elemento responsivo ao TR) encontrado no gene do GLUT4 apresenta uma
seqiiéncia diferente da seqiiéncia consenso (AGGTCA), e que apresenta uma baixa afinidade de
ligacdo aos TRs, parecendo ligar apenas heterodimeros TR-RXR (TORRANCE et al., 1997).

Um conjunto de 3 elementos responsivos (sitio de ligacdo do MEF2, E-Box e TRE) forma
uma grande regido de 82 pares de bases denominada GLUT4 enhancer. No gene SLC2A4 de
ratos, 0 GLUT4 enhancer esta localizado entre os pares de base -502/-420. Sabe-se que a co-
ativacdo de MEF2A, MyoD (liga no E-Box) e TRal € capaz de ativar a expressdo do gene do
GLUT4 atuando nesta regido enhancer (SANTALUCIA et al., 2001).

O Dominio I, € uma regido localizada entre as bases 742-712 do gene SLC2A4 em
humanos. Esta regido apresenta elementos responsivos que recebem a ligacdo dos fatores
transcricionais NF1 (Fator Nuclear 1) e OLFI/Early B Cell Factor (Marcador proteico de genes
olfatdrios), os quais agem como inibidores da transcricdo (COOKE; LANE, 1999), (DOWELL;
COOKE, 2002). Neste dominio também estd localizado o elemento responsivo que recebe o GEF
(Fator de aumento do GLUT4) que é descrito como ativador da transcricdo do GLUT4
(KINIGHT et al., 2003).

O NF-«B (Fator nuclear kappa B) é um fator transcricional inibidor do gene do GLUT4
(RUAN et al., 2002), além de ser conhecido como um mediador da resposta inflamatdria

(BARNES; KARIN, 1997).
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Em estudos realizados em nosso laboratério com ratos Wistar submetidos a um jejum de
24hs, o estimulo contrétil “in vitro” do musculo s6leo promoveu aumento do mRNA e da
proteina GLUT4, assim como da ligacdo (ativacdo) dos fatores transcricionais MEF2A, MEF2D,
e HIF-1a em seus elementos responsivos presentes na regidao promotora do GLUT4 (SILVA et
al., 2005; LIMA et al., 2009).

Estes estudos “in vitro” permitiram que o resultado fosse atribuido apenas a contragdo
muscular, uma vez que ndo havia insulina nem variacdo de concentragdo de glicose no meio de
incubagdo. Assim, esta resposta destaca o importante papel que a contracdo muscular desepenha,
per se, na manutencdo da homeostase metabdlica da célula muscular. Por outro lado, sabe-se que
o exercicio fisico aumenta a utilizacdo de glicose em individuos portadores de diabetes,

entretanto, ndo se sabe se estas regulagdes estdo preservadas no estado diabético.
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2 OBJETIVOS

1 - Investigar a expressdo do gene do GLUT4 em musculo séleo de animais ndo diabéticos,
diabéticos e diabéticos tratados com insulina, submetidos a estimulo contréatil “in vitro”.

2 - Identificar vias de sinalizag@o ativadas pela atividade contrtil “in vitro” que levam a ativacio
de elementos responsivos no gene SLC2A4.

3 - Identificar possiveis problemas relacionados com a queda de expressio do GLUT4

encontrados no estado diabético .

Especificos:

a) Avaliar, o efeito da atividade contrétil supra-méxima aguda (10 min) sobre a expressdo do
mRNA e da proteina GLUT4 em musculo solear de ratos Wistar ndo diabéticos, diabéticos

descompensados e diabéticos tratados com insulina;
b) Identificar elementos responsivos do gene SLC2A4 ativados pelas vias da AMPK e CAMKII;

¢) Investigar a atividade das vias de sinalizacdo da contragdo muscular (AMPK e CAMKII) em

musculo séleo de animais diabéticos;

d) Investigar possiveis alteracdes de expressao e/ou de atividade de ligacdo das proteinas MEF2,
GEF, HIF-1a, TRa e NF-kB no promotor do gene SLC2A4 em musculo séleo de animais

diabéticos.
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3 MATERIAIS E METODOS.

3.1 Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar obtidos junto ao Biotério de Criacdo do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo e acondicionados no Biotério de
Experimenta¢do do Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Ciéncias Biomédicas
da Universidade de Sao Paulo. O protocolo experimentoa foi aprovado pela comissdo de ética em
experimentacdo animal do instituto de ci€ncias biomédicas da Universidade de sdao Paulo, e foi
registrado sob o nimero 039, nas folhas 44 do livro 2, na data de 17/05/2007.

Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos: Nao Diabéticos (ND);
Diabéticos tratados com Solucdo Salina (DS) e Diabéticos tratados com Insulina (DI). O diabetes
foi induzido por meio da injecdo endovenosa (veia peniana) de Aloxana (38 mg/Kg de peso
corpéreo) em animais com 3 meses de idade, previamente sedados com éter etilico. Os animais
foram submetidos a jejum prévio de 12 horas para aumentar a efetividade da droga e apds 2
horas, com o animal ja totalmente recuperado da sedacdo, foi oferecida 4gua com sacarose (por
12 horas) e racdo a vontade, evitando dessa maneira uma hipoglicemia fatal devido a
degranulac@o téxica das células-B do pancreas. Os animais DS (tidos como controle dos tratados
com Insulina) receberam injecdo endovenosa de solugdo salina (veiculo - NaCl 0,9%).

10 dias apds a injecdo de Aloxana, os animais foram submetidos ao teste de Glicemia de
ponta de calda com o glicosimetro Precision Q.I.D, MSEC (MSEC, San Diego, CA., USA) e 13
dias apds injecdo da Aloxana, os animais foram internados em gaiolas metabdlicas. Foram
colhidas amostras de urina por 24 hs para avaliacdo do volume urindrio e da glicosuria. Nesse
momento ocorreu uma triagem dos animais que ficaram ou ndo Diabéticos. A glicosuria de 24
horas foi determinada pelo método de glicose-oxidase, e o célculo levou em conta o volume
urindrio de 24 horas. Os parametros volume urindrio e glicostria de 24 horas foram medidos
novamente 1 dia antes do experimento (20 dias apés a injecdo de Aloxana). Esses parametros sdao

para homogeneizar os animais diabéticos, deixando-os nas mesmas condigoes.



26

3.1.1 Tratamento dos animais diabéticos

O grupo de animais tratado com Aloxana, para induc¢do do Diabetes, foi avaliado
conforme descrito acima no décimo terceiro dia, e os animais diabéticos receberam o tratamento
com insulina NPH (Biobras, Belo Horizonte, M.G., Brasil), duas vezes por dia, totalizando a dose
de 6 U/dia durante 7 dias. Deste modo, 20 dias apds a inje¢do de Aloxana, os animais foram
sacrificados. No dia do sacrificio a insulinemoa dos animais foram mensuradas por
radioimunoensaio.

A figura 1 mostra de maneira clara o cronograma de tratamento dos animais.
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FIGURA 1: Cronograma de tratamento dos animais.
3.2 Estimulo da contracdo muscular “in vitro” e incubacoes

A estimulacdo elétrica para induzir contracdo muscular foi realizada no musculo séleo
gentilmente dissecado. Ambos os tenddes musculares foram fixados em suportes metalicos para
obter a mesma condic¢do isométrica. Os musculos foram colocados em 100 ml de tampdo Krebs-
Henseleit oxigenado, pH 7,4, contendo 1% de albumina bovina e 8 mM de D-glucose, e foram
continuamente oxigenados com 95% 0»-5% CO,, a 37 °C. Os muisculos direito e esquerdo foram
mantidos na mesma cuba, e eletrodos foram colocados nas terminacdes de ambos os musculos,

mas apenas os eletrodos do miusculo direito foram conectados ao estimulador elétrico. Ap6s 40
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min de incubacdo o musculo direito foi estimulado com estimulo supra-médximo ou estimulo
moderado.

Para o estimulo supra-maximo, foram realizadas dez contragdes tetanicas produzidas por
estimulacdo com pulsos de 0,2 ms a 100 Hz, por 10 segundos, com uma contracdo por minuto a
10 V, durante 10 min, com 50 segundos de intervalo entre cada pulso. Este protocolo € descrito
como capaz de induzir o efeito mdximo da contracdo muscular sobre o transporte de glicose
(HENRIKSEN et al., 1991).

J& para o estimulo moderado, foram realizadas pulsos da 1 ms a 70 Hz disparados a cada
2,5 segundos por 10 minutos (WOJTASZEWSKI et al., 1996).

Ap6s os 10 min de estimulagdo, os musculos permaneceram no sistema de incubagio por
mais 10 minutos para andlise da pAMPK; 30 minutos para andlise do mRNA do GLUT4 e
atividade de ligacdo de fatores transcricionais; ou por mais 2 horas para anélise do contetido de
proteina GLUT4, e entdo foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido.

Ap6s extraidos dos animais, os musculos s6leos foram incubados em tampao KHB puro,
aonde permaneceram por 30 minutos. Passado este periodo, os tampdes foram trocados por outro
tampdao KHB com concentragdes de Compound C a 50uM ou de KN93 a 10uM, e entdo
permaneceram por mais 10 minutos até que se iniciasse os estimulos para as contragdes. Os
tecidos permaneceram nos meios de incubagdo com as drogas por mais 30 minutos apds do final
dos estimulos, e entdo congelados em nitrgénio liquido para andlises posteriores. Vale ressaltar
que a droga KN93 € fotossensivel, entdo, no momento da incubacdo com esta droga nds tomamos

os cuidados necessarios, protegendo o recipiente de incubagdo da luz.

3.3 Cultivos celulares

O cultivo celular ¢ um modelo muito eficiente para se estudar expressdo Génica a partir
da técnica Gene Reporter, pois as células sdo mantidas em condi¢des facilmente repruduziveis, o
que permite uma transfeccdo eficiente de plasmideos. Além disso, cultivos celulares permitem
que trabalhemos com economia de drogas e reagentes. Nao sdo modelos 6timos para estudo de
metabolismo em geral, pois sé ha um tipo de tecido.

A linha celular muscular de camundongo C2C12 foi criada por Blau et al. (1985), a

partir de uma linha celular estabelecida por Yaffe e Saxel (1977). Esta linha celular apresenta
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uma alta taxa de proliferacdo e de diferenciacdo. Apds 4 dias de diferenciacido, os miotubos ja
estdo bem alongados e iniciam a contracdo espontaneamente. Estas células se proliferam em
meio de cultivo DMEN/FBS 10% e diferenciam sob acdo do meio DMEN/HS 5%.

Depois de plaqueadas, as células foram colocadas em estufas para que aderissem a placa
e comecem a proliferar. Apds 48-72 horas elas atingem a confluéncia de 80 a 90%. Neste
momento deve-se dividir as células em mais placas, para que elas continuem proliferando. E
muito importante que a confluéncia ndo seja maior do que 90%, pois isso prejudica o processo
de diferenciagdo.

Foram colocadas 500.000 células C2C12 por poco, em placas de 6 pogos ou 300.000

células/pogo em placas de 12 pocgos.

3.4 Gene Reporter

Plasmideos sdo moléculas circulares duplas de DNA capazes de se reproduzir
independentemente do DNA cromossdmico. No gene reporter, fragmentos da regido promotora
de um gene sdo clonados e inseridos nos plasmideos. Quando esta regido promotora é ativada
por fatores transcricionais presentes na célula, promovem a codificagdo de um mRNA. A regidao
codificadora do DNA do plasmideo, promove a sintese d¢ mRNAS que dardo origem a proteinas
sinalizadoras, que pode ser a Chloramphenicol acetyltransferase (CAT) ou a Luciferase. Estas
duas proteinas podem sem mensuradas por meio de um ensaio de ELISA ou por Luminémetro
respectivamente. Os plasmideos contém ainda locais que lhes conferem resisténcia a
antibidticos, que lhes protege dos mesmos. Os plasmideos utilizados noste trabalho sdo
resistentes a ampicilina.

Quanto maior for a ativacdo de fatores transcricionais, mais regides promotoras serao
impactadas, e mais proteinas sinalizadoras serdo formadas, e assim, podemos avaliar qual
intervencdo experimental € mais eficiente em ativar as regides promotoras de interesse.

Os plasmideos utilizados neste trabalho apresentam a regido codificadora de CAT,
portanto os resultados finais foram obtidos através do ensaio ELISA. As regides promotoras dos
plasmideos utilizados neste trabalho foram sintetizadas pelo servigo de apoio técnico do Parque

cientifico de Barcelona, e estdo representados na figura 2.
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FIGURA 2: Acima (A), a representag¢do do plasmideo contendo a regido GLUT4 enhancer, com as caixas E-Box,

MEF2 e TRE em vermelho, azul e verde respectivamente. Abaixo (B) a representa¢do dos plasmideos
contendo as mesmas caixas citadas acima mutadas. Os plasmideos mutantes apresentam o mesmo
nimero de pares de bases que o GLUT4 enhancer (-520/-402TKCAT), porém, com alguns pares de

bases trocados, que € o que define a mutagdo.

