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RESUMO

Moraes, PA. A participacdo da proteina cinase mMTOR (mammalian target of
rapamycin) e do fator transcricional NF-xB na regulacdo da expressdao do
GLUT4 em mdasculo soleo de ratos. [tese (Doutorado em Ciéncias)]. Séo Paulo:
Instituto de Ciéncias Biomeédicas, Universidade de S&o Paulo; 2011.

Aumentar a expressdo de GLUT4 nos tecidos insulino-sensiveis em
condicOes de resisténcia a insulina, leva a uma melhora na sensibilidade
insulinica. Esse aumento tem sido considerado como uma possivel medida
terapéutica para doencas como diabetes tipo 2 e obesidade. Assim,
ampliando o conhecimento sobre os mecanismos envolvidos na regulagao
da expressdo de GLUT4, vislumbra-se a possibilidade de controla-lo e
assim, aliviar o quadro de resisténcia insulinica. A insulina regula a
expressdo de GLUT4, porém os mecanismos envolvidos nesta regulacéo
ndo estdo definidos. Em musculo, a captacdo de glicose é realizada pelo
GLUT4, que ¢ codificado pelo gene Slc2a4. Alguns fatores de transcricao e
proteinas cinases estdo relacionados a expressdo desse gene. Assim, 0
objetivo desta pesquisa foi investigar a participacdo dos fatores de
transcricdo MEF2, HIF-1a ¢ NF-kB, e das proteinas cinases mTOR, PI3K e
AKT na regulacdo da expressdo de Slc2a4/GLUT4 induzida pela insulina.
Para isso, musculos séleos de ratos wistar foram incubados em tampédo
Krebs-Henseleit, tratados ou ndo com insulina, wortmanina (inibidor da
P13K), rapamicina (inibidor da mTOR), ML-9 (inibidor da AKT) ou TNF-
a. Nesses tecidos foram avaliados o conteudo das proteinas GLUT4 e
mTOR (Western), o contetdo de mRNA de Slc2a4, NF-xBI, HIF-1a €
MEF2A/C/D (PCR) e a atividade de ligacdo de proteinas nucleares no sitio
de ligacdo de NF-kB, AT-rich element (sitio de ligagdo dos MEfs) e E-Box
(sitio de ligacdo de HIF-1a e MyoD) do promotor do gene Slc2a4 (EMSA).



A insulina aumentou 0 mMRNA do Slc2a4(140%, p<0,001 vs Controle) e a
adicdo de wortmanina ou ML-9 a incubagdo evitou esse aumento
(p<0,001vs Insulina). A insulina ndo alterou 0o MRNA de HIF-1a e MEF2C,
mas aumentou 0 MRNA de MEF2A e MEF2D (70% e 65%, p<0,001 vs
Controle, respectivamente), além de diminuir o mRNA de NF-kB1 (50%,
p<0,001 vs Controle). O aumento do mRNA de MEF2A/D induzido pela
insulina ndo se alterou com a adi¢do de wortmanina ou ML-9 a incubacéo.
A insulina promoveu um aumento da atividade de ligacdo de proteinas
nucleares aos sitios AT-rich element e E-Box (63%, p<0,05 e 95%, p<0,001
vs Controle, respectivamente) do promotor do gene Slc2a4. Esse efeito da
insulina foi bloqueado com a adi¢do de wortmanina ou ML-9 (p<0,001).
Além disso, a insulina diminuiu a atividade de ligacdo de proteinas
nucleares ao sitio de ligagdo do NF-xB (45%, p<0,001). O TNF-a
aumentou (60%, p<0,01) a atividade de ligacdo do NF-xB, o que foi inibido
por insulina. As alteragdes de mRNA do Slc2a4, induzidas pela insulina,
com ou sem wortmanina ou ML-9, foram acompanhadas de variacdes
paralelas na proteina GLUT4. Além disso, a insulina ndo alterou a
expressdo de mTOR e a rapamicina ndo alterou o aumento da proteina
GLUT4 induzido pela insulina. Assim, mostramos que 0 tratamento de
curto prazo com insulina aumentou a expressao Slc2a4/GLUT4 no musculo
soleo de ratos in vitro. Esse efeito envolve: a participacdo da via
PI3K/AKT ativando os fatores de transcricio MEF2A/D e possivelmente
MyoD, e a diminuicdo da expressdo do NFKkB1 e da atividade de ligacédo

no promotor do Slc2a4.

Palavras-chave: GLUT4. Insulina. MEF2. NF-xB. PI3K. AKT.



ABSTRACT

Moraes, PA. Participation of protein kinase mTOR (mammalian target of
rapamycin) and the transcriptional factor NF-xB in regulating the
expression of GLUT4 in soleus muscle of rats. [Thesis (Doctor in Science)]
Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo.

Increase the expression of GLUT4 in insulin-sensitive tissues in
conditions of insulin resistance, leads to an improvement in insulin
sensitivity. So, this is regarded as a possible treatment for diseases such as
type 2 diabetes and obesity. Thus, increasing knowledge about the
mechanisms involved in regulating the expression of GLUT4, sees the
possibility to control it and thereby relieve the context of insulin resistance.
Insulin regulates the expression of GLUT4 protein, but the mechanisms
involved in this regulation are not well defined. In muscle, glucose uptake
by GLUT4 is performed, which is encoded by the gene Slc2a4. Some
transcription factors and protein kinases are related to the expression of this
gene. The objective of this research was to investigate the role of the
transcription factors MEF2, HIF-1la and NF-xB, as well as the protein
kinase mTOR, PI3K and AKT in the regulation of expression of
Slc2a4/GLUT4 induced by insulin in soleus muscle of rats. To this end,
soleus muscles of Wistar rats were incubated in vitro in Krebs-Henseleit
buffer, treated or not with insulin, wortmanina (PI3K inhibitor), rapamycin
(mTOR inhibitor), ML-9 (AKT inhibitor) or TNF -a. In these tissues were
evaluated the GLUT4 and mTOR protein content (Western), the content of
Slc2a4, NF-xB1, HIF-1a and MEF2A/C/D mRNAs (PCR) and the and the
binding activity of protein nuclear in binding site of NF-xB, AT-rich
element (binding site of MEF2) and E-Box (binding site of HIF-1a and
MyoD) in the promoter of the gene Slc2a4 (EMSA). Insulin increased the



MRNA of Slc2a4 (140%, p <0.001 vs. control) and the addition of ML-9 or
wortmanina in the incubation prevented this increase (p <0.001 vs. insulin).
Insulin did not alter the mRNA of HIF-1a and MEF2C, but increased the
MRNA of MEF2A and MEF2D (70% and 65%, p <0.001 vs. control,
respectively), and decrease the mRNA of NF-«kB1 (50%, p <0.001 vs.
control). The increase in MRNA of MEF2A/D induced by insulin did not
change with the addition of ML-9 or wortmanina in the incubation. Insulin
promoted an increased in binding activity of nuclear protein on sites for
AT-rich element and E-Box (63%, p <0.05 and 95%, p <0.001 vs. control,
respectively) of the Slc2a4 gene promoter. This effect of insulin was
blocked by the addition of wortmanina or ML-9 (p <0.001). Moreover,
insulin decreased the binding activity of nuclear protein to the binding site
of NF-xB (45%, p <0.001). TNF-a increased (60%, p <0.01) the binding
activity of NF-xB, which was inhibited by insulin. Changes in Slc2a4
induced by insulin, with or without wortmanina or ML-9, were
accompanied by parallel changes in GLUT4 protein. In addition, insulin
did not alter the expression of mTOR and rapamycin did not alter the
increase in GLUT4 protein induced by insulin. Thus, we show that short-
term treatment with insulin increased the expression Slc2a4/GLUT4 in the
soleus muscle of rats in vitro. These effects involve the participation of the
PI3K/AKT pathway by activating the transcription factors MEF2A/D and
possibly MyoD, and the decreased in NFkBlexpression and binding

activity in Slc2a4 promoter.

Keywords: GLUT4. Insulin. MEF2. NF-kB. PI3K. AKT.
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1 INTRODUCAO

A glicose € a principal fonte energética do organismo e possui um papel
importante no metabolismo e homeostase celular. Muitas células séo
dependentes de um continuo suprimento de glicose como fonte da geracéo de
adenosina tri-fosfato (ATP), o principal substrato energético do organismo
(Gould e Holmann, 1993). No entanto, a bicamada lipidica da membrana
plasmatica das células é impermeavel a moléculas hidrofilicas como a glicose.
Desta forma, o acesso da glicose as células ndo ocorre livremente, ele é
dependente de proteinas transportadoras que deslocam a glicose através da
membrana plasmatica tanto para dentro quanto para fora da célula. Existem dois
tipos de transportadores de glicose, os transportadores de glicose acoplada ao
sodio (SGLT) e os transportadores de glicose por difusdo (GLUT) (Scheepers et
al., 2004).

Existe um importante deslocamento de glicose para dentro da célula
muscular esquelética e adiposa no periodo pos-prandial. Neste periodo, 0
musculo esquelético é o principal territorio envolvido na captacdo de glicose e
no seu armazenamento na forma de glicogénio. Neste processo, o0 transportador
de glicose mais importante e abundante € o GLUT4 e, por isto, é considerado
fundamental na manutencdo da homeostase glicémica (Zorzano et al., 2000). Em
condic¢Oes basais, 0 GLUT4 encontra-se em vesiculas intracelulares, mas sob
estimulo da insulina ou da contragdo muscular, essas vesiculas translocam para a
membrana plasmatica onde se fundem, aumentando a quantidade de GLUT4 na
membrana plasmatica e permitindo agudamente um aumento da captacdo de
glicose (Cortright e Dohm, 1997). Além da translocacédo, o conteudo proteico de
GLUT4 nos tecidos insulino-sensiveis é parte importante do funcionamento

deste mecanismo, pois a eficiéncia do estimulo de translocacédo de GLUT4 é
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altamente relacionada com o conteldo celular de GLUT4 disponiveis para
translocacédo (Ren et al., 1994).

Em algumas doencgas como o diabetes tipo 2 e a obesidade a manutencéo
da homeostase glicémica fica prejudicada. Isso ocorre por problemas
relacionados com a expressdo e translocacdo de GLUT4 nos tecidos insulino-
sensiveis. (Garvey et al., 1998; Shepherd e Kahn., 1999). Nestas doencas, um
quadro de resisténcia insulinica pode se estabelecer e niveis até supra-
fisioldgicos de insulina sdo insuficientes para uma captacdo normal de glicose.
Este quadro € acompanhado ainda por uma intolerancia a glicose e
hiperglicemia que induzem o desenvolvimento de doencas degenerativas
(Bonadonna e De Fronzo, 1991).

Assim, a fim de evitar as complicagbes associadas a essas doencas,
iniciou-se uma série de pesquisas com o objetivo de encontrar abordagens
preventivas ou terapéuticas para a resisténcia insulinica.