3.4.1 Transfecgoes transitorias

Transfec¢do transitoria implica em insertar um plasmideo em uma célula utilizando

agentes farmacoldgicos. Existem alguns reagentes que sdo ultilizados para realizar este

processo. O reagente utilizado neste trabalho foi o PEI (Polyethylenimine) da SIGMA (SIGMA-

Aldrich., Sao Paulo, S.P., Brasil).

As células foram plaqueadas em placas de 6 pogos , em uma densidade de 500.000

células/pocgo. A transfeccdo foi feita 24 horas apds o plaqueamento, com a utilizagdo da mistura

em um eppendorf de 2ml:
-1,5 ml de NACL a 150 mM
-72 ul de PEI a 1ug/ul

-24 ng de plasmideo de interesse

-2,4 ug de plasmideo que expressa renilla (neste caso com o promotor irrelevante, TK)
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Os componentes foram misturados por inversdao (cerca de 20 vezes) e posteriormente
incubados em temperatura ambiente por 20 minutos. Apos este periodo 250 ul desta solugdo
mais 1750 ul de DMEN s/FBS (pois o FBS prejudica o processo de transfec¢do) foram
colocados em cada pogo, aonde permaneceram na estufa a 37 °C por 5 horas. Posteriormente, o
meio foi trocado para DMEN/FBS10% e as células permaneceram na estufa por 18 hs.

Apés este periodo, iniciou-se o processo de diferenciagdo, com DMEN/HS5%. Os
plasmideos expressam de maneira efetiva por até 4 dias depois da transfeccdo, depois deste
periodo vao diminuindo a expressdo gradativamente.

Trés dias de diferenciacdo ja é tempo suficiente para observarmos miotubos formados.

Neste momento, as c€lulas foram submetidas aos tratamentos.

3.4.2 Tratamento com AICAR e Cafeina

O Tratamento foi feito tanto em células transfectadas (para valiar a atividade CAT),
quanto em células ndo transfectadas (para avaliar o mRNA por Real Time PCR).

Em uma placa de 6 pocos, 2 foram mantidos como controle, 2 foram tratados com
Cafeina a 3 mM e 2 foram tratados com AICAR (Sigma) a 1 mM. Deste modo, temos n=1 de
cada grupo feito em duplicatas. As drogas foram diluidas em meio de diferenciacdo
(DMEN/HS5%) e permaneceram em contato com as células por 3 horas, apds este periodo, o
meio foi retirado, as células foram tratadas com PBS1X por 3 vezes e um novo meio de
diferenciacdo sem as drogas foi adicionado. As células permaneceram em cultivo por mais 3
horas e entdo foram retiradas para extracdio de mRNA através do KIT Qiagem (Qiagen,
Barcelona, Espafia). ou para quantificacdo da atividade CAT através do KIT CAT-ELISA da
Roche (Hoffmann-La Roche Ltd, New York, N.Y., USA) de acordo com as indica¢des do

fabricante.
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3.5 Avaliacao da expressao de mRNA

3.5.1 Extracdo de RNA.

O musculo soéleo foi homogenizado em Polytron com Trizol (Invitrogen life
Technologies, Gaithersburg, Maryland, USA) para isolamento do RNA total, obedecendo-se ao
padrdo (0,1 g de tecido/1 ml de Trizol).

Apé6s o descongelamento, foram adicionados 0,2 ml de cloroférmio/l1 ml de Trizol. Os
tubos foram, entdo, agitados vigorosamente por 15 segundos, incubados durante 5 minutos em
temperatura ambiente e centrifugados a 10.000 g, durante 15 minutos, a 4 °C. Foi adicionado 0,5
ml de isopropanol a fase superior transferida para novo tubo, e posteriormente incubado por 10
minutos em temperatura ambiente. Logo apds, foi feita uma centrifugacio a 10.000 g, durante 10
minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi removido e o precipitado foi lavado com etanol 70 % (1 ml/1
ml de Trizol), e submetido a uma centrifugacdo a 10.000 g, por 5 minutos, a 4 °C. O
sobrenadante foi removido e o precipitado foi seco em temperatura ambiente durante 10 minutos.
A cada tubo foi adicionado 50 pl de dgua DEPC (Dietil Pirocarbonato) para solubilizagdo do
precipitado em banho-maria a 65 °C, durante 15 minutos. Posteriormente foram estocadas em

freezer -70 °C.

Para a avaliacdo da concentragdo de RNA, a 1 pl da amostra total foi adicionado 79 ul de
dgua DEP, este material foi submetido a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro (Gene
Quant, Amershan Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK) em 260 nm. A partir dessa leitura
foi feito o célculo da concentracdo de acido nucléico da amostra. Uma unidade de densidade
optica (DO) corresponde a aproximadamente 40 pg/ml de fita simples e a relacdo DO 260/DO

280, sempre > 1,65, permite estimar a pureza do dcido nucléico da amostra.

3.5.2 PCR em tempo real

Para esta técnica, € necessario produzir um DNA complementar (cDNA). Para isto, uma

amostra de 1 ng de cada RNA foi submetida a reacdo de transcricdo reversa com primers



32

randomicos. Foi adicionado em cada amostra o tampao da enzima (50 mM de Tris-HCI pH 8,3,
75 mM de KCl, 3 mM de MgCl,), DTT (10 mM), mistura de dNTPs (0,5 mM cada), primers
randomicos (150 ng), inibidor de RNase (40 U) e a enzima SuperScript II (200 U; Invitrogen,
EUA), em volume final de 20 ul. As rea¢des foram incubadas por 50 min a 42 °C, seguida de

aquecimento a 70 °C por 15 min para desnaturacio da enzima.

Para cada reacdo foram utilizados 5 ng de cDNA e de 10 a 30 pM de primers. A leitura
da amplificacdo foi feita pelo softwere S.D.S. 2.3, e os parametros foram: 50° por 2 minutos; 95
°C por 10 min; 95 °C por 15 segundos; 60 °C por 1 min. Todas as leituras foram feitas em
triplicatas.

Para os estudos de Real Time PCR realizados a partir das amostras extraidas de células
C2C12, foram desenhados iniciadores (primers) utilizando como parametro o gene de
camundongo.

A tabela 1 mostra as sequéncias dos iniciadores utilizados para amplificar os cDNAs de

camundongos (células C2C12).

Tabela 1 - Sequéncias dos iniciadores para amplificar cDNAs das células C2C12 (camundongo).

GENE SEQUENCIA
GAPDH For: 5°- GGCCATCCACAGTCTTCTGG- 3’

Rev: 5" — ACCACAGTCCATGCCATCACTGCCA - 3’
MEF2A For: 5°- TTGAGCACTACAGACCTCACG — 3’

Rev: 5°- TGCACCAGTATTTCCAATCAA — 3°
GLUT4 For: 5°- CTTCTTTAGATTGGCCCTGG - 3

Rev: 5°- AGGTGAAGATGAAGAAGCCAAGC - 3’

Para estudos realizados em musculo séleos de ratos Wistar, foram utilizados os

iniciadores listados na tabela 2.
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Tabela 2 - Sequéncias dos iniciadores para amplificar cDNAs de misculo de ratos Wistar.

GENE

SEQUENCIA

GLUT4 (Tagman)

Fornecida pela empresa

For: 5° - GGC TGT GCC ATC TTG ATG AC - 3’
Rev: 5’ - CACGAT GGA CAC ATA ACT CATGGAT-3’

Applied Biosystems. Sonda: 5> FAM AAC CCG CTC CAG CAG C MGB3’
a2 AMPK For: 5’- GCT GTG GAT CGC CAA ATT AT -3’
Rev: 5°- GCA TCA GCA GAGTGG CAATA-3
CAMKIIS For: 5’- GGA AAT GGA ATG CCA AAG ACA ATG -3
Rev:5’- CTG TTG ACA ATT AGA AGA CCC AAATG -3’
MEF2A For: 5’- CAA ATG GAG CTG GAA ATGGT -3’
Rev: 5’- TCC GAC TGT TCA TTC CAACA -3’
MEF2D For: 5'- GGT GAC ATC ATC CCT TAC GG -3'
Rev: 5'- AGG CCC TGG CTG AGT AAA CT -3'
p300 For: 5-GGGACTAACCAATGGTGGTG-3’
Rev: 5°- ATTGGGAGAAGTCAAGCCTG-3’
TR al For: 5’-TTTACCAAGATCATCACCCC-3’
Rev: 5°- TTGACATTAACAGCACAG -3’
HIF-1a For: 5’-CGA AGA ACT CTC AGC CAC -3
Rev: 5°- AGC TCG TGT CCT CAG ATT CC-3’
GAPDH For: 5’- GAA CAT CAT CCCTGC ATCC -3’

Rev: 5’- CCT GCTTCACCACCTTCTT-3’

Antes dos ensaios, cada primer foi testado para garantir uma eficiéncia de amplificagcdo

de no minimo 95% e uma curva de dissociacdo de apenas um pico.

Os valores finais foram calculados através do delta delta CT (AA CT), aonde os controles

foram tidos como 100%.
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3.6 Avaliacao das proteinas GLUT4 e AMPK

3.6.1 — Extragdo de proteinas de membrana

As amostras foram homogeneizadas em Polytron PT 3000 KINEMATICA
(BRINKMAN) a 20.000 rpm durante 30 s em tampao de homogenizacdo (Tris HCl 10 mM;
EDTA 1,0mM; sacarose 250mM) numa propor¢ao de 1:6 (peso: volume). Posteriormente, foram
centrifugadas a 1000 g por 10 minutos, a 4°C. O precipitado foi ressuspenso e centrifugado a
1000 g por 10 minutos, a 4°C e os dois sobrenadantes foram somados e submetidos a uma
centrifugacdo a 41.000 g, por 75 minutos a 4°C. O pellet foi ressuspenso em tampao de

homogenizacdo e entdo sonicado até a dissolucdo total do pellet.

3.6.2 Extracdo de proteinas totais

Este procedimento foi realizado para andlise posterior da proteina pAMPK e AMPK.
Como a AMPK ¢ fosforilada em um sitio Treonina (fosforilacdo relativamente estavel), as
amostras congeladas antes de processadas.

As amostras foram homogenizadas em Polytron PT 3000 a 30.000 rpm em um tampao
de extracdo com inibidores de fosfatase (1,5 ml para cada 100mg de tecido). O tampdo de
extracdo foi constituido de: 2,5 ml de Tris (1 M, pH 7,5); 1,25 ml de EDTA; 2,5 ml de SDS
10%; 0,105 g de Fluoreto de Sédio; 0,112 g de Pirofosfato de Sédio e 0,047 g de Ortovanadato
de Sédio. Volume final de 25 ml.

A concentracdo de proteina das amostras foi determinada pelo método de Bradford.

Preparou-se uma curva-padrdo com albumina bovina de 0,05 a 1,0 mg/ml, com base na
qual foram calculados os contetidos de proteina de cada amostra. Em cada poco da placa de
leitura de proteina foi adicionado 6ul de cada padrdo ou de amostra (préviamente diluida 10
vezes) e 294 ul de solucdo de Bradford (1/5). Cada ponto da curva e dosagem de cada amostra
foi feita em triplicata. Posteriormente, a placa foi protegida da luz e ficou em temperatura
ambiente por 10 minutos. As amostras foram analisadas no espectrofotdmetro com um
comprimento de onda de 595 nm. Foram utilizadas 40g de Proteinas de cada amostra para a

eletroforese.
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3.6.3 - Western Blotting

Foi Utilizado o método desenvolvido por Laemmli e modificado por Garfin (1990), o
qual envolve um sistema descontinuo de dois géis contiguos.
a - gel de empacotamento (stacking gel) = 6%T; 2,7%C
b - gel de separacdo (resolving gel) = 10%T; 2,7%C

A constituicdo dos géis de poliacrilamida estd detalhada na tabela 3.

Tabela 3 - Constituicio dos géis de poliacrilamida para eletroforese

GEL DE EMPACOTAMENTO GEL DE SEPARACAO
ACRILAMIDA 5,8% ACRILAMIDA 9,7%
BISACRILAMIDA 0,16% BISACRILAMIDA 0,3%

Tris HCI 150 mM pH6,8 Tris HC1 375 mM pH 8,9

EDTA 2,5 mM EDTA 2 mM

SDS 0,1% SDS 0,125%

TEMED 0,05% TEMED 0,05%

PERSULFATO DE AMONIO 0,06% PERSULFATO DE AMONIO 0,05%

Antes da aplicacdo no gel, as amostras foram acrescidas de Laemmli (glicerol 15%, Tris
0,05, bromofenol blue 0,05%, SDS 9%) com 6% de 2-mercaptoetanol, 1:1, conforme o volume
total, e fervidas por 3 min.