Sabe-se que a modificacdo da expressao de GLUT4 nos tecidos insulino-
sensiveis afeta profundamente a acdo da insulina e conseqlientemente, o
metabolismo de glicose (Charron e Katz, 1998). E comum encontrar, por
exemplo, uma diminui¢do no conteddo proteico de GLUT4 no tecido adiposo
nos estados de resisténcia insulinica como a obesidade e diabetes (Garvey et al.,
1991; Shepherd e Kahn., 1999). Entretanto, o masculo esquelético apresenta o
contetdo proteico de GLUT4 muitas vezes preservado nesses estados (Friedman
et al., 1992). Vale salientar que algumas pesquisas encontraram reducdes
minimas no contetido proteico de GLUT4 no musculo esquelético nos estados
de resisténcia insulinica (Dohm et al., 1991), sendo que uma delas encontrou
reducdo apenas no tecido muscular com predominancia de fibras de contragéo
lenta (Gaster et al., 2001). Parece que a diminuicdo da captacdo de glicose no
musculo esquelético em estados de resisténcia insulinica esta mais relacionada
com problemas na translocacdo de GLUT4 para membrana plasmaética do que

com a expressao (Shepherd e Kahn, 1999).
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O conceito de que o contetdo proteico de GLUT4 é importante para a
manutencdo da homeostase glicémica e o fato do tecido muscular muitas vezes
apresentar esse contetdo preservado em condicdes de resisténcia insulinica faz
com que o estudo do contetdo proteico de GLUT4 no musculo esquelético
nessas condicOes pareca antagOnico. Entretanto, o entendimento do papel do
conteudo proteico de GLUT4 na homeostase glicémica ficou evidente com o uso
de animais modificados geneticamente nas pesquisas desta area. Animais
modificados geneticamente para diminuir o conteudo proteico de GLUT4 no
tecido adiposo ou muscular apresentaram resisténcia insulinica, intolerancia a
glicose, diminuicdo da captacdo de glicose basal e estimulada pela insulina
(Abel et al., 2001; Zisman et al., 2000). Ja animais modificados geneticamente
para superexpressar GLUT4 no tecido adiposo ou tecido muscular apresentaram
melhorias na sensibilidade a insulina e maior captacdo de glicose tanto basal
quanto estimulada pela insulina (Shepherd et al., 1993). Interessante notar que
ratos modificados geneticamente para superexpressar GLUT4 tratados com
estreptozotocina, apresentaram uma protecdo parcial contra a hiperglicemia e
resisténcia insulinica em relacdo aos camundongos ndo modificados
geneticamente tratados com a mesma droga (Tozzo et al., 1997).

As melhorias na sensibilidade insulinica ocorrem tanto pela
superexpressdo de GLUT4 no tecido muscular quanto no tecido adiposo. Estudo
com camundongos knockout para GLUT4 no tecido muscular e que
superexpressavam GLUT4 no tecido adiposo mostrou uma resposta glicémica
normal a sobrecarga de glicose, ressaltando a importante participacdo do
GLUT4 no tecido adiposo para a manutencdo do controle glicémico (Carvalho
et al., 2005).

De forma surpreendente, camundongos modificados geneticamente para
diminuir o conteddo proteico de GLUT4 tanto no tecido adiposo como no
muscular, ndo apresentaram agravamento da resisténcia insulinica em relacéo

aos camundongos com baixo contetdo proteico seletivo no tecido adiposo ou no
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muscular. Aparentemente, esses animais desenvolveram  mecanismos
adaptativos como maior utilizacdo de &cidos graxos como fonte energética e
maior captacdo de glicose pelo figado (Kotani et al., 2004).

Outra informagdo importante apresentada em camundongos que
superexpressam GLUT4 € que o aumento deste transportador, per se, induz
maior quantidade de proteina presente na membrana plasmatica em condicGes
basais (Liu et al., 1993). Portanto, parece que a quantidade de proteina
transportadora presente na membrana celular depende fundamentalmente do
contetdo celular total, determinado pelo padréo de expresséo do gene.

As informacdes citadas acima reforcam o papel principal da expressédo do
GLUT4 na regulacdo da sensibilidade a insulina nos tecidos insulino-sensiveis e,
portanto na regulacdo da homeostase glicémica. O desafio que se apresenta de
posse desta informacgdo & conhecer e controlar os mecanismos envolvidos na
regulacdo da expressdo de GLUT4 para que se consiga aumentar o contedo
proteico de GLUT4 nos tecidos insulino-sensiveis em estado de resisténcia
insulinica a fim de melhorar o controle da homeostase glicémica.

E sabido que a expressdo de GLUT4 sofre regulacdo hormonal. O
promotor do gene do Slc2a4 possui um elemento responsivo hormonio tiredideo,
0 TRE, onde se liga o TR-al (Santalucia et al., 2001). O tratamento de ratos
obesos ou diabéticos com o horménio triiodotironina (T3) resultou em aumento
da expressdo de GLUT4 no musculo esquelético (Torrance et al., 1997). O
tratamento por longo periodo com T3 estimulou a expressdo de GLUT4 e a
captacdo de glicose pelo tecido muscular esquelético (Casla et al.,1990;
Weinstein et al., 1994) e o hipotireoidismo € associado com diminuicdo da
expressao de GLUT4 no tecido muscular (Castell6 et al., 1994).

A insulina, tdo importante no controle da homeostase glicémica e na
translocacdo do GLUT4, também estd envolvida no controle da expressao
génica e sintese protéica de GLUT4, embora este controle ainda ndo esteja

claramente estabelecido. Em pesquisa com células adiposas em cultura, a
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insulina diminuiu a expressdo de GLUT4 (Flores-Riveros et al., 1993). Em
situagbes de resisténcia insulinica é comum encontrar um quadro de
hiperinsulinemia e invariavelmente, repressdo da expresséo de GLUT4
(Machado et al., 1993). Entretanto, a insulina também é capaz de aumentar a
expressao de GLUT4. Estudos in vitro e in vivo demonstram claramente um
papel estimulador da expressdo de GLUT4 (Al-Khalili et al., 2005; Hernandez et
al., 2001; Mora e Pessin, 2000; Silva et al., 2005; Yu et al., 2001). Desta forma,
é preciso identificar as situagdes em que a insulina se torna repressora ou
indutora da expressdo de GLUT4 assim como 0s mecanismos envolvidos nesses
processos.

Ja esta bem estabelecido na literatura que a ativacdo da PI3K pela insulina
medeia a translocacdo de GLUT4 para membrana plasmatica. Experimentos que
utilizaram inibidores da PI3K, observaram um grande prejuizo nessa
translocacdo (Cheatham et al., 1994). E sabido que as proteinas cinases podem
regular a transcricdo génica, mas se a PI3K atua como regulador da expressao de
GLUT4 ainda é incerto. Em pesquisa com células adiposas tratadas
cronicamente com insulina, houve um aumento da expressao génica e protéica
de GLUT4. A adicdo de inibidores da PI3K (LY294002 e wortmanina) neste
protocolo, evitou parcialmente a expressdo de GLUT4 (Valverde et al., 1999).

Apos a ativacdo da PI3K pela insulina, uma proteina que pode fazer parte
de uma via que resulte na expressdo de GLUT4 ¢ a AKT. O envolvimento da
AKT na inducdo da expressdo dos transportadores de glicose GLUT1 em
hepatdcitos (Barthel et al., 1999) e GLUT3 no tecido muscular (Hajduch et al.,
1998) ja foi descrito na literatura. Além disso, a inibigdo da AKT pelo ML-9 em
adipdcitos impede o0 aumento da expressdo do MRNA de GLUT4 induzido pela
insulina (Hernandez et al., 2001).

Condicdes de deficiéncia insulinica como o jejum e o diabetes sdo
associadas com um declinio da taxa de sintese protéica em musculo esquelético

(Pain e Garlick, 1974), provavelmente porque a insulina € fundamental para
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manter a sintese protéica no musculo, independentemente da quantidade de
MRNA disponivel (Crozier et al., 2003). Isso ocorre através do controle da
atividade da maquinaria ribossomal de traducéo, por meio da via que envolve a
ativacdo da PI3K (phosphatidylinositol-3 kinase) e posteriormente da mTOR

(quadro 1), aumentando a atividade traducional em geral (Bolster et al., 2004).

Quadrol- Via da PISK/AKT/mTOR

INSULINA

|

PIP3 <— PI3K — mTORRICTOR
\l’ mTORC2

PDK1 —> AKT

!

MTORRAPTOR
mTORC1

4E-BFP1 S6K

o

Sintese Proteica

FONTE: Adaptado de Hresko e Mueckler, 2005.

A via da mTOR esta relacionada com a diferenciacdo e regeneracdo das
celulas musculares (Ge et al., 2009), que sdo processos associados com aumento
do conteddo proteico de GLUT4 (Moreno et al., 2003). Em pesquisa recente,
verificou-se que o treinamento aerobio provocou um aumento do contetdo
proteico de GLUT4 no masculo e que esse aumento coincidiu com maior
ativacdo da via da mTOR (Stuart et al.,2010). Assim, é possivel conjecturar que

a mTOR participe da regulacdo da expressdo da proteina GLUT4, seja por
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efeitos diretos ou indiretos. Talvez, a ativacdo da PI3K pela insulina esteja
envolvida com uma via de sinalizagdo que resulte no aumento da expressao da
proteina GLUT4 e um possivel passo desta via de sinalizacdo seria através da
MTOR.

A mTOR é uma proteina cinase, identificada e clonada em 1994, com alto
peso molecular (289 kDa) com 2549 aminoacidos, membro da familia das
PIKKSs (phosphoinositide-3 kinase related kinase) (Hay e Sonenberge, 2004). A
MTOR possui dois complexos funcionais distintos, o complexo mTOR 1 e 2
(mTORC1, mTORC2 respectivamente), que foram originalmente definidos pela
sua sensibilidade e insensibilidade, respectivamente, a rapamicina. No complexo
formado pela mMTORC1 existe uma proteina chamada raptor (regulatory-
associated protein of mTOR) que medeia a sensibilidade inicial a rapamicina. Ja
no complexo formado pela mMTORC?2, a presenca da proteina rictor (rapamycin-
insensitive companion of mTOR) a torna insensivel a rapamicina. Entretanto, o
tratamento em longo prazo com rapamicina leva a inibicdo da formacao de
MTORC2 (Sarbassov et al., 2006).

A mTOR é uma espécie de central integradora de sinais intra e
extracelulares como fatores de crescimento, horménios, nutrientes, energia e
estresse. Sua funcdo esta associada com o crescimento e desenvolvimento das
células participando dos processos anabolicos e catabdlicos em geral, e,
portanto, considerada elemento chave da chamada via mitogénica. A mTORCL1
estd envolvida com o crescimento celular em resposta ao estimulo anabdlico.
Um estimulo de crescimento é acompanhado pela ativacdo da mTORCI,
resultando em um aumento da capacidade de sintese protéica da célula, por meio
da ativacdo de processos chaves que resultam em aumento da massa, do
tamanho e da proliferacao celular. Os principais efetores da mMTORC1 séo a S6K
(proteina cinase 6) e a 4E-BP1 (4E-binding protein 1) e suas a¢cdes apontam para
maquinaria traducional (Wang e Proud, 2006). J& o complexo da mTORC2

modula a ativacdo da AKT (Tremblay et al., 2005), que est4 envolvida com a
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regulacdo do metabolismo da glicose e lipidios no tecido adiposo, muscular e
hepatico (Whiteman et al., 2002). A ativacdo da AKT passa pela fosforilacdo do
seu residuo Thr-308 pela PDK1 e Ser-473 pela mTORC2 (Alessi et al., 1996).