Iniciou-se a eletroforese (em tampao Tris HCI 25 mM, glicina 190 mM, SDS 0,1%,
EDTA 2 mM, pH 8,3) com a corrida no gel de empacotamento sob voltagem constante (75 mV),
até que ocorresse o empacotamento das amostras, o que pdde ser observado na transicdo dos
géis. Posteriormente, aplicou-se corrente constante de 60 mA para a corrida no gel de separacao
por aproximadamente 5 horas.

Em cada corrida, foi sempre utilizado um padrdo de proteinas de pesos moleculares

conhecidos (marcadores), o que possibilita a localizacio da proteina em estudo.
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Apds a separacdo das fracdes protéicas no gel de poliacrilamida, foi realizada sua
transferéncia eletroforética para uma membrana de nitrocelulose Hybond-ECL (Amersham,
Buckinghahmshire, UK.), sob corrente constante de 40 mA, durante 16 horas, a 4 °C, em tampao
Tris HCI 12,5 mM, glicina 95 mM, metanol 20%, pH 8,3.

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

brilhante de Coomassie.

3.6.4 Imunodetecg¢ao por Enhanced Chemioluminescence (ECL.)

Ap6s a transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi submetida ao procedimento de
imunodetec¢do de proteinas especificas, seguido de quantificagdo por quimioluminescéncia,
conforme as etapas a seguir:

a) bloqueio em PBS pH 7,2 (NaCl 0,8%; Na,HPO,4.(12H,0) 0,115%; KCI 0,02%; KH,PO4
0,02%), acrescido de leite em p6 desnatado (8%), durante 60 min, a temperatura ambiente, sob
agitacdo constante;

b) incubag@o na mesma solucdo contendo o anticorpo diluido: anti-GLUT4, 1/300, durante 3
horas, a 37 °C; Anti- pAMPK e anti AMPK, 1/1000 (diluido em solu¢@o basal com BSA a 3%);
Anti-Porina, 1/5000. Anti-GAPDH, 1/5000.

(c) lavagens com 10 ml de PBS-T (PBS 1X + Tween 20, 0,1%), a temperatura ambiente; para
retirar o excesso de anticorpo primario;

d) incubacdo de 1 hora, em temperatura ambiente, em PBS/BSA 1% contendo anticorpo
secunddrio (anti-Ig de coelho para GLUT4; anti-Ig de camundongo para AMPK, GAPDH e
Porina), ligado a HRP (horseradish peroxidase), da Amershan (Amersham International
Buckinghamshire, UK). (Ac NIF-824);

e) lavagens em PBS-T para remocao do excesso de Ac/HRP;

f) reagdo de quimioluminescéncia: adi¢do da mistura (1:1) dos reagentes de deteccdo A e B
(ECL. Western Blotting Analysis System, RPN 2108) e incubag@o por 1 a 2 minutos, sob
agitacdo, constante.

A membrana foi imediatamente exposta a filme de RX Hyperfilm da Amersham, a

temperatura ambiente, durante 1 a 15 minutos. O filme foi revelado com solu¢do reveladora e
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reforcadora GBX e solucdo fixadora e reforcadora GBX da Kodak (Kodak Brasileira, Sao Paulo,
S.P., Brasil).

A intensidade dos blots foi avaliada por densitometria Optica, utilizando-se o software
Image Master 1D Prime da Biotech (Pharmacia Biotech, Uppsala, S.W., USA) e o resultado

numérico foi expresso em unidades arbitrarias (UA).

3.7 Quantificacio da atividade de ligacao dos Fatores Transcricionais

3.7.1 Extragdo de proteinas nucleares

A extragdo de proteinas nucleares do musculo séleo, foi realizada com base no método
descrito por Andrews e Faller (1991). O musculo séleo, apds o procedimento de incubagdo, foi
lavado em PBS 1X e congelado em nitrogénio liquido. Apds o congelamento as amostras foram
trituradas em um suporte de cerdmica com nitrogénio liquido, e colocadas em tubos eppendorf
de 1,5 ml, onde acrescentou-se 1ml de PBS 1X gelado, seguindo-se de uma centrifugacdo a
1.000 g por 10 min a uma temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi descartado e 500 ul de
tampdo A (tampao de lise) gelado (HEPES-KOH - pH 7,9, 10 mM; MgCI2 1,5 mM; KCI 10
mM; PMSF 0,2 mM e DTT 0,5 mM) foi adicionado em cada tubo.

Em seguida, as amostras foram mantidas em repouso no gelo por 10 min, sendo, a seguir
misturadas e centrifugadas a 12.000 g por 10 s, a uma temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e o pellet resultante ressuspenso em 100 pl de tampdo B (tampdo de extragdo) gelado
(HEPES-KOH - pH 7.9, 20 mM; glicerol 25%; NaCl 420 mM; MgCI2 1,5 mM; ETDA 0,5 mM;
DTT 0,2 mM e PMSF 0,2 mM), seguindo-se a incubacdo no gelo por 20 min. Em seguida as
amostras foram centrifugadas por 2 min a 12.000 g a 4 °C para remover os debris celulares e o
sobrenadante, contendo as proteinas nucleares, foram aliquotados em eppendorffs e
armazenados a -70 °C. Vale salientar a importancia das amostras terem permanecido no gelo
durante todo o experimento, assim como a baixa temperatura dos tampdes, que foram
preparados até um dia antes do uso. O armazenamento em aliquotas no -70 °C é de extrema
necessidade, uma vez que a amostra foi uma vez descongelada e pode ser degradada por

proteases, deste modo sendo inapropriada para reutilizagao.
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A quantificacdo de proteinas nucleares foi realizada pelo método de Bradford, ja descrito

anteriormente.

3.7.2 - Preparacdo e marcagdo dos oligonucleotideos

Na tabela 4 estdo descritos os oligonucleotideos utilizados no Ensaio de Mobilidade

eletroforética. Estdo descritas as sequéncias que foram aneladas com o seu complemento.

Tabela 4 - Oligonucleotideos utilizados.

Oligonucleotideo Sequéncia

E-Box (HIF-1a) 5’- GGG ACC TGA CAT TTG GCG GA - 3".

Sitio de ligacao para o MEF2 5’- CGT GGG AGC TAA AAATAGCCAT-3’

Elemento responsivo ao TR 5" - CAC TCC GGG TTA CTT CGG GGC ATA
CACACA-3

Sitio de Ligag¢do do NF-«xB 5’- AGT TGA GGG GACTTITCCCAGGT-3

Dominiol 5’ - CTT GTC CCT CGG ACC GGC TCC AGG
AACCAA-3

Com excessao do Dominio 1, todos os oligonucleotideos foram desenhados levando em
consideracdo a regido promotora do gene SLC2A4 de ratos. O Dominio 1 s6 foi descrito na
regido promotora do gene SLC2A4 de humanos.

Para a reacdo foram utilizados 250 ng dos oligonucleotideos de dupla fita, 2 pl do
tampdo da enzima (10X), 2 pl da enzima fosfatase de camardo (Boehringer Mannhein) e dgua
bidestilada autoclavada, até completar o volume final de 20 pl. Seguiu-se com incubagdo a 37
°C por 30 min e inativa¢do da reacdo a 65 °C por 15 min. O produto foi, entdo, purificado por
meio do Kit QI Aquick Nucleotide Removal (Qiagen) e em seguida marcado radioativamente.

As sondas foram marcadas com p>> - ¥ ATP, em um tubo contendo 50 ng do
olignucleotideo tratado com fosfatase, 2 pl do tampao da enzima (10X), 1 pl da enzima T4 poli
quinase da Promega (Promega, Belmont, Wisconsin, USA), 3 ul do radioativo e dgua bidestilada

autoclavada suficiente para completar o volume para 20 pl. Apés incubagdo a 37 °C por 1,5 h,
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foi adicionado 80 pl de STE (TE + NaCl 100 mM), seguindo-se com a purificacdo em coluna de
Sephadex, por centrifugacao a 1.600 rpm, por 4 min. Uma aliquota do produto (1 ul) foi

utilizada para contagem em contador [3.

3.7.3 Ensaio de mobilidade Eletroforética (Eletrophoretic mobility shift assay - EMSA)

Em aliquotas contendo 10 pg de proteinas nucleares foram adicionadas: 6pl de tampao
de ligacao (HEPES — pH7,6, 60 mM; 10% glicerol; KC1150 mM; ETDA 0,6 mM e DDT3mM),
1,5 nug de Poli di-dC (SIGMA), 1ul de sonda marcada radioativamente (100.000 cpm) e dgua

bidestilada autoclavada para completar o volume para 15 pl. As amostras foram mantidas em
temperatura ambiente por 20 min, para permitir a ligacdo de proteinas nucleares as sondas.

Para a competicdo, foi adicionada uma quantidade de oligonucleotideos ndo marcados
com o material radioativo, de 70 vezes mais do que a de oligonucleotideos marcados. A adi¢ao
dos ndo marcados foi feita 30 minutos antes do marcado, e as amostras permaneceram em
temperatura ambiente. Com esta estratégia, as proteinas se ligam no oligo ndo marcado, e nao se
ligariam no oligo marcado, o que resulta em desaparecimento total ou parcial da banda
especifica. Este procedimento € utilizado para reconhecer a banda de interesse.

Foi utilizado um gel de corrida de poliacrilamida a 4% ndo desnaturante (sem gel de
empacotamento) que foi submetido a uma pré-corrida a 90 V por 60 min a 4 °C em tampao TBE
0,5X. Ao final dessa pré-corrida, o tampao TBE 0,5X foi trocado por um novo, as amostras
foram aplicadas no gel e posteriormente iniciou-se a eletroforese, em uma voltagem de 90V,
para que as mostras penetrassem completamente no gel. Em seguida a voltagem foi aumentada
para 150 V, por 60 min, e finalmente para 250 V, para que o corante atingisse o final do gel.

Ao final da eletroforese o gel foi transferido cuidadosamente para uma folha de papel
Whatman, secado a vacuo por 45 min a 80 °C e exposto a um filme RX em cassete a -70 °C por

48 horas.

3.7.4 Supershift

O ensaio supershift foi realizado utilizando anticorpos especificos, que foram

adicionados ao eppendorf ja com as amostras de proteinas nucleares e a mistura de reagdo 40
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min antes de adicionarmos os oligonucleotideos marcados com p>* - YATP. Neste periodo as
amostras ficaram em temperatura ambiente. Realizando o ensaio desta maneira (adicionando o
anticorpo antes do oligonucleotideo), o anticorpo se liga a proteina e dificulta a ligacdo da
mesma ao oligonucleotideo, o que resulta em um enfraquecimento total ou parcial da banda
obtida pelas amostras sem o anticorpo.

Foi adicionado 3 pg de anticorpo as amostras. Os anticorpos utilizados foram fornecidos
pela Santacruz (Santacruz biolechnology inc. Santa Cruz, CA., USA). MEF2D (H-11: SC-
271153X); HIF-1a (H-206: SC-10790X) e TRa (T17: SC-10819X).

3.8 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas pelo teste “t” de Student, quando envolvidos
dois grupos. Quando a comparagdo foi de estimulado versus controle, foi utilizado o teste “t”
pareado, nos demais, foi usado o teste “t” ndo pareado.

Para resultados envolvendo 3 ou mais grupos independentes foi utilizada ANOVA de uma
via, com pds-Teste Newman Kells. Para resultados envolvendo 4 ou mais grupos separados em
duplas (ex: contragcdo versus controle de animais ndo diabéticos, diabéticos e diabéticos tratados

com insulina), foi utilizada ANOVA duas vias, com pds-teste Bonferroni.
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4 RESULTADOS

4.1 Variaveis Metabolicas

Os resultados a seguir correspondem as varidveis metabolicas dos animais que tiveram
seus musculos s6leos removidos para a realizagdo da contracdo muscular e posterior andlise do
conteido do mRNA ou da proteina do GLUT4. O dia 0 corresponde ao momento logo antes do
inicio dos tratamentos com insulina (DI) ou salina (DS). Neste momento os animais completavam
14 dias de estado diabético. O dia 7 se refere ao final do tratamento, quando os animais foram
sacrificados com 21 dias de diabetes. Os resultados de insulinemia foram analisados apenas no
final do tratamento.

A Figura 3 mostra os resultados do volume urindrio de 24 horas antes e depois do

tratamento com insulina.

VOLUME URINARIO
100~ * *

0 7
DIAS DE TRATAMENTO

FIGURA 3: Volume urindrio nos animais: Ndo Diabéticos (ND); Diabéticos tratados com Salina (DS); e Diabéticos
tratados com Insulina (DI). Os ndmeros 0 e 7 indicam respectivamente as 24 horas anteriores e
posteriores ao periodo de uma semana de tratamento dos animais DS e DI. ANOVA de duas vias:
Tratamento, Tempo e Interagcdo significativos (P<0,001). Pds teste Bonferroni: ¥*P<0,001 vs ND nos
respectivos tempos, &P<0,001 vs DS no respectivo tempo. n=12 em cada grupo.
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A Figura 4 mostra os resultados do conteddo de glicose excretada na urina em 24 horas.
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FIGURA 4: Glicostria nos animais: Ndo Diabéticos (ND); Diabéticos tratados com Salina (DS); e Diabéticos
tratados com Insulina (DI). Os nimeros 0 e 7 indicam respectivamente as 24 horas anteriores e
posteriores ao periodo de uma semana de tratamento dos animais DS e DI. ANOVA de duas vias:
Tratamento, Tempo e Interacdo significativos (P<0,001). P6s teste Bonferroni: *P<0,001 vs ND nos
respectivos tempos, &P<0,001vs DS no respectivo tempo. n=12 em cada grupo.

A Figura 5 mostra a glicemia dos animais antes e depois do tratamento com insulina.
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FIGURA 5: Resultados da glicemia dos animais: Nao Diabéticos (ND); Diabéticos tratados com Salina (DS); e
Diabéticos tratados com Insulina (DI). Os nimeros 0 e 7 indicam respectivamente antes e depois do
periodo de uma semana de tratamento dos animais DS e DI. ANOVA de duas vias: Tratamento, Tempo
e Interacdo significativos (P<0,001). Pés Teste Bonferroni: *P<0,001 vs. ND no respectivo tempo;
#P<0,001 vs. ND e DS no respectivo tempo. n=12 em cada grupo.

A Figura 6 mostra os resultados de insulinemia no momento do sacrificio.
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FIGURA 6: Insulinemia dos animais: Nao Diabéticos (ND); Diabéticos tratados com Salina (DS); e Diabéticos
tratados com Insulina (DI). ANOVA de uma via **P<0,01 ND e DS. n=8 em cada grupo.

Os parametros metabdlicos demonstram o estado dos animais no momento da extracdo
dos musculos. Verifica-se que foi instalado um quadro de diabetes grave, e que o tratamento com
insulina foi eficiente em compensar parcialmente o diabetes, as custas de uma insulinemia que

ficou cerca de 3 vezes maior do que os valores dos ND.

4.2 mRNA DO GLUT4

A figura 7 mostra o resultado do efeito do Diabetes Mellitus e da atividade contratil na

expressdo do mRNA do GLUT4 em musculo séleo.
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FIGURA 7: Expressao do mRNA do GLUT4 em musculos séleos de animais: Nao Diabéticos (ND), Diabéticos
tratados com solugdo Salina (DS) e Diabéticos tratados com Insulina (DI). Os simbolos (-) e (+)
representam respectivamente os tecidos controles e estimulados eletricamente para contracio. ANOVA
de duas vias: Tratamento (P<0,001), contracdo (P<0,001), e interacdo (P<0,05) significativos. P6s teste
Bonferroni: $$$P<0,001 vs ND e DI na respectiva condi¢do. Teste “t” de Student: **P<0.01 vs
respectivos (-) e #P<0,05 vs ND e DI na respectiva condi¢do. n=6 em todos os grupos.

Estes resultados demonstram que o Diabetes Mellitus promoveu uma diminui¢do na
expressdo do mRNA do GLUT4, e que o tratamento com insulina restaurou o conteido do
mRNA aos niveis de nio diabéticos. Ainda, observa-se que a atividade contratil promoveu um
aumento na expressdo de GLUT4 em musculo séleo de animais ndo diabéticos e diabéticos
tratados com insulina; porém ndo foi capaz de induzir 0 mesmo aumento em musculo de em
animais diabéticos nao tratados. Estes resultados sdo referentes a contracio muscular supra-
maxima (100 Hz), com a permanéncia dos tecidos no meio de incubacdo por mais 30 minutos
apo6s o fim dos estimulos.

Na tentativa de verificar o aumento da expressao do mRNA do GLUT4 nos animais DS,
mais duas baterias de experimentos foram realizadas. Em uma, os tecidos permaneceram no meio
de incubacdo por 1h apds o estimulo contritil, e na outra, a freqiiéncia utilizada para a contracdo

muscular foi de 70 Hz por 10 minutos com pulsos a cada 2,5 s, caracterizando um estimulo

moderado.
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A figura 8 mostra que nenhuma dessas tentativas foi eficiente em aumentar o mRNA do

GLUT4 em musculo de animais diabéticos ndo  tratados com insulina.

mRNA GLUT4

(-) (+)

DS 1h pds contracao

FIGURA 8: Expressdo do mRNA do GLUT4 em musculo séleo de animais Diabéticos tratados com solugdo Salina
(DS) que permaneceram na incubag@o por 1 hora apds os estimulos. Os simbolos (-) e (+) representam
respectivamente os tecidos controles e estimulados eletricamente para contracdo. Sem diferenca
significativa (teste “t”de Student). n=4 em cada grupo.

A figura 9 mostra o resultado da contragdo muscular moderada (70 Hz).
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FIGURA 9: Expressdo do mRNA do GLUT4 em musculo séleo de animais: Nao Diabéticos (ND) e Diabéticos
tratados com solugdo Salina (DS). Os simbolos (-) e (+) representam respectivamente os tecidos
controles e estimulados eletricamente para contracdo. Nao houve diferenca significativa (ANOVA de
duas vias). n=4 em todos 0s grupos.
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4.3 Proteina GLUT4

A figura 10 mostra o resultado do efeito da atividade contritil no contetdo da proteina

GLUTA4.
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FIGURA 10: Expressdao da Proteina GLUT4 em musculo séleo de animais: Nao Diabéticos (ND), Diabéticos
tratados com solucdo Salina (DS) e Diabéticos tratados com Insulina (DI). Acima estdo os Blots
representativos. Os simbolos (-) e (+) representam respectivamente os tecidos controles e estimulados
eletricamente para contracio. ANOVA de duas vias: Diferenca significativa no Tratamento e na
Contragéo (ambos P<0,01). P6s Teste Bonferroni: $$P<0,01 vs ND e DI na respectiva condicéo. Teste
“t” de Student: #P<0,05 vs ND e DI na respectiva condi¢do, *P<0.05 vs ND(-) e DI(-). n=6 em todos
0S grupos.

Observou-se que assim como o mRNA, a proteina GLUT4 aumentou em resposta a
atividade contratil nos animais ND e DI, o que ndo ocorreu nos animais DS, que apresentam
diminui¢do do conteido de GLUT4 no estado basal. O tempo de permanéncia dos musculos no

meio de incubagio apds o estimulo elétrico foi de 2 horas.
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4.4 Vias de sinalizacao que levam a ativacao do gene SLC2A4

A partir deste momento iniciamos a investigacdo das vias de sinalizacdo ativadas pela
atividade contratil, que levam a ativagdo de fatores transcricionais responsaveis pela expressdao do
gene SLC2A4.

Iniciamos estudos com células em cultura (C2C12), utilizando ativadores das vias da

AMPK e da CAMKI]I, respectivamente AICAR e cafeina (Figura 11).

250- * ok

Con;role AICAR Cafeina

FIGURA 11: Resultados da expressdo do mRNA do GLUT4 em células C2C12 tratadas com AICAR a 1 mM e
Cafeina a 3 mM. ANOVA de uma via com pés teste Newman Keuls: ¥*P<0,05 e **P<0,01 vs Controle
(C). n=5 em todos os grupos.

Este resultado mostra a ativacao das vias da AMPK (em maior magnitude) e da CAMKII
levam ao aumento da expressdo do mRNA de GLUT4. Uma vez que identificamos este aumento,
partimos para estudos no promotor do gene SLC2A4 a fim de identificar a regido que ambas
atuam.

Os resultados da figura 12 mostram os ensaios realizados em células C2C12 transfectadas
com plasmideos que apresentam a regido enhancer (ENH) do gene do GLUT4, ou que
apresentam essa regido com um dos 3 elementos responsivos (sitio de ligagdo do MEF2, E-Box e
TRE) mutados (mostrados em detalhe na figura 2, na secao “Materiais e Métodos™). Apds a
transfeccdo, as células foram diferenciadas em miotubos e tratadas com AICAR (ativador da
AMPK) ou cafeina (ativadora da CAMKII) e entdo foi quantificada a atividade CAT, que indica

o grau de ativagdo da transcricdo do gene SLC2A4.
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FIGURA 12: Resultados dos tratamentos em células C2C12 transfectadas com diferentes plasmideos: ENH= GLUT4
enhancer; mMEF= GLUT4 enhancer com o dominio MEF2 mutado. mEB= GLUT4 enhancer com o
dominio E-Box mutado e mTRE= GLUT4 enhancer com o dominio TRE mutado. Os sinais C/A/Ca
acima, representam células Controle, tratadas com AICAR 1 mM e tratadas com cafeina 3 mM
respectivamente. ANOVA de duas vias: Interagdo (P<0,05), Tratamento (P<0,001) e Plasmideos
(P<0,01) com diferenca significativa. P6s teste Bonferroni: $$P<0,01 vs C ENH. ANOVA de uma via
comparando C, A e Ca em células transfectadas com o mesmo plasmideo #P<0,05 vs C; ##P<0,01 vs
C. Teste “t” de Student: ¥*P<0,05 vs C ENH. n=4 em todos os grupos.

Observou-se que as mutacdes nos dominios MEF e TRE levam a uma queda dréstica na
atividade CAT, e que o tratamento com cafeina promove a ativagdo do promotor do GLUT4,
mesmo com as caixas E-Box e TRE mutadas. Além de reduzir dristicamente a atividade CAT
basal, a mutacdo do dominio MEF2 leva a perda da resposta ao tratamento com AICAR e
cafeina, indicando que os fatores MEF2 sdo essenciais na expressdo do GLUT4 sob o estimulo
contratil.

Os resultados evidenciam que o AICAR aumentou o mRNA do GLUT4 em cerca de
100% quando o promotor estd inteiro (Figura 11), efeito este que reduz para metade quando
isolamos parte do promotor (Figura 12). Isto sugere que a AMPK deve estar agindo na regido
enhancer e também em outro sitio do promotor do GLUT4, como por exemplo no Dominio 1,
para estimular expressdo do SLC2A4.

O préximo passo foi identificar possiveis mecanismos afetados pelo diabetes,

relacionados a perda da capacidade do musculo em aumentar a expressdo de GLUT4 sob
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estimulo contrdtil. Nesta etapa, limitamo-nos a estudar apenas os grupos nao diabéticos e
diabéticos. Porém utilizamos também inibidores da AMPK e da CAMKII.

Os resultados da figura 13 mostram o efeito da inibicdo da AMPK (pelo Compound C) e
da CAMKII (pelo KN93) na expressdo do mRNA do GLUT4 induzida por atividade contrétil em

musculo de animais nio diabéticos.
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FIGURA 13: Expressdao do mRNA do GLUT4 em mdsculo séleo de animais: Nao Diabéticos (ND), incubados em
tampdo puro, em tampao com Compound C (Comp C) a 50 uM ou em tampdo com KN93 (KN93) a 10
uM. As incubag¢des com as drogas se iniciaram 10 minutos antes da contragdo e duraram até o final do
experimento. Os simbolos (-) e (+) representam respectivamente os tecidos controles e estimulados
eletricamente para contragdo. ANOVA de duas vias: Diferenga significativa na Interacio (P<0,05) e no
Tratamento (P<0,001). P6s Teste Bonferroni: $$P<0,01 vs ND na respectiva condi¢do. Teste “t” de
Student: **P<(0.05 vs respectivo (-). n=5 em todos 0s grupos.

Estes resultados deixam claro que o aumento da expressao do mRNA do GLUT4 induzido
pela contragdo muscular em animais ND estd diretamente ligado a ativacdo da AMPK e da
CAMKII. A inibicdo de qualquer uma destas cinases € suficiente para comprometer a resposta

positiva, e suger um efeito aditivo.

A figura 14 mostra resultados da expressdo do mRNA da subunidade 6 da CAMKII em

musculo séleo de animais normais ou diabéticos, estimulados ou ndo a contrair.
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FIGURA 14: Expressdo do mRNA de CAMKIIS em miisculo séleo de animais: Nao Diabéticos (ND) e Diabéticos
(D). Os simbolos (-) e (+) representam respectivamente os tecidos controles e estimulados
eletricamente para contracdo. ANOVA de duas vias: Tratamento (P<0,001) e contragdo (P<0,05).
Teste “t” de Student: #P<0.05 vs ND (-). e ¥*P<0,05 vs respectivos (-). n=5 em todos os grupos.

Detectou-se uma pequena, mas significativa, reducdo na expressio de CAMKIIS no
estado diabético, mas a atividade contritil aumentou a expressdo desta isoforma em ambas as
condicdes (ND e D).