Outro mecanismo importante para analise é a ativagdo ou inibicdo da
expressdo génica de GLUT4 pela insulina, mediada por fatores transcricionais
que se ligam a elementos responsivos presentes no promotor do gene Slc2a4
(quadro 2). Numa regido do promotor Slc2a4 denominada dominio I e localizada
entre as bases -742 e -712 (Zorzano et al., 2005), encontram-se sitios de ligacao
para os fatores de transcricdo NF1 (nuclear factor 1) e O/E-1 (Olf-1/early B cell
factor). Essa regido medeia uma acao repressora sobre o gene Slc2a4 induzida
pelo AMPc e pela acdo crbnica da insulina (Cooke e Lane, 1998; Cooke e Lane,
1999; Dowell e Cooke, 2002). O fator transcricional GEF (GLUT4 enhancer
factor) também se ancora nessa regido, porém este é descrito como ativador da
transcricdo de GLUT4 (Knight et al., 2003).

Quadro 2: Parte da regido promotora do gene Slc2a4

-742 -712 -531 -444

—>
S o] ST

NF1 GEF AT-rich element: MEF2
O/E-1 E-Box: MyoD e HIF-1a
TRE: TRal
KLF15

FONTE: Adaptado de Zorzano, 2005.

Na regido localizada entre as bases -526 e -412 estd o dominio Il ou
dominio MEF2 (Thai et al., 1998). Entre os pares de base -466 e -457 se
encontra 0 elemento responsivo AT-rich element (Liu et al., 2004). E nesta

regido que os MEF2 (myocite enhancer factors2), descritos como ativadores da
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transcricdo do gene do GLUT4, se ligam (McLean et al., 2000). E numa parte
dessa regido que se encontra o elemento responsivo E-Box. Os fatores de
transcricdo MyoD (Santalucia et al., 2001) e HIF-1a (hypoxia inducible factor-
1o) (Royer et al., 2000) que sdo descritos como ativadores da transcricao de
GLUT4 (Silva et al., 2005) se ligam nessa regido. Proximo a essa regiao
encontram-se os sitios de ligacdo de outros ativadores, o KLF15(Kruppel-like
factor 15) (Gray et al., 2002) e 0 TRal (thyroid hormone receptor alpha-1), este
ultimo parece se ligar com baixa afinidade na sequéncia localizada entre as
bases -457 e -426 (Santalucia et al., 2001).

A familia do fator transcricional MEF2 é composta por 4 isoformas:
MEF2A, MEF2C e MEF2D que sdo expressos em grande quantidade no
musculo esquelético e cardiaco (Brand, 1997), e MEF2B cuja expressdo €
restrita ao periodo embrionario (Morisaki et al, 1997). Os MEFs sdo muito
importantes na diferenciagdo e manutencdo muscular (Ornatsky et al., 1997),
incluindo um papel chave na expressdo de GLUT4 (Thai et al., 1998). Esses
fatores de transcricdo se ligam ao DNA na forma de homodimeros,
heterodimeros ou ainda através de interacdo com outros fatores de transcri¢ao
como GEF (Knight et al., 2003). CondicGes associadas a deficiéncia insulinica
diminuem a atividade de ligacdo do MEF2 ao DNA (Thai et al., 1998). Em
estado basal, MEF2 esté associado com histonas deacetilases classe 2 (HDAC).
Essas proteinas sdo repressoras transcricionais por inibirem o acesso do fator
transcricional ao DNA (McGee e Hardgreaves, 2004). A dissociacdo de
HDAC/MEF2 ocorre quando h& uma fosforilacdo de HDAC (Lu et al., 2000),
liberando o MEF2 para exercer sua atividade transcricional.

Outro fator de transcri¢do envolvido na regulacdo da expressao génica de
GLUT4 pela insulina é o NF-xB (nuclear factor -kappa B). Este é descrito como
um fator transcricional que atua na inibi¢do do gene do GLUT4 (Ruan et al.,
2002). Trata-se de um fator transcricional mediador da atividade de citocinas

inflamatdrias, que regula a expresséo de mais de 150 genes, envolvidos numa
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série de processos celulares. Na forma ativa € um dimero, que pode ser formado
por distintos monémeros pertencentes a familia das proteinas Rel/NF-xB. Essa
familia é constituida por cinco proteinas: p50, p52, p65 (RelA), RelB e c-Rel
que formam véarios homodimeros e heterodimeros, sendo p50/RelA a forma
mais comum. Elas apresentam na regido N-terminal um dominio comum
chamado RHD (Rel-homology domain) com aproximadamente 300 aminoacidos
que e responsavel pela dimerizacdo, ligacdo ao DNA e interacdo com a proteina
inibitéria IkB (Kumar et al., 2004).

A proteina NF-«B esta presente no citoplasma de forma inativa associada
a uma proteina inibidora de NF-xB, a IxkB. A familia IxB de proteinas inclui
IxBa, IkBp, IkBy, IkBe, Bcl-3 e as proteinas precursoras p105 e p100, as formas
mais comuns sdo IkBa e IkBf. A proteina [kB interage com a por¢do amino-
terminal (RHD) das subunidades de NF-xB, inibindo a transloca¢do do fator de
transcri¢do do citoplasma para o nucleo e a ligacdo do NF-kB ao DNA de genes
alvos (Baldwin, 1996).

O NF-kB possui importante papel no controle do sistema imunoldgico e
processos inflamatorios, sua ativacdo ocorre por varios estimulos como:
exposicdo das células a LPS ou citocinas inflamatérias como TNF-a (Tumor
Necrosis Factor-a) ou IL-1 (interleucina-1), infeccdo viral ou expressdo de
certos produtos génicos virais, radiacdo UV, ativacdo dos linfécitos B ou T e por
outros estimulos fisiologicos e nédo fisiologicos (Baldwin, 1996). Assim, apods
estimulo, o complexo IkB cinase (IKK) ¢é ativado. O complexo IKK é formado
por duas subunidades cataliticas IKK-a ¢ IKK-B, além do modulador essencial
NF-xB (NEMO) ou IKK-y. Apds ativacdo, IKK recruta e fosforila IxB em
serina, essa fosforilagdo inicia o processo de degradacdo, desfazendo o
complexo NF-kB/IkB e permitindo a translocagdo do NF-kB para o nicleo com
subsequiente ligacdo em sitios especificos do DNA para regular a transcri¢do de

um grande numero de genes (Li e Verma, 2002).
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Estudos com a ativacdo da PI3K mostram que esta se correlaciona,
dependendo do tipo de tecido, positivamente (Reddy et al., 2000) ou
negativamente (Ajuwon e Spurlock, 2005) com a atividade de ligacdo do NF-
kB. Sendo a PI3K peca chave na cascata de reacdo provocada pela insulina, é
possivel que a esta participe da modulacdo da atividade de ligacdo do fator
transcricional NF-«B.

A possivel repressdo do NF-kB na expressdo do gene do GLUT4 foi
descrita em soOleos de ratos jejuados por 48 horas em pesquisa realizada pelo
nosso laboratorio (Silva et al., 2005). No entanto, ndo foi demonstrado até o
presente momento a ligacdo direta do NF-xB na regido promotora do gene do
GLUT4, embora a regido promotora do gene do GLUT4 possua 2 dominios com

alta homologia as sequéncias de ligacdo do NF-«B ja descritas na literatura.

Em estudo anterior desenvolvido durante o mestrado foi demonstrado que
a insulina in vitro induz aumento do mRNA do GLUT4 com paralela reducdo da
atividade de ligacdo de proteinas nucleares na sequéncia consenso de ligacdo do
NF-kB, a qual ndo se encontra representada em homologia completa com o
promotor do GLUTA4. Além disso, observou-se resposta rapida no aumento da
proteina, o que sugere que este efeito ndo dependia apenas do aumento prévio do
MRNA do GLUT4, mas que ele poderia estar envolvendo também uma resposta
direta no aumento de atividade traducional, dependente de mTOR.
Considerando que a ativacdo da via mitogénica (mTOR) envolve a PI3K, e que a
inibicdo do NF-kB também envolve a PI3K (alvo de controle insulinico), €
possivel conjecturar que a insulina esteja atuando no processo transcricional e

traducional ao mesmo tempo, e assim regulando a expresséo do GLUT4.

Desta forma, este estudo investigou a regulacao induzida pela insulina na
expressdo génica e proteica de GLUT4, assim como a participacdo da mTOR e
do NF-xB neste processo. Para melhor anélise do efeito da insulina foram

utilizados ratos jejuados, pois nessa condicdo existe hd uma diminuicdo da
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atividade da via mitogénica, por reducdo dos subtratos energéticos e reducdo do
estimulo insulinico prévio, favorecendo assim a inducdo de aumento da

expressao “in vitro”.

Ampliando o conhecimento sobre os mecanismos envolvidos na regulagao
da expressao génica e protéica de GLUT4, vislumbra-se a possibilidade futura
de controla-los, contribuindo assim para se corrigir alteracdes de sensibilidade a

insulina que ocorrem na obesidade e / ou diabetes mellitus.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a regulacdo da expressdo do GLUT4 induzida pela insulina em

musculo séleo de ratos.

2.2 Objetivos especificos

Investigar em musculo soleo incubados in vitro:

a) o efeito da insulina na expressdo da proteina GLUT4 (Western blotting) e do
Slc2a4 (RT-PCR);

b) a participacdo da proteina mTOR na regulacdo do conteldo proteico de
GLUT4 por incubacdo com inibidores da via;

C) a participacdo da via inflamatdria ativadora de NF-kB (incubacdo com TNF-
a);

d) o contetdo de mRNA (RT-PCR) e a atividade de ligacdo no promotor do
gene do GLUT4 (EMSA) de fatores de transcricdo potencialmente
envolvidos;

e) a participacdo da PI3K e da AKT (incubacdo com inibidores) e os fatores

transcricionais envolvidos (EMSA) nos efeitos da insulina.



27

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Utilizou-se ratos Wistar machos com dois meses de idade, peso entre 200-
220 g, provenientes do biotério do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP. Os
animais foram mantidos no biotério de experimentacdo do Departamento de
Fisiologia e Biofisica sob condigcdes padronizadas de temperatura (23 + 2 °C) e
ciclo claro/escuro (12/12 horas diarias) e foram submetidos a 48 horas de jejum
antes da retirada dos musculos para o estudo in vitro. Esta pesquisa esta de
acordo com os principios éticos de experimentacdo animal adotado pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado pela Comisséao
de ética em experimentacdo animal (CEEA), protocolo n° 054 nas fls. 57 do

livro 02.