A figura 15 mostra resultados da expressio do mRNA da subunidade 02 da AMPK em

musculo séleo de animais normais ou diabéticos, estimulados ou ndo a contrair.
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FIGURA 15: Expressdao do mRNA da a2 AMPK em miusculo séleo de animais: Nao Diabéticos (ND) e Diabéticos
(D). Os simbolos (-) e (+) representam respectivamente os tecidos controles e estimulados
eletricamente para contracdo. ANOVA de duas vias: Tratamento (P<0,001) e contragdo (P<0,01)
significativos. Teste “t” de Student: ##P<0.01 e *P<0,05 vs ND (-). n=6 em todos os grupos.
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Houve uma reduc¢do na expressao do mRNA da AMPKa2 no diabetes, e um aumento na
expressdo da AMPKoa2 sob estimulo contritil em miusculo de animais normais, mas nio de
animais diabéticos.

A figura 16 mostra o contetido e atividade da enzima AMPK em misculo séleo de

animais ND e D estimulados a contrair.
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FIGURA 16: Expressdo da Proteina AMPKa2 em musculo séleo de animais: Nao Diabéticos (ND) e Diabéticos (D).
Os simbolos (-) e (+) representam respectivamente os tecidos controles e estimulados eletricamente
para contragdo. A) Acima estdo os Blots representativos da pAMPKo2 (AMPK fosforilada), da
AMPKoa2 total e do marcador endégeno GAPDH. Raziao pAMPK/AMPK: Teste “t” de Student:
*P<0,05 vs ND (-). B) pAMPK: Teste “t” de Student: ¥*P<0,05 vs ND (-). C) AMPK. Sem diferenca
significativa entre os grupos. A andlise por ANOVA de duas vias ndo apontou diferenca estatistica na
interagdo, no tratamento e nem na contra¢o em nenhum dos 3 resultados. n=5 em todos os grupos.

Estes resultados nos mostram que a contracdo muscular promove o aumento da
fosforilagdo da AMPKo2 apenas em musculo séleo de animais ND. Diferente dos resultados
obtidos com 0 mRNA da AMPKo2, nio ha reducdo do contetido protéico no estado diabético. O
fato de ndo termos observado o aumento da expressdo da proteina 02AMPK sob a atividade
contritil no grupo ND ja era esperado, pois o tempo de permanéncia na incubacdo apds a
contracdo foi de 10 minutos (tempo ideal para se avaliar a fosforilacdo), o que € pouco para que

ocorram 0s processos de transcri¢do e a tradugdo génica.
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4.5 Expressao e atividade de ligacao de fatores transcricionais

A seguir apresentamos os resultados da expressdo (mRNA) e da atividade de ligacdo de
alguns fatores transcricionais no promotor do GLUT4, em musculos séleo.

Vale salientar que no ensaio supershift ndo se fez andlise estatistica, pois apenas
confirmamos se a isoforma de interesse do fator transcricional participava do aumento ou da
diminui¢do da ligacdo no sitio estudado. Logo, os graficos referentes a este tipo de ensaio ndo
apresentam andlises estatisticas, e dizem respeito apenas a imagem que aparece na figura. Os
gréificos foram adicionados para uma melhor visualizacdo do fendmeno.

A figura 17 mostra o resultado da expressao de MEF2A em células C2C12 tratadas com

AICAR 1 mM ou com Cafeina a 3mM.

mRNA MEF2A
200+

%k % Xk

100+

0
¢ AICAR Cafeina

FIGURA 17: Resultados da expressdo do mRNA do MEF2A em células C2C12 tratadas com AICAR a 1 mM ou
Cafeina a 3 mM. ANOVA de uma via com pds teste Newman Keuls: **P<0,01; ***P<0,001, vs
Controle. n=5 em todos os grupos.

Tanto o AICAR quanto a cafeina promoveram aumento da expressio do fator
transcricional MEF2A.

A figura 18 mostra os resultados da expressio do mRNA de MEF2A e MEF2D em
musculo séleo de animais ndo diabéticos, diabéticos, e ndo diabéticos incubados com o inibidor

de AMPK (Compound C) ou com o inibidor de CAMKII (KN93).
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FIGURA 18: Expressio do mRNA de MEF2A e MEF2D em musculo séleo de animais: Nao Diabéticos (ND),
Diabéticos (D), Nao Diabéticos incubados com Compound C (CC) e Nao Diabéticos incubados com
KNO93 (KN). Os simbolos (-) e (+) representam respectivamente os tecidos controles e estimulados
eletricamente para contracdo. A) mRNA de MEF2A. ANOVA de duas vias: contracdo (P<0,001) e
tratamento (P<0,05) significativos. Pés teste Bonferroni: $P<0,05 vs ND(+) e CC(+). Teste “t” de
Student: *P<0,05 vs ND(-) e **P<0,01 vs ND(-). B) mRNA de MEF2D: ANOVA de duas vias:
Tratamento (P<0,01) significativo. Pés teste Bonferroni $P<0,05 vs ND(+) e KN(+). Teste “t” de
Student: **P<0,01 vs ND(+). n=5 no grupo ND e n=4 nos demais grupos.

Verificou-se que tanto o MEF2A quanto o MEF2D sdao menos expressos em musculo
s0leo de animais diabéticos. A contracdo muscular aumenta a expressio de MEF2A no grupo
ND, ja nos grupos D e KN isso ndo ocorre. Mesmo que nao significativo, hd um forte indicio de
que o inibidor de AMPK (compound C) nio afeta o aumento da expressio de MEF2A pela
atividade contritil. Por outro lado, a expressdo do MEF2D ndo se altera com a contragdo
muscular em nenhuma condi¢do experimental.

A figura 19 mostra os resultados da atividade de ligacdo de proteinas nucleares ao sitio de

ligacdo do MEF2.
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FIGURA 19: A) Atividade de ligagdo de proteinas nucleares sitio de ligacdo de MEF2 em musculo séleo de animais:
Nao Diabéticos (ND), Diabéticos tratados com solug@o Salina (DS) e Diabéticos tratados com Insulina
(DI). Os simbolos (-) e (+) representam respectivamente os tecidos controles e estimulados
eletricamente para contracdo. A letra C indica a competicdo com a sonda fria. ANOVA de duas vias:
Diferenca significativa na interacdo, no tratamento e na contracido (em todos P<0,05). Pés teste
Bonferroni: $P<0,05 vs ND e DI na respectiva condigdo. Teste “t” de Student: ¥*P<0.05 vs ND(-);
#P<0,05 vs ND (-). N=5 em todos os grupos. B) Ensaio supershift no grupo ND. Acima a legenda
indicando a auséncia “-” ou presenca “+” de anticorpo anti MEF2D em contato com as amostras antes
da eletroforese. Abaixo, grifico representativo, aonde a caixa preta representa a participacdo da
isoforma MEF2D, e a soma das caixas preta e branca representa a ligacio de todas as isoformas neste
sitio.

Estes resultados mostram que hd um aumento de ligacdo de fatores transcricionais no sitio
de ligacdo para MEF2 apods estimulo contrétil em musculo de em animais ND e DI, o que ndo
ocorre em musculo de animais DS. Além disso, hd uma redugdo de ligacdo destes fatores no
estado DS (-) em relagdo ao ND (-). Estes resultados estdao de acordo com os mostrados na figura
18, que indicam que no estado diabético hd uma diminui¢do da expressdo dos mRNAs de
MEF2A e MEF2D, que se reflete em menor ligagdo ao seu sitio especifico.

A figura 19B mostra por meio de competi¢do com anticorpo especifico (ensaio supershift)
que a isoforma MEF2D ¢ responsdvel por parte da ligacdo observada no sitio de ligacdo ao
MEF2. O desaparecimento parcial da banda na presenga do anticorpo sugere que além do
MEF2D pode haver a ligacdo de outros fatores, como o MEF2A, que pode atuar como

homodimero.
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A figura 20 mostra os resultados da atividade de ligacdo das proteinas MEF2 sob a

atividade contratil em miusculo de animais ND, incubados na presen¢a ou ndo dos inibidores de

AMPK (Compound C) e CAMKII (KN93).
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FIGURA 20: Atividade de Liga¢ao de proteinas nucleares no sitio de ligacdo de MEF2 em miisculo séleo de animais
Nao Diabéticos (ND). As letras CC e KN representam a presenga dos inibidores Compound C e KN93
respectivamente no tampao de incubagcdo no momento da contracdo de musculos séleos de animais
ND. Os simbolos (-) e (+) representam respectivamente os tecidos controles e estimulados
eletricamente para contragdo. ANOVA de duas vias: Diferenga significativa no tratamento (P<0,001)
e na contragdo (P<0,05). Pés teste Bonferroni: $$P<0,01 vs ND (+). Teste “t” de Student: *P<0.05 vs
ND(-); ##P<0,01 vs ND (-). N=6 no grupo ND n=4 nos demais grupos.

O resultado da figura 20 mostra que na presenca de qualquer um dos dois inibidores, ha
uma perda do aumento de ligagdo do MEF2 induzido pela contracdo muscular, mostrando que
tanto a AMPK quanto a CAMKII sdo essenciais para este fendmeno.

A figura 21 mostra os resultados da atividade de ligacdo de proteinas nucleares ao sitio
Dominio 1, no qual se liga o fator transcricional GEF (Fator de aumento do GLUT4), em
musculo de animais ND, DS e DI (Fig. 21A), e o efeito dos inibidores de AMPK (Compound C)
e CAMKII (KN93), na resposta a da contragcdo muscular em musculo de animais ND (Fig. 21B).
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FIGURA 21: A) Atividade de Ligacdo de proteinas nucleares ao sitio Dominio 1 em musculo séleo de animais: Nao
Diabéticos (ND), Diabéticos tratados com solugédo Salina (DS) e Diabéticos tratados com Insulina (DI).
Os simbolos (-) e (+) representam respectivamente os tecidos controles e estimulados eletricamente
para contragdo. A letra C indica a competicdo com a sonda fria. ANOVA de duas vias: Diferenca
significativa na Contragdo (P<0,001). Pés teste Bonferroni: $P<0,05 vs ND e DI na respectiva
condicdo. Teste “t” de Student: *P<0,05 vs respectivos (-). B) Atividade de Ligacdo de proteinas
nucleares no Dominiol em musculo séleo de animais Nao Diabéticos (ND). As letras CC ¢ KN
representam a presenca dos inibidores Compound C e KN93 respectivamente no tampao de incubagao
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no momento da contragdo de musculos séleos de animais ND. N=5 na figura A e n=4 na figura B.

Os resultados da figura 21 mostram que a contragdo muscular aumenta a ligacdo de

fatores transcricionais no Dominio 1 em musculo de animais ND e DI, o que ndo ocorre nos

animais DS. Além disso, na presenca de qualquer um dos dois inibidores, induz a perda total do

efeito da contracdo muscular, mostrando que tanto a AMPK quanto a CAMKII sdo essenciais

para este fendmeno.

A atividade de ligacdo do GEF se comporta da mesma maneira que a do MEF2. Estes 2

fatores transcricionais estdo relacionados com o aumento da expressdo do GLUT4, e os

resultados indicam que o diabetes prejudica atividade de ligacdo de ambos em misculo séleo

submetido a contracdo muscular, efeito este que pode estar relacionado a um prejuizo na

atividade das vias da AMPK e da CAMKIL.
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A figura 22 mostra a expressdo do mRNA do fator induzido por hipéxia (HIF-1a) em

musculos de animais ND, DS e DI estimulados ou ndo a contrair.
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FIGURA 22: Expressdo do mRNA do HIF-1a em miusculo séleo de animais: Nao Diabéticos (ND), Diabéticos
tratados com solucdo Salina (DS) e Diabéticos tratados com Insulina (DI). Os simbolos (-) e (+)
representam respectivamente os tecidos controles e estimulados eletricamente para contragdo. ANOVA
de duas vias: Tratamento significativo (P<0,05). Pés teste Bonferroni: $P<0,05 vs ND e DI na
respectiva condi¢d@o. Teste “t” de Student: *¥*P<0.01 vs ND(-). n=6 em todos os grupos.

O resultado da figura 22 mostra o aumento da expressio do mRNA do HIF-la em
musculo de DS, o que pode indicar menor oxigenagdo dos tecidos no estado diabético.

A figura 23 mostra a atividade de ligacao de proteinas nucleares ao sitio E-Box, ao qual se

ligam as proteinas da familia basic Helix Loop Helix (bHLH), que inclui o HIF-1a.
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FIGURA 23: A) Atividade de ligacdo de proteinas bHLH no sitio E-Box em musculo séleo de animais: Nao
Diabéticos (ND), Diabéticos tratados com solugdo Salina (DS) e Diabéticos tratados com Insulina (DI).
Os simbolos (-) e (+) representam respectivamente os tecidos controles e estimulados eletricamente
para contragdo. A letra C indica a competicdo com a sonda fria. ANOVA de duas vias: Diferenca
significativa no tratamento (P<0,001). Pés teste Bonferroni: $P<0,05 e $$P<0,01 vs ND e DI nas
respectivas condi¢des Teste “t” de Student: ¥*P<0.05 vs ND(-). N=5 em todos os grupos. B): Ensaio
supershift feito em misculo de animais ND, DS e DI. Acima a legenda indicando a auséncia “-” ou
presenca “+” de anticorpo anti HIF-1a em contato com as amostras antes da eletroforese. Abaixo o
grafico representativo, aonde a caixa preta representa a participag@o da isoforma MEF2D, e a soma das
caixas preta e branca representa a ligacdo de todas as isoformas neste sitio.