3.2 Incubacéo dos tecidos

Apbs extracdo do musculo séleo dos ratos, os tenddes do musculo foram
fixados em suporte inoxidavel e em seguida incubado por 180 minutos em 25
mL de solucdo Krebs-Henseleit Buffer (KHB), pH de 7,4, acrescida de 0,1% de
albumina sérica bovina (controle), suplementada ou ndo com insulina regular,
wortmanina (inibidor da atividade da PI3K, 100 nM), rapamicina (inibidor da
atividade da mTOR, 25 nM), ML-9 (inibidor da atividade da AKT, 50 uM) e
TNF-a (Tumor Necrosis Factor-a - 25ng/mL), mantida em banho-maria a 37° C
e oxigenada com 95% de O, e 5% de CO,. Durante a incubacdo a solucgéo foi
trocada a cada 45 minutos. Apds o periodo de incubacdo, os tecidos foram

congelados em nitrogénio liquido para andlise posterior.
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3.3 Quantificacdo do mRNA

Para extracdo do RNA total foi utilizado 1mL de Trizol Reagente® (Life
Technologies, Gibco Brl, Gaithersburg, USA) para homogeneizagédo de 0,1g de
tecido. Apds 5 minutos de incubagdo em temperatura ambiente e centrifugacéo a
10.000g por 15 minutos a 4 °C, adicionou-se cloroférmio ao sobrenadante. Apos
10 minutos de incubacdo em temperatura ambiente, a amostra foi centrifugada
10.000g por 15 minutos a 4 °C, adicionou-se isopropanol, seguido de incubacéo
de 10 minutos em temperatura ambiente e centrifugacdo a 10.000g por 15
minutos a 4 °C. O pellet foi lavado com etanol 70% e centrifugado a 10.000g por
15 minutos a 4 °C. Removido o sobrenadante, secou-se o pellet que foi
solubilizado em é&gua tratada com DEPC. A concentracdo de RNA total foi
determinada por leitura espectrofotométrica.

A quantificacdo do mRNA foi realizada por reacdo em cadeia da
polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR) semi-quantitativa conforme
descrito em Silva et al., 2005 e esta sumarizada a seguir.

O RNA total foi extraido das amostras. Eventuais contaminacGes por
DNA gendmico foram evitadas pelo tratamento com DNase, conforme o kit
RQ1 RNAse Free DNase (Promega, Madison, WI, USA). Apoés o tratamento, 0
produto final obtido foi destinado a sintese de DNA complementar (cDNA) pela

reacdo de transcricdo reversa conforme o kit Improm-11™

Reverse Transcriptase
(Promega), com primers Oligo dT (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e
nucleotideos 100mM dNTP Set, PCR Grade (Invitrogen) e agua deionizada
autoclavada.

A amplificacdo dos genes foi feita por RT-PCR conforme o kit GoTag®

DNA Polymerase (Promega). Os seguintes primers foram utilizados:



29

GLUT4
sense: 5°-CCCCTCCAGGGCAAAGGAT-3’
antisense: 5’-TCCTGGAGGGGAACAAGAA-3’

MEF2A
sense: 5’-ATGGGGCGAAAGAAAATACAA-3’
antisense: 5’-GACTGTGACAGACATAGAGAAGTT-3’

MEF2C
sense: 5’-GGCCATGGTACACCGAGTACAACGAGC-3°
antisense: 5’-GGGGATCCCTGTGTTACCTGAACTTGG-3’

MEF2D
sense: 5’-TCTCTGGCACTAAGGACCCC-3’

antisense: 5’-TCCGGCTCTGGGCTGTCACA-3

NF-kB
sense: 5’-CTCAAGAACAGCAAGGCAAGCAC-3’
anti-sense: 5°>-AGAGGTGTCGTCCCATCGTTAGGG-3’

HIF-1a
sense: 5’-CCCATCCATGTGACCATGAGG-3’
antisense: 5’-TCAGCACCAAGCACGTCATAGG-3’

B-actina
sense: 5’-ATG AAG ATC CTG ACC GAG CGT G-3’
antisense: 5’-CTT GCT GAT CCACATCTG CTG G-3°

As amostras foram desnaturadas a 95 °C por 2 minutos e em seguida
foram realizados ciclos de PCR a 95 °C (desnaturacdo) por 30 segundos, a
temperatura de anelamento foi de 56 °C para HIF-/a, 58 °C para Slc2a4, (-
actina e Nf-xkbl, 62 °C para Mef2a, Mef2c e Mef2d, por 30 segundos e 72 °C
(extensdo) por 30 segundos. Em seguida as amostras foram mantidas a 72 °C por
5 minutos e finalmente a 4 °C por tempo indeterminado. Utilizou-se 40 ciclos de
PCR para Slc2a4, 31 ciclos para p-actina, 38 para Nf-xbl, 36 para Hif-1a, 37
para Mef2A, Mef2c e Mef2d.

O produto amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose
contendo brometo de etidio. As imagens foram adquiridas em equipamento de
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fotovideodocumentacdo (UVP Biolmagin System, Upland, CA), onde as bandas
foram visualizadas com iluminacdo UV e quantificadas por densitometria
utilizando o programa Scion Image (Scion Corporation, Frederick, Maryland,
USA).

Os resultados foram expressos em unidades arbitrarias (UA) a partir dos
valores de GLUT4 normalizados pelos respectivos valores de p-actina e

considerando 100 o valor obtido em cada experimento para os controles.

3.4 Quantificacéo da atividade de ligacdo dos fatores transcricionais

A extracdo de proteinas nucleares foi realizada pelo método descrito em
Andrews e Faller (1991). Resumidamente, as amostras sdo trituradas em suporte
de ceramica com nitrogénio liquido, colocadas em 1mL de PBS 1x e
centrifugadas a 1000g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado,
adicionou-se ao pellet 500uL de tampéo de lise e foi mantido a 4 °C por 10
minutos. As amostras foram centrifugadas a 12000g por 30 segundos a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado, 100uL de tampédo de extracdo foi adicionado e
mantido a 4 °C por 20 minutos. Entdo, as amostras foram centrifugadas a
120009 por 2 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi aliquotado e armazenado a -70
°C. A quantificacdo de proteinas nucleares foi realizada pelo método de Lowry
(Lowry et al., 1951).

Para determinar a atividade de ligacdo na regido promotora do gene
GLUT4, utilizou-se as seguintes sondas: para NF-xB (-134/-112) (5°-
GGGTGGGGGCGTGGCCTTTTGG-3’-dupla fita), AT-Rich element: (5°-
TAGGTTCGATCGCTCTAAAAATAACCCTGT-3’ - dupla fita) e E-Box: (5°-
GGGACCTGACATTTGGCGGA-3’-dupla fita). Para a reacéo foi utilizada 250
ng do oligonucleotideo de dupla fita, 2 uL do tampao de enzima, 2 uL. da enzima

fosfatase de camardo (Boehringer Mannhein) e &gua destilada autoclavada até

completar o volume de 20 pL. Incubagdo por 30 minutos a 37 °C e inativacdo da
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reacdo a 65 °C por 15 minutos. O produto entdo foi purificado por meio do Kit
QIAquick Nucleotide Removal (Quiagen, Duesseldorf, Germany.) para posterior
marcacao radioativa.

As sondas foram marcada com y->’P ATP numa solucdo contendo 50ng
do oligonucleotideo, 1uL da enzima T4 PNK (Promega), 4 uL. de Exchange
reaction buffer, 4 uLL de radioativo e 3 puL de agua bidestilada autoclavada. Uma
aliquota do produto (1 pL) foi utilizada para contagem em contador p.

O ensaio de mobilidade eletroforética (Eletrophoretic mobility shift assay
-EMSA) foi realizado através de aliquotas contendo 20 ug de proteinas
nucleares onde foi adicionado 6uL de tampao de ligagao, 1,5 ug de Poli dI-dC, 1
uL de sonda marcada radioativamente (100.000 cpm) e agua bidestilada para
completar o volume em 15 pL. A especificidade da reacdo foi verificada através
de ensaios de competi¢do utilizando sonda competidora fria em excesso (100x
molar).

Para eletroforese foi utilizado um gel de poliacrilamida 4% submetido a
uma pré-corrida a 90 V por 60 minutos a 4 °C em tampao TBE 0,5x. Apos esse
periodo o tampdo foi trocado por um novo e as amostras aplicadas no gel. A
eletroforese ocorre numa voltagem inicial de 90 V durante 30 minutos seguidos
por 150 V durante 2 horas.

Apbs a eletroforese o gel foi transferido para uma folha de papel filtro
Whatman 3MM e secado a vacuo por 75 minutos a 80 °C para em seguida ser
exposto a um filme de RX Hyperfilm® (Amersham, Buckinghamshire, UK) em
cassete a -70 °C por 4 dias.

A intensidade dos “blots” foi avaliada por densitometria Optica,
utilizando-se o programa ImageQuant TL (Amersham) e o resultado numérico
foi expresso em unidades arbitrarias (UA), considerando-se o controle de cada

experimento como 100.
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3.5 Quantificacdo do contetdo proteico de GLUT4

Para extracdo protéica, os tecidos foram homogeneizados no Polytron PT
3000 (KINEMATICA AG, Lucerne, Switzerland) em 20.000rpm durante 30s
em tampéo de homogenizagéo (Tris HCI 10mM, EDTA 1mM, sacarose 250mM)
numa proporcao peso/volume de 1:6. Posteriormente, foi centrifugado a 10009
por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi reservado e o precipitado foi
ressuspenso e centrifugado novamente a 1000g por 10 minutos a 4 °C. Os dois
sobrenadantes foram somados e centrifugados a 41.000g por 75 minutos a 4 °C.
O pellet resultante foi ressuspenso em tampao de homogenizacéo e sonicado até
a sua dissolucao total.

A concentracdo de proteinas das amostras foi determinada pelo método de
Lowry (Lowry et al., 1951). E ap0s determinacdo das concentracdes de proteinas
das amostras, seguiu-se a quantificacdo do conteudo proteico de GLUTA4. Para
isso, utilizou-se o método desenvolvido por Laemmli e modificado por Garfin
(Garfin, 1990) que envolve um sistema de dois géis contiguos, o gel de
empacotamento e o de separacéo.

Aplicou-se 30ug de proteinas totais de cada amostra acrescidas de
Laemmli com 6% de 2-mercaptoetanol no gel de empacotamento com voltagem
constante de 70V até que ocorra a transi¢cdo dos geis para entdo aplicar uma
corrente constante de 65mA por aproximadamente 5 horas.

Realizou-se entdo uma transferéncia eletroforética para uma membrana de
nitrocelulose Hybond™-ECL™ (Amersham) sob corrente constante de 42 mA
durante 16 horas a 4 °C. Apos a transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi
submetida ao procedimento de imunodeteccdo de proteinas especificas, sequido
de quantificacdo por quimioluminescéncia.

Para isso, realizou-se um bloqueio inespecifico da membrana com leite
em pé desnatado 5% diluido em PBS por 1 hora sob agitacdo constante. Seguiu-

se a incubacdo com anticorpo primario especifico anti-GLUT4 (Cat. 07-
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1404/Millipore) diluido em PBS1x/BSA 8% por 3 horas a 37 °C sob agitacéo
constante, seguido de lavagens em solucdo PBS-T para retirada do excesso de
anticorpo primario. Incubou-se com anticorpo secundario com HRP (Horse
Radish Peroxidase) em PBS 1x/BSA 1% por 1 hora sob agitacdo constante e
temperatura ambiente, seguido de novas lavagens de PBS-T para retirada do
excesso de anticorpo secundario.

Incubou-se a membrana com solucédo de detecc¢do por 2 minutos e entao a
membrana foi exposta a um filme de RX Hyperfil (Amersham) por
aproximadamente 5 minutos. O filme foi revelado com solugéo reveladora e
fixadora GBX (Kodak Brasileira, Sdo Paulo, BR).

A intensidade dos “blots” foi avaliada por densitometria Optica e o
resultado foi expresso em unidades arbitrarias (UA) em relacdo a quantidade de
proteina aplicada para a eletroforese e considerando-se o controle de cada

experimento como 100.

3.6 Quantificacédo do contetddo proteico de mTOR

A quantificacdo de mTOR ocorreu de forma semelhante a de GLUT4.
Entretanto, a eletroforese ocorreu no sistema de mini gel Hoefer®, miniVE
Vertical Electrophoresis System (Amersham). Aplicou-se 200ug de proteinas
totais de cada amostra acrescidas de Laemmli e 2-mercaptoetanol. A
eletroforese ocorre com voltagem constante de 75V por aproximadamente 2
horas. Realizou-se entdo uma transferéncia eletroforética para uma membrana de
nitrocelulose Hybond™-ECL™ (Amersham) sob corrente constante de 320mA
durante 2 horas. Apos a transferéncia eletroforética a membrana de nitrocelulose
foi submetida ao procedimento de imunodeteccdo de proteinas especificas,
seguido de quantificacdo por quimioluminescéncia.

Para isso, realizou-se um bloqueio inespecifico da membrana com leite

em po desnatado 5% diluido em TBS-T por 2 horas sob agitagdo constante.
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Seguiu-se a incubacdo com anticorpo primario especifico anti-mTOR
AHO1212 (Invitrogen) diluido em TBS-T com BSA 5% overnight a 4 °C sob
agitacdo constante, seqguido de lavagens em solucdo TBS-T para retirada do
excesso de anticorpo primario. Incubou-se com anticorpo secundario com HRP
(Horse Radish Peroxidase) em TBS-T por 1 hora sob agitacdo constante e
temperatura ambiente, seguido de novas lavagens de TBS-T para retirada do

excesso de anticorpo secundario.

3.7 Analise estatistica dos resultados

Os resultados foram expressos como média £ EPM. A avaliacdo dos
resultados foi realizada através da comparacdo das medias, utilizando o teste-t
de Student ou One-Way ANOVA, com pos-teste quando necessario (Student-
Newman-Keuls). As diferencas entre os grupos foram consideradas significantes
quando P < 0,05.
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RESULTADOS
4.1 Efeito da insulina no contetdo proteico total de GLUT4

A figura 1 retrata o efeito da insulina no conteddo protéico total de
GLUT4 no musculo séleo de ratos nos grupos: incubado por 180 minutos em
solucdo KHB ou adicionado de 1, 10, 50, 100, 500 e 1000 nM de insulina. A
insulina teve seu efeito maximo no contetdo proteico total de GLUT4 entre as
concentracgdes de 10, 50 e 100 nM, com aumento de aproximadamente ~100%
(p<0,001) em relacdo ao controle e ainda 40 e 50% (p<0,05) em relacédo as

concentracdes de 1 e 1000 nM, respectivamente.

Figural - Efeito da insulina no contetdo proteico total de GLUT4
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Anélise por Western Blotting do conteudo protéico total de GLUT4 no musculo séleo incubado por
180 minutos em solugdo KHB (Puro) ou adicionada de 1, 10, 50, 100, 500 e 1000 nM de insulina. No
alto, imagem tipica dos blots referentes ao GLUT4. Os resultados estdo expressos em unidades
arbitrarias (UA) por pg de proteina e foram corrigidos em relagdo ao controle. Os valores sdo média +
E.P.M. de 6 animais por grupo. **p<0,01 e ***p<0,001 vs Puro; §p<0,01 vs 1 nM, #p<0,05 vs 1000
nM, One-Way ANOVA com Student-Newman-Keuls.

FONTE: Moraes, 2011.
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4.2 Efeito da wortmanina, ML-9 e rapamicina no contetudo proteico total de
GLUT4

A figura 2 retrata o efeito da wortmanina e/ou insulina no conteudo
proteico total de GLUT4 no masculo séleo incubado por 180 minutos nos
diferentes grupos. A wortmanina provocou uma diminui¢cdo no contetdo
proteico total de GLUT4 de 27% (p<0,05) em relagdo ao controle e de 87%
(p<0,001) em relacdo ao grupo tratado com insulina. A adicdo de insulina
aumentou em 32% (p<0,05) o contetdo proteico de GLUT4 entre 0s grupos

tratados com wortmanina.

Figura 2 - Efeito da wortmanina no contetdo proteico total de GLUT4
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Anélise por Western Blotting do contetido proteico total de GLUT4 no musculo séleo incubado por
180 minutos em solugdo KHB (Puro), adicionada de wortmanina (100 nM), wortmanina + insulina e
somente insulina (15 nM). No alto, imagem tipica dos blots referentes ao GLUT4. Os resultados estdo
expressos em unidades arbitrarias (UA) por ug de proteina e foram corrigidos em relagdo ao controle.
Os valores sdo média = E.P.M. de 5 animais por grupo. Algumas comparagdes entre 0S grupos ndo
foram mostradas. *p<0,05 e ***p<0,001 vs Puro; #p<0,05 vs Wort; §88§p<0,001 vs Wort+Insulina.
One-Way ANOVA com Student-Newman-Keuls.

FONTE: Moraes, 2011.
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A figura 3 retrata o efeito da ML-9 retrata e/ou insulina no conteudo
proteico total de GLUT4 no masculo séleo incubado por 180 minutos nos
diferentes grupos. A ML-9 provocou uma diminuicdo no contetdo proteico total
de GLUT4 de 21% (p<0,05) em relagdo ao controle e de 66% (p<0,001) em
relacdo ao grupo tratado com insulina. A adicéo de insulina aumentou em 45%

(p<0,05) o conteudo proteico de GLUT4 entre os grupos tratados com ML-9.

Figura 3 - Efeito da ML-9 no conteudo proteico total de GLUT4
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Analise por Western Blotting do contetdo proteico total de GLUT4 no musculo séleo
incubado por 180 minutos em solu¢do KHB (Puro), adicionada de ML-9 (50 uM), ML-9 +
insulina e somente insulina (15 nM). No alto, imagem tipica dos blots referentes ao GLUT4.
Os resultados estdo expressos em unidades arbitrarias (UA) por pg de proteina e foram
corrigidos em relacdo ao controle. Os valores sdo média = E.P.M. de 5 animais por grupo.
Algumas comparacdes entre os grupos ndo foram mostradas. *p<0,05 e *** p<0,001 vs Puro;
8p<0,05 vs ML-9; One-Way ANOVA com Student-Newman-Keuls.

FONTE: Moraes, 2011.



38

A figura 4 retrata o efeito da rapamicina no contetdo proteico total de
GLUT4 no masculo séleo incubado por 180 minutos em solugdo KHB
adicionada ou ndo com insulina (15 nM). Observa-se que a rapamicina (25nM)
ndo alterou o contetdo proteico total de GLUT4, tanto na auséncia como na

presenca da insulina.

Figura 4 - Efeito da rapamicina no conteudo proteico total de GLUT4
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Anélise por Western Blotting do conteddo proteico total de GLUT4 no masculo séleo
incubado por 180 minutos em solu¢cdo KHB (Puro), adicionada de rapamicina (Rapa),
rapamicina + insulina (Rapa + Ins) e somente insulina. No alto, imagem tipica dos blots
referentes a0 GLUTA4. Os resultados estéo expressos em unidades arbitrarias (UA) por pg de
proteina e foram corrigidos em relacdo ao controle. Os valores sdo média + E.P.M. de 5
animais por grupo. ***p<0,001 vs Puro; §88p<0,001 vs Rapa. One-Way ANOVA com
Student-Newman-Keuls.

FONTE: Moraes, 2011.
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4.3 Efeito da insulina no conteudo proteico de mTOR

A figura 5 retrata o efeito da insulina no contetido proteico de mTOR no
musculo soleo incubado por 180 minutos em solugdo KHB acrescida ou néo de
15 nM de insulina. A incubacdo com insulina ndo alterou a expressao de mTOR

em relagdo a incubagcdo com tampao puro.

Figura 5 - Efeito da insulina no conteudo proteico de mTOR
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Analise por Western Blotting do contetido proteico de mTOR no musculo s6leo incubado por
180 minutos em solugdo KHB (Puro) e adicionada de 15 nM de insulina. No alto, imagem
tipica dos blots referentes a mTOR. Os resultados estdo expressos em unidades arbitrarias
(UA) por pg de proteina e foram corrigidos em relacdo ao controle. Os valores sdo média +
E.P.M. de 5 animais por grupo.

FONTE: Moraes, 2011.



40

4.4 Efeito do TNF-a no conteudo proteico total de GLUT4

A figura 6 retrata o efeito do TNF-a no conteudo proteico total de GLUT4
no muasculo séleo de ratos incubados por 180 minutos em solugdo KHB
adicionado ou ndo de TNF-a (25ng/mL) ¢/ou insulina (15 nM). A adicédo de
TNF-a resultou em uma diminuig¢do da proteina GLUT4 de 33% (p<0,01) em

tampé&o puro e de 25% (p<0,05) na presenca de insulina.

Figura 6 - Efeito do TNF-a no contetudo proteico total de GLUT4
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Andlise por Western Blotting do contetdo proteico total de GLUT4 no musculo séleo
incubado por 180 minutos em solugdo KHB (Puro), adicionada de TNF-o, TNF-a + insulina
(TNF-a + Ins) e somente insulina. No alto, imagem tipica dos blots referentes ao GLUT4. Os
resultados estdo expressos em unidades arbitrarias (UA) por ug de proteina e foram corrigidos
em relagdo ao controle. Os valores sdo média + E.P.M. de 5 animais por grupo. Algumas
comparagOes entre os grupos ndo foram mostradas. **p<0,01 e ***p<0,001 vs Puro; 88§
p<0,001 vs TNF-a; #p<0,05 vs Insulina, One-Way ANOVA com Student-Newman-Keuls.
FONTE: Moraes, 2011.
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4.5 Efeito da insulina na expressao do mRNA de GLUT4

A figura 7 retrata a andlise da expressdo do mRNA de GLUT4 em
musculo soleo incubado por 180 minutos em solugdo KHB pura ou na presenca
de insulina. Verificou-se que musculos incubados em solucdo KHB acrescida de
3,75, 7,5 e 15 nM de insulina aumentaram a expressdo do mRNA de GLUT4 em
34%(p<0,05), 70% (p<0,001) e 140% (p<0,001) respectivamente, em relacdo ao
incubado em solucdo KHB pura. Os resultados sugerem tratar-se de um efeito

dose-dependente.