Os resultados da figura 23 mostram que a contracdo muscular aumenta a atividade de
ligacdo do HIF-1a no E-Box apenas em musculos séleos de animais, o que € confirmado pelo
ensaio supershift. O HIF-1a foi descrito como ativador da expressdo do GLUT4, por este ponto
de vista, os resultados da figura 23 podem ser controversos, pois no diabetes, ha diminui¢do da
expressao do GLUTH4.

Diante da questdo da ligacdo do HIF-1la ter aumentado no estado diabético, decidimos
investigar a expressao do co-ativador do HIF-1a, o p300 no diabetes.

A figura 24 mostra a expressao do mRNA do co-ativador p300 sob a atividade contrétil

em animais nao diabéticos (ND) e diabéticos (DS).
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FIGURA 24: Expressdo do mRNA do p300 em mdisculo séleo de animais: Nao Diabéticos (ND) e Diabéticos
tratados com solugdo Salina (DS). Os simbolos (-) e (+) representam respectivamente os tecidos
controles e estimulados eletricamente para contracio. ANOVA de duas vias: Tratamento significativo
(P<0,05). Teste “t” de Student: **P<0.01 vs DS(-) e #P<0,05 vs ND(-). n=3 em todos os grupos.

O resultado da figura 24 mostra que hd uma diminuicao da expressao do mRNA do p300
no estado diabético, e que a atividade contrdtil aumenta a expressdo deste fator nos animais DS
(muito provavelmente observariamos este aumento no grupo ND com o aumento do “n” do
grupo. Este resultado é muito importante, pois mostra que apesar de o HIF-la ser um fator
estimulador da expressdo do GLUT4, e ter sua atividade de ligacdo aumentada no estado
diabético, ocorre uma reducio da expressdo do co-ativador p300, o que provavelmente contribuiu

para ndo aumentar a expressao do GLUT4.

A figura 25 mostra a expressio do mRNA da isoforma do receptor do hormdnio
Tireoidiano TRal sob a atividade contratil em animais ndo diabéticos (ND), diabéticos (DS) e

diabéticos tratados com insulina (DI).
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FIGURA 25: Expressdo do mRNA do TRal em musculos séleos de animais: Ndo Diabéticos (ND), Diabéticos
tratados com solucdo Salina (DS) e Diabéticos tratados com Insulina (DI). Os simbolos (-) e (+)
representam respectivamente os tecidos controles e estimulados eletricamente para contracdo. ANOVA
de duas vias com Pés teste Bonferroni: $P<0,05 vs ND(+). Teste “t” de Student: *P<0.05 vs ND(-).
n=4 em todos os grupos.

O resultado da figura 25 mostra que a expressao do mRNA do TRal, que € descrito como
ativador da expressdo do GLUT4, aumenta pela atividade contritil s6 nos animais ND, e que o

Diabetes nao altera a sua expressao.

A figura 26 mostra a atividade de ligacdo de proteinas nucleares ao sitio do elemento

responsivo ao TR (TRE), no qual se ligam os TRs.
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FIGURA 26: Atividade de ligacdo de proteinas nucleares ao sitio TRE em musculo séleo de animais: Nao Diabéticos
(ND), Diabéticos tratados com solucdo Salina (DS) e Diabéticos tratados com Insulina (DI). Os
simbolos (-) e (+) representam respectivamente os tecidos controles e estimulados eletricamente para
contracdo. A) A letra C indica a competi¢do com a sonda fria. ANOVA de duas vias: Diferenca
significativa no Tratamento (P<0,01). P6s teste Bonferroni: $P<0,05 vs ND e DI na respectiva
condicdo. Teste “t” de Student: **P<0,01 vs respectivos (-). N=5 em todos os grupos. B) Ensaio
Supershift. Acima a legenda indicando a auséncia “-” ou presenga “+” de anticorpo anti TRa em
contato com as amostras antes da eletroforese. Abaixo grafico representativo. aonde a caixa preta
representa a participacio da isoforma MEF2D, e a soma das caixas preta e branca representa a ligacdo
de todas as isoformas neste sitio.

Os resultados da figura 26 mostram que hd aumento de ligagdo do TRal pela atividade
contrétil em musculo de animais ND. Também observa-se um aumento nesta ligacdo no estado
diabético, independentemente de contragdo, o deve estar relacionado a outros fatores
transcricionais que ndo o TRa, como por exemplo, 0 TR e o RXR (receptor de 4cido retindico),
0s quais ndo estdo descritos como ativadores da expressao do GLUT4. Quanto ao efeito da
contra¢do, observa-se que o mesmo desparece em animais diabéticos ndo tratados, e é recuperado

pelo tratamento com insulina.

A figura 27 mostra a atividade de liga¢do das proteinas nucleares no sitio de Ligacdo para

o NF-«B.
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FIGURA 27: Atividade de ligagdo de proteinas nucleares ao sitio NF-kB em musculo séleo de animais: Nao
Diabéticos (ND), Diabéticos tratados com solugdo Salina (DS) e Diabéticos tratados com Insulina (DI).
Os simbolos (-) e (+) representam respectivamente os tecidos controles e estimulados eletricamente
para contracdo. A letra C indica a competi¢do com a sonda fria. A andlise foi feita encima da soma das
duas subunidades (p50 e p65) do NF-xB ANOVA de duas vias: Diferenca significativa apenas na
Contragdo (P<0,05). N=5 em todos os grupos.

Estes resultados mostram que a atividade de ligacio do NF-xB nado sofre alteracdo

significativa nem do estado diabético, nem da contragdo muscular.
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5 DISCUSSAO

5.1 Expressao do gene SLC2A4

No presente estudo, o diabetes promoveu uma diminui¢do significativa no conteido de
mRNA e de proteina GLUT4 no musculo séleo de animais diabéticos, o que ja foi descrito na
literatura (HWANG et al., 2005). O tratamento dos animais diabéticos com insulina restaurou o
conteido de mRNA e proteina GLUT4, indicando que, pelo menos nesta condi¢do experimental,
o efeito do diabetes € reversivel.

A literatura ja revelou que exercicios agudos podem melhorar a homeostasia glicémica,
por melhorar a captagdo de glicose pelo tecido muscular esquelético (DE FRONZO et al., 1981),
o que envolve aumento da proteina GLUT4 (HOLLOSZY, 1976; GOODYEAR; KAHAN, 1998).
E importante destacar que a grande maioria dos trabalhos envolvendo exercicio mostra aumento
da expressdo do gene SLC2A4 apds estimulo cronico (KRANIOU; CAMERON-SMITH;
HARGREAVES, 2006; NEWFER; DOHM, 1993). A prética regular de exercicio induz uma
série de alteragdes metabodlico-hormonais que poderiam estar relacionadas diretamente com o
aumento da expressao do GLUT4, e assim, o efeito sobre o gene SLC2A4 ndo seria especifico da
contracdo muscular. Entretanto, nossos resultados mostram que a contra¢cdo muscular aguda, per
se, aumenta a expressao do GLUT4, o que ja fora demonstrado em nosso laboratério, (SILVA et
al., 2005; LIMA et al., 2009), ressaltando a importancia da atividade contrétil em determinar a
participacdo da musculatura esquelética no controle da homeostasia glicémica.

Sabe-se que o treinamento fisico é capaz de aumentar o conteido de GLUT4 em
musculos tanto de humanos como de ratos diabéticos do tipo 2, que apresentavam uma boa
secrecao de insulina (O’GORMAN et al., 2006; TANG et al., 2005). Entretanto, no presente
estudo, a contracao muscular aguda nao foi capaz de aumentar a expressao do gene SLC2A4 em
musculo de animais diabéticos descompensados. Entdo, ainda conjeturamos duas hipdteses para a
auséncia de efeito sobre 0 GLUT4 em musculo de animais: 1) os animais diabéticos poderiam
estar com os tecidos em condicdo transcricional alterada, tendo resposta mais lenta, mas ainda
preservada; e 2) o estimulo supra-maximo aplicado em um tecido debilitado poderia ter sido
excessivamente injuriante, podendo causar danos morfo-funcionais a fibra que impediram a

resposta positiva. Baseados nestas 2 hipéteses, realizamos experimentos adicionais aumentando o



64

tempo de incubagdo dos tecidos (1 hora em lugar de 30 minutos) e reduzindo a intensidade do
estimulo elétrico (estimulo a 70 Hz por 20 minutos em lugar de estimulo a 100 Hz por 10
minutos). Em ambos os experimentos nenhum aumento de expressao do SLC2A4 foi observado,
confirmando que musculo de ratos com diabetes induzido respondem a contracdo muscular
aguda.

Atualmente, existe uma discuss@do muito grande em relacio a qual tipo e intensidade de
exercicio € melhor para o controle glicémico. Egan et al. (2010), submeteram individuos
sedentdrios sauddveis a uma simples série de exercicio aerébico em cicloergdmero, com duas
intensidades diferentes, baixa (40% do VO, max) ou moderada/alta (80% VO, max), e
observaram o aumento de fosforilacio de AMPK, ACC, p38 MAPK e CAMKII apenas nos
individuos que realizaram a atividade de intensidade moderada/alta. Estas proteinas estdo
relacionadas com a transloca¢do de GLUT4, e provavelmente também com expressdo de GLUT4,
e portanto sugerem que apenas a atividade moderada/alta seria capaz de aumentar a expressao do
SLC2A4. Vale salientar que em ambos os grupos do estudo acima citado, o gasto energético (400
kcal, por medida indireta) foi exatamente o mesmo, ou seja, os individuos que realizaram a
atividade de intensidade moderada/alta terminaram o exercicio antes, € mesmo assim tiveram
maiores beneficios.

Importante resultado do presente estudo foi a resposta de musculos de animais diabéticos
tratados com insulina por 7 dias, nos quais a contragdo muscular induziu aumento da expressao
de SLC2A4 exatamente como em miisculo de animais ndo diabéticos. E importante chamar a
aten¢do que no meio de incubacdo ndo havia insulina, e, portanto, o resultado obtido € totalmente
relacionado a um ajuste adquirido durante o periodo de tratamento. Esta resposta indica que o
tecido muscular adquiriu caracteristicas de tecido de animais sauddveis.

A literatura nos traz dados mostrando que a insulina estd relacionada com a melhora do
processo de traducdo de mRNA em proteina. Miranda et al. (2008), incubaram musculos
epitrochlearis de ratos Wistar com insulina por apenas 30 minutos, e verificaram um aumento de
50% na taxa basal de sintese protéica. Os autores associaram estes resultados ao aumento de EF2
e EF4e, que sdo dois “fatores de alongamento” muito importantes no processo traducional,
envolvidos no direcionamento e fixacdo do mRNA na estrutura ribossomal. No nosso estudo, o
tratamento com insulina dos diabéticos muito provavelmente estimulou a atividade estes fatores,

facilitando a traducdo do mRNA em proteina.
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Uma observacdo importante a fazer, é que os animais DI apresentaram uma insulinemia
muito elevada (cerca de 3x maior que a dos ND), e apesar disso a glicemia ndo retornou aos
niveis normais, o que nos sugere um estado de resisténcia periférica a insulina. Entretanto, nesta
condi¢do, apesar da glicemia ndo ter se normalizado completamente (160 mg/dl), foi recuperada a
capacidade da contragdo muscular per se aumentar a expressdo do SLC2A4 em musculo séleo.
Isto indica que uma compensagdo do estado diabético, pelo parcial, € necessdria para recuperar o
efeito contracdo muscular, o que pode estar relacionado com niveis normais/elevados de insulina.
Mais do que isto, esses resultados indicam que o individuo diabético ndo pode estar

descompensado para obter os beneficios da atividade fisica.

5.2 Vias de sinalizacao ativadas pela contraciao muscular e expressao do gene SLC2A4

Nossos resultados indicam que ativacao da via do célcio (pela Cafeina) ou da AMPK (pelo
AICAR) levam ao aumento da expressdo do mRNA de GLUT4 em células C2C12, e que ambos
os estimuladores regulam ativadores transcricionais que agem na regido enhancer (regido que
compreende o sitio de ligagdo do MEF2, o E-Box e o elemento responsivo aos TRs). Entretanto,
a magnitude do efeito do AICAR foi maior quando o promotor do SLC2A4 estava integro (fato
observado pelo grande aumento do mRNA de GLUT4 em células tratadas com AICAR),
comparando com o efeito observado apenas na presenca da regido enhancer. Estes dados nos
levam a pensar que enquanto a cafeina atua no aumento expressao do gene SLC2A4 por ativar
fortemente a regido enhancer, a AMPK, além de também atuar nessa regido, deve estar agindo
em outro sitio, como por exemplo, no Dominio 1 (sitio em que se liga o fator de aumento do
GLUT4 - GEF).