Figura 7 - Efeito da insulina na expressdao do mRNA de GLUT4
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Anélise por RT-PCR semi-quantitativo do contetido do mRNA de GLUT4 no musculo séleo incubado
por 180 minutos em solugcdo KHB (Puro), adicionada de 3,25, 7,5 e 15 nM de insulina. No alto,
imagem tipica dos blots referentes a0 mRNA de GLUT4 e da B-actina. Os resultados estdo expressos
em unidades arbitrarias (UA) e foram corrigidos pela expressdo de B-actina. Os valores sdo média +
E.P.M. de 5 animais por grupo. *p<0,05 e ***p<0,001 vs Puro; §<0,05 e §88§ p<0,001 vs 3,25 nM e
#p<0,001 vs 7,5 nM, One-Way ANOVA com Student-Newman-Keuls.

FONTE: Moraes, 2011.
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4.6 Efeito da wortmanina ou ML-9 na expressdo do mRNA de GLUT4 induzida

pela insulina

A figura 8 retrata a andlise da expressdo do mRNA de GLUT4 em
musculo so6leo incubado por 180 minutos em solucdo KHB pura ou na presenca
de insulina, adicionada ou ndo de wortmanina e ML-9. Verificou-se que tanto a
adicdo da wortmanina quanto da ML-9 impediu 0 aumento da expressdo do
MRNA de GLUT4 induzido pela insulina.

Figura 8 - Efeito da wortmanina e ML-9 na expressao do mRNA de GLUT4
induzido pela insulina
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Anélise por RT-PCR semi-quantitativo do contedido do mRNA de GLUT4 no musculo séleo incubado
por 180 minutos em solugdo KHB ou tratada com 15 nM de insulina e adicionada ou ndo de
wortmanina (100 nM) e ML-9 (50 uM). No alto, imagem tipica dos blots referentes ao mRNA de
GLUT4 e da B-actina. Os resultados estdo expressos em unidades arbitrarias (UA) e foram corrigidos
pela expressdao de B-actina. Os valores sdo média + E.P.M. de 5 animais por grupo. ***p<0,001 vs
Puro; 8§88 p<0,001 vs Insulina, One-Way ANOVA com Student-Newman-Keuls.

FONTE: Moraes, 2011.
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4.7 Efeito da insulina na expresséao do mRNA de HIF-1a e Mef2a/c/d

A figura 9 retrata a analise da expressao do mRNA de HIF-1la em
musculo soleo incubado por 180 minutos em solugcdo KHB pura ou acrescida de
3,75, 7,5 e 15 nM de insulina. Nao houve diferenca significativa na expresséo do
MRNA de HIF-1a entre os grupos (p>0,05).

Figura 9 - Efeito da insulina na expresséo do mRNA de HIF-1a
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Analise por RT-PCR semi-quantitativo do conteitdo do mRNA de HIF-1a no musculo séleo
incubado por 180 minutos em solu¢cdo KHB (Puro), adicionada de 3,75, 7,5 e 15 nM de
insulina. No alto, imagem tipica dos blots referentes ao mMRNA de HIF-1a e da B-actina. Os
resultados estdo expressos em unidades arbitrarias (UA) e foram corrigidos pela expressdo de

B-actina. Os valores sdo média + E.P.M. de 5 animais por grupo. One-Way ANOVA.
FONTE: Moraes, 2011.
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A figura 10 retrata a analise da expressdo do mRNA de Mef2a em
musculo soleo incubado por 180 minutos em solugcdo KHB pura ou acrescida de
insulina. Verificou-se que na presenca de 3,75, 7,5 e 15 nM de insulina a
expressao do mRNA de MEF2A aumentou semelhantemente em ~70%%
(p<0,001).

Figura 10 - Efeito da insulina na expressdo do mRNA de Mef2a
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Anadlise por RT-PCR semi-quantitativo do conteldo do mRNA de MEF2A no musculo séleo
incubado por 180 minutos em solu¢cdo KHB (Puro), adicionada de 3,75, 7,5 e 15 nM de
insulina. No alto, imagem tipica dos blots referentes ao mRNA de MEF2A e da B-actina. Os
resultados estdo expressos em unidades arbitrarias (UA) e foram corrigidos pela expressdo de
B-actina. Os valores sdo média £ E.P.M. de 5 animais por grupo. ***p<0,001 vs Puro; One-
Way ANOVA com Student-Newman-Keuls.

FONTE: Moraes, 2011.
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A figura 11 retrata a analise da expressdo do mRNA de Mef2c em
musculo so6leo incubado por 180 minutos em solugcdo KHB pura ou acrescida de
insulina. N&o houve diferenca significativa na expressdéo do mRNA de MEF2C

entre os grupos (p>0,05).

Figura 11 - Efeito da insulina na expressdo do mRNA de Mef2c
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Analise por RT-PCR semi-quantitativo do conteudo do mRNA de Mef2c no musculo séleo
incubado por 180 minutos em solu¢cdo KHB (Puro), adicionada de 3,25, 7,5 e 15 nM de
insulina. No alto, imagem tipica dos blots referentes ao mRNA de MEF2C ¢ da B-actina. Os
resultados estdo expressos em unidades arbitrarias (UA) e foram corrigidos pela expressdo de

B-actina. Os valores sdo média + E.P.M. de 5 animais por grupo. One-Way ANOVA.
FONTE: Moraes, 2011.
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A figura 12 retrata a analise da expressao do mRNA de Mef2d em
musculo soleo incubado por 180 minutos em solugcdo KHB pura ou acrescida de
insulina. Verificou-se que na presenca de insulina 0 mMRNA do Mef2d aumentou

~65%, independentemente da concentracdo de insulina.

Figura 12 - Efeito da insulina na expressdo do mRNA de Mef2d
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Andlise por RT-PCR semi-quantitativo do conteido do mRNA de Mef2d no musculo séleo
incubado por 180 minutos em solucdo KHB (Puro), adicionada de 3,25, 7,5 e 15 nM de
insulina. No alto, imagem tipica dos blots referentes a0 mRNA de MEF2D e da B-actina. Os
resultados estdo expressos em unidades arbitrarias (UA) e foram corrigidos pela expressao de
B-actina. Os valores sdo média + E.P.M. de 5 animais por grupo. ***p<0,001 vs P; One-Way
ANOVA com Student-Newman-Keuls.

FONTE: Moraes, 2011.
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4.8 Efeito da wortmanina ou ML-9 na expressdo do mRNA de Mef2a e Mef2d

induzida pela insulina

A figura 13 retrata a analise da expressdo do mRNA de Mef2a (A) e
Mef2d (B) em musculo séleo incubado por 180 minutos em solucdo KHB pura
ou na presenca de insulina, adicionada ou ndo de wortmanina e ML-9.
Verificou-se que tanto a adi¢cdo da wortmanina quanto da ML-9 néo alterou o

aumento da expressdo do mRNA de GLUT4 induzido pela insulina.

Figura 13 - Efeito da wortmanina ou ML-9 na expressdo do mRNA de Mef2a e

Mef2d induzida pela insulina
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Anélise por RT-PCR semi-quantitativo do contetdo do mRNA de Mef2a (A) e Mef2d (B) no mdsculo
soleo incubado por 180 minutos em solugdo KHB ou tratada com 15 nM de insulina e adicionada ou
ndo de wortmanina e ML-9. No alto, imagem tipica dos blots referentes ao mMRNA de Mef2 e da B-
actina. Os resultados estdo expressos em unidades arbitrarias (UA) e foram corrigidos pela expressao
de B-actina. Os valores sdo média £ E.P.M. de 5 animais por grupo. ***p<0,001 vs Puro; One-Way
ANOVA com Student-Newman-Keuls.

FONTE: Moraes, 2011.
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4.9 Efeito da insulina na expresséo do mRNA de NF-xB1

A figura 14 retrata a analise da expressdédo do mMRNA de NF-kB1 em
musculo s6leo incubado por 180 minutos em solucdo KHB pura ou acrescida de
insulina. Verificou-se que o musculo incubado na presenca de insulina diminuiu
a expressao do mRNA de Nf-xb1l em ~50% (p<0,001).

Figura 14: Efeito da insulina na expressdao do mRNA de Nf-xbl
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Andlise por RT-PCR semi-quantitativo do conteido do mRNA de NF-«B no musculo séleo
incubado por 180 minutos em solu¢cdo KHB (Puro), adicionada de 3,25, 7,5 e 15 nM de
insulina. No alto, imagem tipica dos blots referentes a0 mMRNA de NF-kB e da -actina. Os
resultados estdo expressos em unidades arbitrarias (UA) e foram corrigidos pela expressao de
B-actina. Os valores sdo media + E.P.M. de 5 animais por grupo. ***p<0,001 vs Puro; One-
Way ANOVA com Student-Newman-Keuls.

FONTE: Moraes, 2011.
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4.10 Efeito da insulina na atividade de ligacdo ao AT-rich element

A figura 15 retrata a atividade de ligacdo de proteinas nucleares no
elemento responsivo AT-rich element (sitio de ligacdo de MEF2) do promotor
do GLUT4, em musculo séleo incubado por 180 minutos em solucdo KHB pura
ou acrescida de 15 nM de insulina. Verificou-se que a adigdo de insulina

aumentou a atividade de ligacdo em 63% (p<0,05).
Figura 15: Efeito da insulina na atividade de ligagdo ao AT-rich element
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Analise por EMSA da atividade de ligacdo de proteinas nucleares ao elemento responsivo AT-
rich element no musculo séleo incubado por 180 minutos em solugdo KHB pura (-) e
adicionada de 15 nM de insulina (+). Ao lado, imagem tipica dos blots referentes ao
complexo AT-rich/proteina. Os valores sdo média + E.P.M. de 5 animais por grupo. *p<0,05
vs Puro. Teste-t de Student.

FONTE: Moraes, 2011.
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4.11 Efeito da wortmanina e ML-9 na atividade de ligacéo ao AT-rich element

indizida pela insulina

A figura 16 retrata a atividade de ligacdo de proteinas nucleares no
elemento responsivo AT-rich element (sitio de ligacdo de MEF2) do promotor
do GLUT4, em musculo séleo incubado por 180 minutos em solucdo KHB pura
ou tratada com 15 nM de insulina, adicionado ou ndo de wortmanina e ML-9.
Verificou-se que a adicdo de wortmanina diminuiu a atividade de ligacdo em
42% (p<0,05) em relacdo ao controle e ainda em 35% em rela¢do ao ML-9, que

evitou o efeito da insulina na atividade de ligacao.

Figura 16: Efeito da wortmanina e ML-9 na atividade de ligacdo ao AT-rich

element induzida pela insulina
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Anélise por EMSA da atividade de ligacdo de proteinas nucleares ao elemento responsivo AT-
rich element no muasculo séleo incubado por 180 minutos em solugdo KHB pura no musculo
soleo ou tratada com 15 nM de insulina e adicionada ou ndo de wortmanina e ML-9. Ao lado,
imagem tipica dos blots referentes ao complexo AT-rich/proteina. Os valores sdao média +
E.P.M. de 5 animais por grupo. *p<0,05, ***p<0,001 vs Puro, 888p<0,001 vs Insulina;
#p<0,05 vs ML-9. One-Way ANOVA com Student-Newman-Keuls.

FONTE: Moraes, 2011.
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4.12 Efeito da insulina na atividade de ligacdo ao E-Box

A figura 17 retrata a atividade de ligacdo de proteinas nucleares ao
elemento responsivo E-Box do promotor do GLUT4 em musculo soleo incubado
por 180 minutos em solu¢cdo KHB pura ou acrescida de 15 nM de insulina.
Observa-se que a insulina aumentou a atividade de ligagcdo ao E-Box em 95%
(p<0,001).

Figura 17: Efeito da insulina na atividade de ligacéo ao E-Box
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Anélise por EMSA da atividade de ligacdo de proteinas nucleares ao dominio E-Box no
musculo soleo incubado por 180 minutos em solucdo KHB pura (-) e adicionada de 15 nM de
insulina (+). Ao lado, imagem tipica dos blots referentes ao complexo E-Box/proteina. Os

valores sdo média £ E.P.M. de 5 animais por grupo. ***p<0,001 vs Puro. Test-t de Student.
FONTE: Moraes, 2011.
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4.13 Efeito da wortmanina ou ML-9 na atividade de ligacéo ao E-Box

A figura 18 retrata a atividade de ligacdo de proteinas nucleares ao
elemento responsivo E-Box do promotor do GLUT4 em masculo séleo incubado
por 180 minutos em solugdo KHB pura ou tratado com 15 nM de insulina,
adicionado ou ndo de wortmanina e ML-9. Observa-se que o0 aumento da
atividade de ligacdo ao E-Box provocada pela insulina, foi evitado tanto na

presenca de wortmanina quanto ML-9.

Figura 18: Efeito da wortmanina ou ML-9 na atividade de ligacdo ao E-Box
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Anélise por EMSA da atividade de ligacdo de proteinas nucleares ao dominio E-Box no
musculo séleo incubado por 180 minutos em solu¢cdo KHB pura ou tratado com 15 nM de
insulina, adicionado ou ndo de wortmanina e ML-9. Ao lado, imagem tipica dos blots
referentes ao complexo E-Box/proteina. Os valores sdo média £ E.P.M. de 5 animais por

grupo. ***p<0,001 vs Puro. One-Way ANOVA com Student-Newman-Keuls.
FONTE: Moraes, 2011.
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4.14 Efeito da insulina na atividade de ligagdo do NF-kB

A figura 19 retrata a atividade de ligacdo de proteinas nucleares no sitio
de ligacdo do fator de transcricdo NF-«B na regido promotora do gene GLUT4
em musculo s6leo incubado por 180 minutos em solu¢do KHB pura ou acrescida
de insulina. Observa-se que independentemente da concentracdo de insulina a

atividade de ligacdo diminuiu em ~45% (p<0,001).

Figura 19: Efeito da insulina na atividade de ligagédo do NF-kB
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Analise por EMSA da atividade de ligacdo de proteinas nucleares no sitio de ligacdo do NF-
kB na regido promotora do gene GLUT4 do musculo s6leo incubado por 180 minutos em
solucdo KHB pura (P), adicionada de 3,25, 7,5 e 15 nM de insulina. Ao lado, imagem tipica
dos blots referentes a atividade de ligacdo. Os valores séo média + E.P.M. de 5 animais por
grupo. ***p<0,001 vs Puro. One-Way ANOVA com Student-Newman-Keuls.

FONTE: Moraes, 2011.
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4.15 Efeito do TNF-a na atividade de liga¢do de NF-xB

A figura 20 retrata o efeito do TNF-a na atividade de ligagao de proteinas
nucleares no sitio de ligacdo do fator de transcricdo NF-xB na regido promotora
do gene GLUT4 em musculo séleo incubado por 180 minutos em solucdo KHB
pura ou acrescida de insulina. Observou-se que o TNF-o aumentou a atividade
de ligacdo do fator transcricional NF-kB ao gene do GLUT4 em ~60%, tanto na

auséncia como na presencga de insulina.

Figura 20: Efeito do TNF-a na atividade de ligagdo de NF-xB
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Anélise por EMSA da atividade de ligacdo no sitio de NF-xB na regido promotora do gene
GLUT4 do musculo séleo incubado por 180 minutos em solu¢cdo KHB (Puro), adicionada de
TNF-a (25ng/mL), TNF-o + insulina (TNF-a + Ins) e somente com insulina. Ao lado,
imagem tipica dos blots referentes a atividade de ligacdo. Os valores sdo média + E.P.M. de 5
animais por grupo. **p<0,01 vs Puro; 88 p<0,01 e & p<0,001 vs TNF-a; ## p<0,01 vs TNF-a
+ Ins. One-Way ANOVA com Student-Newman-Keuls.

FONTE: Moraes, 2011.
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5 DISCUSSAO

A insulina € um importante regulador da expressdo de GLUT4, entretanto,
a influéncia de inimeras alterages metabolico-hormonais observadas in vivo
ndo permitiu, até 0 momento, que se defina claramente esse papel. Além disso, a
semelhanca do que ocorre com outras acfes da insulina, é possivel que os efeitos
da hiperinsulinemia cronica sejam distintos dos efeitos rapidos consequentes as
elevacgdes de insulina intermitentes que ocorrem ao longo do dia. O isolamento
dessas variaveis metabdlico-hormonais através da pesquisa in vitro e em curto
prazo € um caminho para determinar os efeitos fisiologicos diretos da insulina
na regulacdo da expressao do GLUT4. Poucos estudos existem com estas
abordagens, e a maioria em linhagens celulares, principalmente em adipocitos
3T3L1. Considerando o papel chave do tecido muscular na homeostase
glicémica, o presente estudo buscou investigar a expressao do GLUT4 neste
tecido, in vitro e durante curto prazo, buscando determinar o papel da insulina
na manutencéo da expressdo do GLUT4.

Neste estudo, em musculo so6leo in vitro a insulina promoveu aumento do
contetdo proteico total de GLUT4. A regulacdo da expressdo de GLUT4 pela
insulina tem mostrado resultados conflitantes, com efeito, ora indutor, ora
repressor (Al-Khalili et al., 2005; Flores-Riveros et al., 1993; Koivisto et al.,
1991; Yu et al., 2001). O tratamento com insulina por curto periodo resultou em
um efeito indutor na expressdo de GLUT4 (Yu et al., 2001), enquanto por longo
periodo, um efeito repressor (Koivisto et al., 1991). Além disso, concentracdes
maiores que a utilizada em nossos estudos mostraram um efeito repressor da
insulina na expressdo de GLUT4 (Flores-Riveros et al., 1993). Estudo realizado,
in vivo em ratos diabéticos tratados com insulina, observou que o tratamento
com 3 Ul/dia de insulina durante uma semana promoveu aumento do contetdo

proteico total de GLUT4 no musculo esquelético desses ratos, alcangando niveis
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similares aos de ratos ndo diabéticos. Entretanto, o tratamento com 9U/dia de
insulina ndo promoveu aumento no conteudo proteico de GLUT4 no musculo
esquelético de ratos diabéticos, mantendo niveis similares aos ratos diabéticos
que ndo foram tratados (Okamoto et al., 2011). Esses dados confirmam que
diferencas no tempo de exposicao e na concentracdo do horménio influenciam o
efeito da insulina na expressaio de GLUT4, determinando resultados
aparentemente conflitantes.

Em nosso estudo, a PI3K se mostrou como uma reguladora da expressédo
de GLUT4 induzida pela insulina. A presenca de wortmanina na incubacéo
reduziu a expressao da proteina GLUT4 no tampdo puro e evitou parte do efeito
indutor da insulina na expressao de GLUT4. A reducdo do GLUT4 em tampéo
puro adicionado com wortmanina indica que a PI3K medeia um efeito
estimulador da expressédo de GLUT4 independente da insulina ou que a inibigédo
da PI3K ative algum inibidor da expressdo de GLUT4. De fato, algumas
pesquisas apontam que a inibicdo da PI3K pode ativar a via do NF-xB, um
repressor da expressao de GLUT4 (Hu, 2009).  Na presenca de wortmanina
0s niveis do contetdo proteico de GLUT4 induzido pela insulina foram maiores
que o observado em tampédo somente com o inibidor, indicando que a insulina
tem um efeito indutor na expressdao de GLUT4 que ¢ parcialmente dependente
da PI3K. Esse efeito parcial da PI3K também foi observado em pesquisa com
adipocitos (Valverde et al., 1999). Deve-se ressaltar que esse resultado
encontrado em adipdcitos, ndo era suficiente para indicar o mesmo efeito em
tecido muscular, visto que o efeito da insulina na expressdo de GLUT4 tem sido
descrita como tecido-especifica. Em pesquisa recente, o tratamento crénico de
ratos diabéticos com 9U/dia de insulina por uma semana nao alterou a expressao
de GLUT4 no musculo, porém o contetdo proteico de GLUT4 no tecido

adiposo aumentou (Okamoto et al., 2011).
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Deve-se destacar o fato de que a grande reducdo do efeito da insulina pelo
inibidor, evidencia que a ativacdo da PI3K por esse hormdnio € um passo chave
na determinacéo do efeito da insulina sobre a expressao de GLUT4.

A AKT ¢ ativada a jusante da PI3K, é ativada pela insulina e sua inibicéo
cronica esta associada com diminuicdo na expressdo do mRNA de GLUT4 em
adipécitos (Hernandez, 2001). Em nosso estudo, a inibicdo da AKT pelo ML-9,
levou a diminuicdo da expressdo protéica de GLUTA4. Esses resultados reforgcam
a participacdo da via PI3K/AKT na regulacdo da expressao de GLUTA4.
Entretanto, 0 mecanismo pelo qual a AKT modula a expressdo de GLUT4 ainda
é incerto. Um possivel passo nesta via de sinalizacdo apos ativacdo da via
PIBK/AKT seria a ativacdo da mTOR. Entretanto, a presenca de rapamicina
(inibidor da mTOR) néo alterou o efeito da insulina no contetdo proteico de
GLUT4 no musculo soleo. Além disso, a insulina ndo alterou o conteudo
proteico de mTOR no masculo. Estes resultados refutaram nossa hipotese de um
efeito traducional da insulina, via mTOR, pelo menos nas condi¢Ges estudadas.
Semelhante, aos nossos resultados, a auséncia de efeito da rapamicina na
expressdo de GLUT4 ja foi observada em adipécitos (Taha et al., 1999;
Valverde et al., 1999).

Em consonancia com os efeitos no conteudo da proteina GLUT4, a
insulina promoveu aumento na expressao do mMRNA de GLUT4, o que também
foi inibido tanto por wortmanina como por ML-9. Esses resultados indicam que,
nas condi¢cbes experimentais estudadas, o efeito da insulina na estimulacdo da
expressdo de GLUT4, mediado por PISBK/AKT, é transcricional. Assim, de posse
desta informacdo, esta pesquisa passou a focar em provaveis mecanismos
transcricionais que estivessem associados com o aumento da expressdo do
MRNA de GLUTA4. Vérios fatores de transcricdo que poderiam estar envolvidos
com este aumento foram investigados.