Ja foi mostrado (SMITH et al., 2008) em miusculo de ratos wistar submetidos a um
protocolo de natacdo agudo (5 séries de 17 minutos com intervalo de 3 minutos entre as séries),
ativacdo da proteina CAMKII, acetilacdo da histona H3, e aumento da ligacio do MEF2A ao
promotor do GLUT4, efeitos que foram revertidos quando os animais foram tratados com KN93
(inibidor especifico de CAMKII). Também j4 foi verificado (HOLMES et al., 2005) que ratos
tratados com AICAR aumentam a fosforilagdo do GEF e nao de MEF2, assim como o aumento
da atividade de ligacdo destes 2 fatores transcricionais aos seus sitios especificos (que foram os

mesmos oligos que nds utilizamos no presente estudo). Apesar de nao fosforilar o MEF2
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diretamente, a AMPK pode estar envolvida na sua ativacdo, pois fosforila HDACS5 (Histona
Deacetilase; normalmente associada ao MEF2), induzindo a dissociacdo do complexo, e assim
liberando a atividade transcricional do MEF2 (MC GEE; HARGREAVES, 2006). Em conjunto,
estes estudos explicam os nossos resultados que embasam a hipotese de que a cafeina ativa as
proteinas MEF2 e que a AMPK ativa diretamente o GEF e indiretamente o MEF2, todos
levando a aumento da expressdo do SLC2A4.

Nossos resultados ainda mostraram que a mutacdo em qualquer um dos dominios de
ligacdo dos 3 fatores que se ligam na regido enhancer induzu ma dréstica reducdo da atividade
basal da CAT (que representa a expressdo do SLC2A4). Este dado ja era esperado, pois como
elucidamos na introducao, os ligantes destes dominios (MEF2, HIF-1a e TRa) estdo diretamente
relacionados ao aumento da expressdo do gene SLC2A4 (LIMA et al., 2009; SANTALUCIA et
al., 2001). Entretanto, a participa¢do da via da AMPK e CAMCKII nesta regulagdo ainda nao
havia sido claramente evidenciada em estudos de gene reporter. Neste sentido observamos que
apesar da dréastica reducdo da atividade da CAT basal com a mutacdo dos dominios TRE e E-
Box, a cafeina ainda promoveu um aumento significativo da atividade CAT, sugerindo que os
dominios que se mantiveram integros foram suficientes para garantir o efeito. Nesta resposta,
provavelmente o dominio do MEF2 exerce um papel chave. Por outro lado, o efeito da AMPK
(avaliado pelo emprego do AICAR), se mostrou menos efetivo quando a regido enhancer esta
integra, porém qualquer uma das mutacdes aboliu esse efeito.

E importante relembrar que o tratamento com cafefna ativa nio s6 a CAMKII, mas
também a calcineurina e a PKC. A PKC parece estar mais relacionada com o transporte de
glicose, e ndo com a expressao do GLUT4 (IMAMURA et al., 2003). Quanto a calcineurina, foi
observado que o emprego de um bloqueador especifico, a ciclosporina A, ndo afeta o aumento do
GLUT4 induzido pelo exercicio (GARCIA-ROVES et al., 2005).

A participagdo dessas vias ainda foi investigada pelo emprego de seus bloqueadores. Na
presenca de KNO93 (inibidor de CAMKII) ou Compound C (inibidor de AMPK), a contracao
muscular foi incapaz de aumentar a expressdo do gene SLC2A4, reiterando o papel dessas
cinases no estimulo transcricional do SLC2A4 induzido pela contra¢do muscular.

Pouco se conhece dessas vias em musculo de diabéticos. A partir deste ponto iniciamos
a investigacdo da expressdo e da atividade da AMPK, bem como a expressao de CAMKII nos

animais diabéticos, para tentar explicar por que o musculo séleo de animais diabéticos nao
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responde positivamente a atividade contritil. Verificamos que no diabetes hd uma redugdo
(discreta, mas significativa) da expressdo da isoforma CAMKIIS. Sabe-se que o exercicio agudo
de intensidade moderada induz uma répida fosforilagdo da CAMKIIS em miisculo de humanos, a
qual € maior em exercicio de alta intensidade (ROSE; KIENS; RICHTER, 2006). Nao hd nenhum
dado na literatura mostrando o aumento da expressio de CAMKII pelo exercicio, nem pela
contracdo muscular “in vitro”, assim como nao héd dados sobre o efeito do diabetes. Em relacdo
ao efeito da contracdo muscular em nosso estudo, € interessante destacar que se observou
aumento da expressdo do mRNA da CAMKII em musculos tanto de animais ND quanto de
animais DS. Estes resultados nos surpreenderam, pois ndo esperdvamos resposta, especialmente
em musculo de animais diabéticos.

Quanto a AMPK, observamos que no estado diabético houve uma diminuicdo na
expressao do seu mRNA, mas ndo da proteina AMPK (subunidade a2). A AMPK ja foi descrita
em ratos diabéticos como tendo fosforilagdo reduzida com contetddo inalterado (ZOU et al.,
2009), e em camundongos diabéticos como tendo fosforilacio inalterada com contetido reduzido
(LI; LI; REN, 2009). Ainda que ndo haja um consenso em relagdo a expressdo e a atividade da
AMPK no diabetes, estes resultados, somados aos nossos, sugerem que o diabetes compromete a
via da AMPK.

Independentemente do efeito do diabetes sobre a atividade basal da AMPK, o presente
estudo evidenciou que no estado diabético a contragdo muscular ndo aumentou a fosforilagio
dessa enzima, como ocorre em musculo de animais normais. Esta observacdo sugere fortemente
que a perda do estimulo transcricional do SLC2A4 em miusculo de animais diabéticos envolva
um prejuizo na atividade da via da AMPK. Semelhantemente ao aqui observado, a ativacdo da
AMPK em resposta ao exercicio fisico ja foi vista prejudicada em musculo de individuos obesos
diabéticos (FILIPPIS et al., 2008), embora o mesmo efeito nao tenha sido observado com AICAR
(KOISTINEN et al., 2003). Esta aparente contradi¢do pode estar relacionada a uma alteragdo na
metabolizacdo do ATP, necessdria para gerar 5’AMP e ativar a AMPK, e ndo ao
contedido/atividade da proteina em si.

Portanto, nossos resultados sugerem que no diabetes descompensado ocorra uma
disfuncdo na atividade das vias da CAMKII e AMPK, a qual estaria envolvida na perda de

estimulo transcricional do gene SLC2A4 induzido pela contracdo muscular.
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5.3 Expressao e atividade de fatores de transcricao relacionados ao gene SLC2A4

Para investigar a participacdo dos fatores transcricionais relacionados a atividade
transcricional do gene SLC2A4 selecionados utilizamos duas abordagens. A primeira, baseada na
avaliacdo da expressdo do mRNA do fator transcricional em resposta a contragdo muscular, o que
jé foi observado ocorrer rapidamente (30 min) em musculo de animais ndo diabéticos (SILVA et
al., 2005; LIMA et al.,, 2009). A segunda abordagem baseou-se em ensaios de mobilidade
eletroforética (gel shift e supershfit), por meio dos quais € possivel avaliar a atividade de ligacao
do fator transcricional ao seu dominio de ligag¢do especifico do promotor do gene do SLC2A4. O
presente estudo evidenciou alteracdes importantes tanto no efeito do diabetes sobre a
expressdo/atividade basal de alguns fatores transcricionais, como alteragdes na resposta ao
estimulo contratil em musculo de animais diabéticos. Estes dltimos serdo discutidos com mais
profundidade, pois representam o foco do presente estudo.

Os resultados mostraram que no estado diabético, ha reducdo da expressdo dos fatores
MEF2A e MEF2D, assim como reducdo na atividade de ligacio de MEF2 ao promotor do
SLC2A4. Resultados semelhantes ja foram descritos para 0o MEF2A em miusculo de camundongo
diabético (THALI et al., 1998). A contracdo muscular, em musculo de ratos normais, aumenta
mRNA do MEF2A, mas nio do MEF2D, embora aumento MEF2D em resposta a contragdo ja
tenha sido observado em animais previamente jejuados por 24 hs (SILVA et al., 2005), sugerindo
que o estado metabdlico-hormonal deve modular o efeito da contracio muscular sobre MEF2D.
Importante dado funcional, foi a observacdo de que a contracdo muscular aumentou a atividade
de ligacdo de MEF2 no promotor do SLC2A4 em misculo de rato normal, o que ndo foi
observado em misculo de rato diabético. Redu¢do da atividade de ligacdo de MEF2 ji foi
observada em musculo de camundongos diabéticos (THAI et al., 1998) porém a resposta a
contracdo muscular nunca havia sido investigada. Todas essas alteracdes induzidas pelo diabetes
foram revertidas pelo tratamento com insulina, indicando que a perda de atividade MEF2 ocorre
no diabetes descompensado. O ensaio de supershift confirmou a participacio do MEF2D, e
considerando que a principal forma de atuacao desse fator € como heterodimero MEF2A/MEF2D
(MORA; PESSIN, 2000), a verificagdo da alteracdo de uma isoforma nos permite extrapolar o
efeito para o heterodimero. Destaque-se que nao ha no mercado anticorpo especifico e eficiente

para MEF2A.
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A atividade de ligacdo do GEF aumenta em resposta a contra¢cdo muscular em musculo de
ratos normais. O diabetes, embora ndo tenha alterado a atividade de ligacdo basal, aboliu
completamente a resposta a contracdo muscular, efeito este revertido pelo tratamento com
insulina. O aumento da ligagdo do GEF em resposta a exercicio fisico ja foi observado em
musculo de humanos saudaveis (MC GEE et al., 2005). A participagdo do GEF na regulacdo do
gene SLC2A4 ganha destaque, pelo fato de que este fator tem efeito cooperativo com o MEF2
(KNIGHT et al., 2003). Os nossos resultados sdo os primeiros a demonstrar a ativagdo do GEF
pela atividade contratil per se.

Sabe-se que a histona deacetilase (HDAC) € uma proteina que quando ligada ao MEF2
promove a sua inibicdo (MC KINSEY et al., 2000). Sparling et al. (2008), mostraram que em
células adiposas 3T3, na auséncia de MEF2, as HDACS se ligam ao GEF também promovendo
inibicdo de sua atividade transcricional sobre o SLC2A4. Uma vez que isto ocorra também em
musculo esquelético, este fato poderia explicar a ndo ativacdo das proteinas GEF pela atividade
contratil em animais diabéticos, em que a expressio de MEF2 estaria reduzida, e assim, as
HDAC estariam inibindo o GEF.

Finalmente, € importante destacar que o emprego de inibidores da AMPK e da CAMKII
impediu o aumento da ligacdo dos fatores transcricionais MEF2 e GEF aos seus sitios
especificos, reforcando a importancia dessas vias na ativagdo destes fatores transcricionais. NGs
somos os primeiros a demonstrar esta acao direta da inibicdo das vias e perda da atividade de
ligacdo destes fatores.

Os resultados de transfeccdo em células C2C12 nos mostram que com a mutacdo dos
dominios E-Box e TRE também h4 uma reducio da atividade transcricional, revelando que os
ligantes dessas regidoes também tém um papel importante na expressdo do gene SLC2A4.
Partindo deste principio, investigamos a expressdo e a atividade de ligacdo dos fatores
transcricionais HIF-1a (ligante do E-Box) e do TRal (ligante do TRE).

Alguns autores sugeriram que o HIF-lo esteja envolvido na ativagdo dos genes do
GLUTI1 e GLUT3, e nds fomos os primeiros a mostrar fortes indicios de que o HIF-1a esteja
envolvido na ativagdo do GLUT4 em miisculo esquelético sob a atividade contratil (LIMA et al.,
2009). No presente estudo confirmamos em animais ND que a atividade de ligacdo de proteinas
nucleares ao sitio E-Box aumenta em resposta a contra¢do. Surpreendentemente, no estado

diabético, observamos um grande aumento na atividade de liga¢dao no estado basal, a qual ndo se
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alterou em resposta a contracdo muscular. Essa regulacdo foi paralela ao observado na expressao
do mRNA do HIF-1a, um dos ligantes do E-Box. Para tentarmos esclarecer a participagdo do
HIF-1a, realizamos ensaio de supershift, confirmando que o HIF-1a participa desta ativagao.

Sabe-se que em condi¢do de normoéxia, o HIF-1a € rapidamente degradado pela via
proteossomal da ubiquitina, sendo praticamente inexistente na célula (HUANG et al., 1998).
Entretanto, quando a concentracdo de O2 diminui, ocorre inibi¢do de sua degradacdo, levando
ao aumento do conteddo e da ativacdo do HIF1-a (LEE et al., 2003). Sabe-se também que o
diabetes desenvolve complicagdes microvasculares, que podem comprometer perfusdo dos
tecidos, e que, quando descompensado, graus variados de acidose metabdlica podem se instalar,
ambos contribuindo para menor oxigenacao tecidual. Essas complica¢des poderiam justificar o
aumento basal da ativacdo do HIF-1a nos musculos dos animais diabéticos, o qual nem se
alterou com a contracdo muscular.