A hipoxia é ativadora do fator transcricional HIF-1a e ja foi descrita como

capaz de promover um aumento da expressdo de GLUT4 (Royer et al., 2000).
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Pesquisa realizada em nosso laboratorio demonstrou a participacdo do HIF-1a
no aumento de expressdo de GLUT4 induzido pela contragdo muscular in vitro
(Silva et al.,2005). No presente estudo, a incubacdo dos masculos ndo alterou a
expressdo do mRNA de HIF-1a, sugerindo que ndo houve diferenca significativa
no suprimento de oxigénio aos tecidos durante a incubacao, ou seja, manteve-se
um estado de normoxia (Huang et al., 1998).

Entretanto, embora a expressio do mRNA de HIF-1la ndo tenha se
alterado, o ensaio de gel shift mostrou um aumento na atividade de ligacédo de
proteinas nucleares no elemento responsivo E-Box, dominio em que se ligam
tanto HIF-1a quanto MyoD. Considerando que a expressdao do HIF-1a ndo se
alterou, o que e um marcador da atividade de ligacdo do préprio fator,
provavelmente o aumento da atividade de ligacdo ao E-Box induzido pela
insulina foi devido a ativacdo do MyoD, tambem, reconhecido como indutores
da transcricdo do gene de GLUT4.

Outros fatores transcricionais que poderiam estar envolvidos neste
aumento da expressao génica de GLUT4 sdo os MEF2s. A insulina ndo alterou a
expressdo do mMRNA de MEF2C. O MEF2C aumenta a expressao de GLUT4 na
presenca de seu co-ativador PGC1l-a, coativador transcricional de PPAR-y
(Michael et al., 2001). Em ratos diabéticos insulino-deficientes foi relatada uma
diminuicdo na expressdo génica de MEF2C, a qual ndo foi suficiente para
diminuir seu contetdo proteico (Mora e Pessin, 2000). Nossos resultados
indicam que MEF2C néo tem participacdo no aumento da expressdo de GLUT4
induzido por insulina em musculo.

Entretanto, a insulina aumentou a expressao do mRNA das isoformas
MEF2A e MEF2D. Esse resultado indicou uma possivel participacao deste fator
transcricional na regulacdo da expressdao génica de GLUT4. Essa possibilidade
ficou ainda mais evidente com o aumento provocado pela insulina na atividade
de ligacdo de proteinas nucleares ao elemento responsivo AT-rich element, onde

0 MEF2 se liga. Essa relagéo entre a insulina, MEF2A/D e inducdo da expressao
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de GLUT4 é bem documentada na literatura. Animais diabéticos insulino-
deficientes apresentam uma diminuicdo na expressdo génica de MEF2A,
acompanhada de diminui¢do do contetudo proteico e da atividade de ligacdo de
proteinas nucleares ao elemento responsivo para MEF2 (Mora e Pessin, 2000).
Vale salientar que usualmente MEF2A heterodimeriza com MEF2D para
interagir com seu elemento responsivo no promotor dos genes alvos, incluindo o
do GLUT4 (Mora e Pessin, 2000). Além dos efeitos diretos de MEF2A e
MEF2D, outras interacGes destes fatores tém sido relacionadas ao controle da
expressdo de GLUT4. Um fator que interage com MEF2A e aumenta a
expressdo de GLUT4 é o KLF15 (Gray et al., 2002), e portanto, ndo podemos
descartar a participacdo dessas interagdes, junto com o aumento da ligacdo de
MEF2 no estimulo transcricional do gene do GLUT4.

Uma davida corrente € como a insulina leva a um aumento da atividade de
ligacdo de MEF2 ao gene Slc2a4. A adicdo de wortmanina e ML-9 néo
alteraram 0 aumento da expressdo génica de MEF2A e MEF2D induzida pela
insulina. 1sso sugere que outra via de sinalizacdo induzida pela insulina que néo
a da PI3K/AKT estaria envolvida nesta regulacdo. Entretanto, a adicdo desses
inibidores evitou o aumento, induzido pela insulina, da atividade de ligacdo de
proteinas ao elemento responsivo AT-rich element do promotor do Slc2a4. Esses
resultados indicam que a insulina ativa a via da PI3K/AKT e que essa via regula
a atividade de ligacdo de MEF2A/D ao promotor do gene Slc2a4 para aumentar
a expressaio de mMRNA de GLUT4. Pesquisa com neurbnios ja havia
demonstrado que IGF-1 depende da via da PI3K/AKT para ativar MEF2
(Wiedmann et al., 2005).

Existe importante interacdo, promovendo efeito sinérgico, entre MEF2A,
MyoD e TRal na ativagdo da expressao de GLUT4. (Santalucia et al., 2001).
Assim, estendemos a investigacdo ao efeito da insulina na atividade de ligacéo
ao sitio E-Box do promotor do gene Slc2a4, onde HIF-la e MyoD ligam.

Inicialmente, verificamos que a insulina promoveu um aumento na atividade de
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ligacdo de proteina nucleares ao sitio E-Box do promotor do gene Slc2a4.
Levando-se em consideracdo que em condi¢cbes de normoxia o HIF-1a fica
inativo, é possivel conjecturar a participacdo o MyoD nesta regulacéo.

Outro possivel mecanismo envolvido no controle da insulina sobre a
expressdo de GLUT4 envolve o fator transcricional NF-xB que tem sido
proposto como um inibidor da expressdo de GLUT4. Estudos realizados em
nosso laboratdrio ja sugeriram que a insulina in vitro diminui a expressdo génica
e atividade de ligacdo do fator transcricional NF-kB (Silva et al., 2005).
Entretanto, nesse estudo utilizou-se uma sonda representando um sitio consenso
de ligacdo do NF-kB ao DNA, cuja sequéncia de bases ndo esta presente no
promotor do GLUT4, o que nédo permite, de fato, confirmar a ligacdo do NF-xB
no promotor do gene GLUT4. No presente estudo, utilizou-se uma sonda de NF-
kB com sequéncia especifica da regido do promotor do GLUT4, com alta
homologia aos dominios consenso, agora sim demonstrando pela primeira vez a
ligacdo de proteinas nucleares neste potencial dominio de ligacdo do NF-kB na
regido promotora do gene do GLUT4.

Nas condi¢Ges aqui estudadas a insulina atuou diminuindo a expresséo do
MRNA do NF-«B e a atividade de ligacdo no gene do GLUT4. Sendo o NF-xB
um repressor da atividade transcricional do GLUT4, esses resultados indicam
uma “desrepressdo” da atividade transcricional, favorecendo o aumento da
expressdo génica de GLUT4 induzido pela insulina.

O controle transcricional do NF-kB sobre os genes alvo depende de uma
via que envolve IKK-a, reponsavel pela fosforilagdo de IkB, 0 que da inicio ao
processo de ubiquitinacdo e degradacdo do IkB e consequente ativacdo e
migracdo nuclear do NF-kB. Neste sentido, j& foi descrito que o silenciamneto
de IKK-a, reduzindo a atividade do NF-xB resultou em um aumento no
conteudo proteico de GLUT4 em adipdcitos (Tang et al., 2005).

Quanto a participacdo da insulina na via do NF-kB, ja foi proposto gque a

insulina aumenta a expresséo do IkB, o inibidor de NF-«kB e assim, teria uma
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acdo inibidora da atividade de ligagdo do NF-kB ao DNA tanto in vivo
(Dandona et al., 2001) como in vitro (Aljada et al., 2001).

Além disso, pesquisas em obesos tratados com tiazolinedionas (Ghanim et
al., 2001, Mohanty et al., 2004) e sulfoniluréias (Schiekofer et al., 2003), que
induzem aumento da sensibilidade a insulina, ja evidenciaram inibicdo do NF-
kB via aumento da expressdo de IkB. Essa modulacgdo pela insulina indica uma
atividade anti-inflamatéria do hormonio (Aljada et al., 2001). Vale lembrar que
na obesidade associada a resisténcia insulinica, ja foi descrita a ativacdo da via
IKK/NF-kB (Cai et al.,, 2005), ativacdo esta que foi relacionada a maior
expressao da citocina TNF-a (Kern e Ranganathan, 2001) cujos efeitos sdo
mediados pelo NF-xB.

Uma vez que TNF-a esta relacionado com aumento da expressao e
atividade de NF-xB, foi investigado o efeito desta citocina em musculos
incubados. Verificou-se que na presenca de TNF-a a atividade de ligacdo do
NF-kB no gene do GLUT4 aumentou e a adi¢do de insulina reduziu o aumento
da atividade de ligacdo induzida pelo TNF-a. Com essa informagdo, 0 passo
seguinte foi verificar se esse processo acarretaria em alguma mudanga na
expressdo de GLUT4 no musculo séleo. A incubacdo do musculo com TNF-a na
presenca de insulina levou a uma reducéo do conteudo proteico total de GLUT4,
efeito este que também ocorreu no tampdo puro. Entretanto, na presenca de
insulina, o efeito inibitorio do TNF-a ndo chegou aos niveis observados em
tampdo com TNF-a, fica evidente que parte dos efeitos da insulina independe
desta via. A participacdo do NF-«xB ja havia sido proposta em outras pesquisas
(Ruan et al., 2002; Silva et al., 2005; Stephens et al., 1997), podendo representar
0 elo entre o processo inflamatério causado pela obesidade e a resisténcia

insulinica (Furuya et al., 2010).
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6 CONCLUSOES

Baseado em nossos objetivos, os principais resultados apresentados acima
estdo resumidos na figura abaixo.

Os resultados obtidos evidenciaram que o tratamento de curto prazo com
insulina aumentou a expressdo de Slc2a4/GLUT4 em musculo soleo de ratos in
vitro. Entre 0s mecanismos envolvidos nessa regulacdo, revelou-se a
participacdo da via da PISBK/AKT que parece ativar os fatores transcricionais
MEF2 e MyoD para aumentar a expressdo do Slc2a4. A expressao de HIF-1a,
ndo se alterou com o estimulo insulinico, indicando que este, ndo participa da
regulacdo observada e revelando uma condicdo de normoxia nas condigdes
experimentais utilizadas.

O fator transcricional NF-xB teve sua expressao e atividade inibidas pela
insulina, 0 que contribuiu para o aumento da expressao do Slc2a4/GLUT4,
efeito este que foi confirmado na presenca de TNF-a. Finalmente, a proteina
cinase MTOR néo teve efeito significativo na regulacdo da expressédo da proteina
GLUT4. Esses resultados estdo resumidos no quadro 3.

Em resumo, os resultados indicam que a insulina é capaz de estimular
direta e rapidamente a expressdo do gene Slc2a4, in vitro, o que se reflete em
aumento do contetdo da proteina GLUT4. Este efeito é parcialmente mediado
pela via PI3K/AKT, e envolve a ativacdo de MEF2A/D e a inibigdo do NF-«B.



Quadro3 - Efeito da insulina na expressao do Slc2a4/GLUT4
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PI3K
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AKT
\/ v N
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7
l Naio altera
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t GLUT4

Fonte: Moraes, 2011.
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