Este resultado, a principio, € controverso, uma vez que o HIF-1a € tido como estimulador
da expressio de GLUT4, que se encontra reduzida no diabetes, e somente poderia ser
compreendido a partir de um balanco de forcas repressoras superando o efeito estimulador do
HIF-1a sobre o gene SLC2A4. Neste sentido fomos avaliar o p300, um co-ativador importante da
atividade trancricional do HIF-1a (NCBI., 2011). A observagdo de que o diabetes compromete de
forma importante a expressdo do p300 indica que o aumento do HIF-1a ndo deve ter efetividade
transcricional. Nao hd nenhum dado na literatura mostrando a diminui¢do da expressdo deste
gene em estado diabético, assim como aumento rapido em resposta a contracdo muscular.

Ainda, explicando este aumento de HIF-low concomitante a redu¢do de GLUT4, foi
descrito (THANGARAJAH et al., 2010) que altas taxas de glicose promovem um defeito na
transativacao do HIF-1a, fruto de espécies reativas de oxigénio que atuam na modificacio do co-
ativador p300, dificultando a sua associagdo ao HIF-la. O uso de iron chelator-antioxidant
deferoxamine (DFO), que neutraliza estas espécies reativas de oxigénio, reverte estes efeitos.
Deste modo, os autores apontam que a atividade HIF-1a € prejudicada em alta concentragcdo de
glicose, e isto persiste até em casos de hiperexpressio de HIF-1a. E interessante observar que
quando tratamos os animais diabéticos com insulina (grupo DI), ha o retorno da atividade de
ligacdo no sitio E-Box para os niveis dos controles (grupo ND), o que pode estar relacionado com

a queda da glicemia. Estes dados nos indicam que o HIF-la € importante no aumento da
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expressao do gene do GLUT4 apenas em condi¢des normais, e que no estado diabético este efeito
estimulador estd abolido, provavelmente por defeito em seu co-ativador p300.

Sabe-se que os hormdnios tireoidianos promovem o aumento da expressdao do GLUT4 em
musculo esquelético de ratos (WEISTEIN; O’'BOYLE; HABER, 1994). Os TRs (receptores de
hormonio tireoidiano) sdo proteinas codificadas por dois genes distintos, do TRa e do TRf, que
apresentam multiplas isoformas (al, a2, 1, B2, B3). No tecido muscular esquelético as isoformas
al e B1 sdo as mais abundantes (WILLIAMS, 1995). Uma vez ligados ao TRE, os TRs recrutam
uma série de proteinas co-repressoras como as SMRT (mediador de silenciamento de receptores
de 4cido retindico e de hormoénio tireoidiano) e NCOR (co-repressor de receptores nucleares),
que formam um complexo protéico associado as HDACs. Assim, promove uma repressio no
gene por deacetilacdo, que consiste na condensagdo da cromatina, dificultando o acesso de outros
fatores transcricionais ao gene. Com a ligacdo do T3 ao TR, este fator sofre uma alteracdo
conformacional que induz o desligamento do complexo co-repressor e promove a ligacdo de
complexos co-ativadores, como o P/Caf p160 e CPB/p300. Estes complexos apresentam as HAT
(histonas acetilases), que promovem o afrouxamento da cromatina, tornando-a mais acessivel a
diversos fatores de transcri¢do. Esse modelo de acetilacdo e deacetilagdo é o mais descrito para
ativacdo génica envolvendo os TRs (YEN, 2001). Santalucia et al. (2001), demonstraram que
célula co-transfectada com plasmideos que expressam o GLUT4 enhancer (o mesmo utilizado
neste trabalho) e o TRal, ocorre um aumento de 20,9 vezes na atividade CAT, mesmo na
auséncia de hormonio tireoidiano, mostrando que esta isoforma TR atua como um fator
transcricional ativador do GLUT4 independente do hormonio. Vale relembrar que o TRE
encontrado no gene SLC2A4 apresenta uma seqiiéncia diferente da seqiiéncia consenso
(encontrada em outros genes), e tem uma baixa afinidade de ligacdo aos TRs. Especula-se que no
TRE do GLUT4 somente liguem heterodimeros TR (a1 ou B1)-RXR (receptor de 4cido retindico)
(TORRANCE et al., 1997).

Nossos resultados revelaram que a contracdo muscular promove aumento da ligagdo do
TR no gene SLC2A4 em animais ND. Entretanto, aumento desta ligacdo em tecidos de ratos
grupo DS foi observado, o que a principio parece controverso. Porém, o ensaio supershift, nos
mostrou que, ainda que tenha ocorrido um grande aumento da ligacio de fatores ao sitio TRE no
grupo DS(-), a isoforma TRal ndo participou de forma significativa em grande quantidade.

Portanto, podemos afirmar que o aumento da ligacdo observado no grupo DS ndo se da pela
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participacdo da isoforma TRal, podendo ser atribuida ao heterodimero TRB1/RXR, que nio foi
descrito como ativador do gene SLC2A4. Deste modo, o aumento da ligagdo de TRB1 ao TRE
ocuparia este sitio, podendo até inibir a ligacdo de TRal, e assim reprimindo a expressido do gene
SLC2AA4.

No que diz respeito ao aumento da expressdo de TRal no exercicio, Sugizaki et al.
(2011), evidenciaram que apds treinamento de 12 semanas ndo foi observada alteracdo na
expressao de TRal e apenas um discreto aumento na expressao de TRB1, isto em cardiomidcitos
de ratos. Por outro lado, Dieli-Conwright et al. (2010), mostraram que uma série de exercicio
agudo e intenso reduz a expressao do co-repressor de TR, SMRT, em musculo vasto lateral. Estes
dados fortalecem nossos resultados, pois o aumento de ligagdo do TRal ao TRE, somado com a
reducdo da expressdo de um co-inibidor, resultaria no aumento da expressdo génica.

Ainda, € importante destacar que no exercicio hd uma queda na secre¢do dos hormonios
tireoidianos (ROSOLOWSKA-HUSZCZ, 1998), mas ainda assim os fendmenos discutidos
acima estariam favorecendo o momento pds-exercicio, quando a circulagdo de T3 retorna ao
normal, ativando os seus receptores ja ligados no TRE.

Quando tratamos os animais com insulina, a atividade de ligagdo do TR retornou aos
niveis dos controles e a atividade contratil volta a exercer um aumento na ligagdo dos TRs ao
TRE. Estes resultados mostram que a alteragdo observada € restrita ao quadro de diabetes
descompensado.

Resumindo, o nosso estudo indica que o TRal € muito importante na ativagdao do gene
SLC2A4 em misculo séleo de ratos normais, em resposta a contragdo muscular, mesmo na
auséncia do hormodnio tireoidiano. Este efeito € abolido em musculo de animais diabéticos,
apesar de encontrarmos uma maior ligacdo de fatores ao TRE no estado ndo estimulado.

Finalmente, investigamos a participagdo do fator transcricional NF-xB, importante
mediador de resposta inflamatéria. Em todos os grupos experimentais observou-se aumento na
atividade de ligacdo do NF-kB em resposta a contracdo muscular. Aumento da ligagdo do NF-xB
em seu sitio especifico apds uma série de exercicio ja foi descrito (HO et al., 2005). Uma vez que
0 NF-kB ¢ tido como um inibidor da expressdo do GLUT4 (REN et al., 1994), e que na contrag¢do
muscular hd um aumento da expressdo do gene do GLUT4, estes resultados merecem estudos

adicionais para serem melhor compreendidos. De qualquer forma, sabe-se que a contragdo
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muscular gera um processo inflamatério que poderia justificar essa ativacio do NF-xB

(BARNES; KARIN, 1997).

Os resultados referentes aos fatores transcricionais demonstram que a atividade de ligacdo
do MEF2 e do GEF se comporta da mesma maneira que o mRNA e a proteina GLUT4, o que
sugere fortemente que estes fatores estejam diretamente envolvidos na resposta ao estimulo
contrétil nos estados ND e DI. O TRa também parece estar envolvido no aumento do GLUT4 nos
animais ND, e os ensaios supershift deixam claro que este fator ndo participa no aumento de
ligacdo no TRE encontrado no estado diabético, reforcando seu papel ativador de GLUT4. O
papel do TRa na ativacio do gene do GLUT4 em animais DI segue obscuro.

Ja a atividade de ligagdo dos fatores HIF-1a s6 aumenta sob o estimulo contratil nos
animais ND. Porém, em ambos, hd um aumento da ligagdao no estado DS (-), € ndo sofrem
alteragdo sob a atividade contratil neste mesmo grupo. O resultado da expressdo do mRNA do co-
ativador p300 ajuda a entender o aumento da ligagdo do HIF-1a no estado diabético, pois ainda
que ligado ao sitio E-Box, parece que hd uma dificuldade em ativa-lo, por conta da queda de

expressao de seu co-ativador neste estado patofisioldgico.

Em resumo, nossos resultados destacam a participacio do MEF2, GEF e TRal na
ativagdo do gene SLC2A4 induzida pela contracdo muscular em musculo séleo. Este efeito €
completamente abolido em musculo de animais diabéticos descompensado, e recuperado apds
tratamento com insulina. Esses resultados destacam que o beneficio do exercicio fisico para

aumentar o clerance muscular de glicose estd abolido em diabetes descompensado.
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6 CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSAO

O presente trabalho € o primeiro a investigar os problemas na ativacdo do gene SCL2A4
em resposta a contracdo musuclar, causados pelo diabetes mellitus.
Nossos resultados podem ser assim resumidos:
- Em misculo séleo de ratos o estimulo contratil “in vitro” supra-maximo promove o aumento da
expressao do gene SLC2A4.
- As proteinas ativadas pela contragdo muscular, AMPK e CAMKII, aumentam a expressido do
gene SLC2AA4, alterando atividade transcricional relacionada a regido enhancer do promotor do
GLUT4.
- A mutacdo de qualquer um dos 3 dominios da regido enhancer (MEF2, E-Box e TRE) leva a
uma dréstica reducdo da expressdo basal do SLC2A4, mostrando que os 3 dominios sdo de
extrema importancia para a expressao deste gene.
- A mutagdo do sitio de ligacdo do MEF2 abole totalmente as respostas positivas causadas pela
AMPK e principalmente pela CAMKII.
- Estimuladas pelo estimulo contritil, a AMPK e a CAMKII estdo diretamente relacionadas ao
aumento de ligacdo dos fatores transcricionais GEF e MEF2D no promotor do gene SLC2A4.
- A contracdo muscular “in vitro” promove o aumento da atividade de ligacdo de fatores
transcricionais nos sitio de ligacdo do MEF2, no E-Box, no Dominio 1 e no TRE, assim como o
aumento da atividade da enzima AMPK.
- O estado diabético promove um déficit na expressio do mRNA e da proteina GLUT4, que se
correlaciona: com diminuicdo da atividade de ligagdo da proteina MEF2 ao promotor do GLUT4;
com a diminuicdo da expressdao do mRNA de MEF2A, MEF2D, a2AMPK, CAMKII e do p300; e
com o deficiéncia na ativacdo da AMPK e na ativa¢do dos fatores transcricionais MEF2D, GEF e
TRal .
- Apesar de aumento de expressdo e de atividade de ligacdo no estado diabético, o HIF-1a ndo
deve estar ativando transcri¢do do SLC2A4 por diminui¢@o da expressao do seu co-ativador p300
nesse estado.
- O tratamento com insulina recupera os niveis basais de GLUT4, e a capacidade do tecido
muscular em responder positivamente a atividade contrétil. Recupera também a atividade de

ligacdo dos fatores MEF2, GEF e TRal pela atividade contrétil.
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- Apesar de ter sua atividade de ligacdo regulada pela contragdo muscular, o fator transcricional

NF-kB nlo atua de maneira importante na expressao do gene SLC2A4 sob a atividade contrétil.

Com base nos resultados obtidos conclui-se que em musculo séleo de ratos diabéticos a
contracdo muscular ndo aumenta a expressdo do gene SLC2A4, o que envolve reducdo na
atividade dos fatores transcricionais MEF2D, GEF e TRoal. Em células C2C12, a AMPK e a
CAMKII aumentam a transcricdo do SLC2A4, o que depende das regides de ligacio do MEF2D
e do TRal. No diabetes, a contragdo muscular ndo aumenta a atividade da AMPK, reforcando a

participacdo do MEF2D e TRal na perda do efeito da contragcdo sobre o gene SLC2A4.

Este estudo embasa a idéia de que o individuo diabético descompensado ndo obtém

beneficios de uma série de exercicio.
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