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RESUMO 

 

Moraes, PA. A participação da proteína cinase mTOR (mammalian target of 
rapamycin) e do fator transcricional NF-κB na regulação da expressão do GLUT4 em 
músculo sóleo de ratos. [tese (Doutorado em Ciências)]. São Paulo: Instituto de 
Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2011. 
 

Aumentar a expressão de GLUT4 nos tecidos insulino-sensíveis em 

condições de resistência à insulina, leva a uma melhora na sensibilidade 

insulínica. Esse aumento tem sido considerado como uma possível medida 

terapêutica para doenças como diabetes tipo 2 e obesidade. Assim, ampliando o 

conhecimento sobre os mecanismos envolvidos na regulação da expressão de 

GLUT4, vislumbra-se a possibilidade de controlá-lo e assim, aliviar o quadro de 

resistência insulínica. A insulina regula a expressão de GLUT4, porém os 

mecanismos envolvidos nesta regulação não estão definidos. Em músculo, a 

captação de glicose é realizada pelo GLUT4, que é codificado pelo gene Slc2a4. 

Alguns fatores de transcrição e proteínas cinases estão relacionados à expressão 

desse gene. Assim, o objetivo desta pesquisa foi investigar a participação dos 

fatores de transcrição MEF2, HIF-1α e NF-κB, e das proteínas cinases mTOR, 

PI3K e AKT na regulação da expressão de Slc2a4/GLUT4 induzida pela 

insulina. Para isso, músculos sóleos de ratos wistar foram incubados em tampão 

Krebs-Henseleit, tratados ou não com insulina, wortmanina (inibidor da PI3K), 

rapamicina (inibidor da mTOR), ML-9 (inibidor da AKT) ou TNF-α. Nesses 

tecidos foram avaliados o conteúdo das proteínas GLUT4 e mTOR (Western), o 

conteúdo de mRNA de Slc2a4, NF-κB1, HIF-1α e MEF2A/C/D (PCR) e a 

atividade de ligação de proteínas nucleares no sítio de ligação de NF-κB, AT-

rich element (sítio de ligação dos MEfs) e E-Box (sítio de ligação de HIF-1α e 

MyoD) do promotor do gene Slc2a4 (EMSA). A insulina aumentou o mRNA do 

Slc2a4(140%, p<0,001 vs Controle) e a adição de wortmanina ou ML-9 à 



incubação evitou esse aumento (p<0,001vs Insulina). A insulina não alterou o 

mRNA de HIF-1a e MEF2C, mas aumentou o mRNA de MEF2A e MEF2D 

(70% e 65%, p<0,001 vs Controle, respectivamente), além de diminuir o mRNA 

de NF-κB1 (50%, p<0,001 vs Controle). O aumento do mRNA de MEF2A/D 

induzido pela insulina não se alterou com a adição de wortmanina ou ML-9 à 

incubação. A insulina promoveu um aumento da atividade de ligação de 

proteínas nucleares aos sítios 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 adição de wortmanina ou ML-9 (p<0,001). 

Além disso, a insulina diminuiu a atividade de ligação de proteínas nucleares ao 

sítio de ligação do NF-κB (45%, p<0,001). O TNF-α aumentou (60%, p<0,01) a 

atividade de ligação do NF-κB, o que foi inibido por insulina. As alterações de 

mRNA do Slc2a4, induzidas pela insulina, com ou sem wortmanina ou ML-9, 

foram acompanhadas de variações paralelas na proteína GLUT4. Além disso, a 

insulina não alterou a expressão de mTOR e a rapamicina não alterou o aumento 

da proteína GLUT4 induzido pela insulina. Assim, mostramos que o tratamento 

de curto prazo com insulina aumentou a expressão Slc2a4/GLUT4 no músculo 

sóleo de ratos in vitro. Esse efeito envolve: a participação da via PI3K/AKT 

ativando os fatores de transcrição MEF2A/D e possivelmente MyoD,  e a 

diminuição da expressão do NFkB1 e da atividade de ligação no promotor do 

Slc2a4. 
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ABSTRACT 

 

Moraes, PA. Participation of protein kinase mTOR (mammalian target of 
rapamycin) and the transcriptional factor NF-κB in regulating the expression of 
GLUT4 in soleus muscle of rats. [Thesis (Doctor in Science)] São Paulo: 
Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São 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-1α and NF-κB, 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 -α. In these tissues were evaluated the GLUT4 and mTOR 

protein content (Western), the content of Slc2a4, NF-κB1, HIF-1α and 

MEF2A/C/D mRNAs (PCR) and the and the binding activity of protein nuclear 

in binding site of NF-κB, AT-rich element (binding site of MEF2) and E-Box 

(binding site of HIF-1α 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-κB1 (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-κB (45%, p <0.001). TNF-α increased (60%, p 

<0.01) the binding activity of NF-κB, 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 NFkB1expression and binding activity in Slc2a4 promoter. 

 

Keywords: GLUT4. Insulin. MEF2. NF-κB. PI3K. AKT. 

 

 

 

 

 

 



 

1 INTRODUÇÃO 
 

A glicose é a principal fonte energética do organismo e possui um papel 

importante no metabolismo e homeostase celular. Muitas células são 

dependentes de um contínuo suprimento de glicose como fonte da geração de 

adenosina tri-fosfato (ATP), o principal substrato energético do organismo 

(Gould e Holmann, 1993). No entanto, a bicamada lipídica da membrana 

plasmática das células é impermeável a moléculas hidrofílicas como a glicose. 

Desta forma, o acesso da glicose as células não ocorre livremente, ele é 

dependente de proteínas transportadoras que deslocam a glicose através da 

membrana plasmática tanto para dentro quanto para fora da célula. Existem dois 

tipos de transportadores de glicose, os transportadores de glicose acoplada ao 

sódio (SGLT) e os transportadores de glicose por difusão (GLUT) (Scheepers et 

al., 2004). 

 Existe um importante deslocamento de glicose para dentro da célula 

muscular esquelética e adiposa no período pós-prandial. Neste período, o 

músculo esquelético é o principal território envolvido na captação de glicose e 

no seu armazenamento na forma de glicogênio. Neste processo, o transportador 

de glicose mais importante e abundante é o GLUT4 e, por isto, é considerado 

fundamental na manutenção da homeostase glicêmica (Zorzano et al., 2000). Em 

condições basais, o GLUT4 encontra-se em vesículas intracelulares, mas sob 

estímulo da insulina ou da contração muscular, essas vesículas translocam para a 

membrana plasmática onde se fundem, aumentando a quantidade de GLUT4 na 

membrana plasmática e permitindo agudamente um aumento da captação de 

glicose (Cortright e Dohm, 1997). Além da translocação, o conteúdo proteico de 

GLUT4 nos tecidos insulino-sensíveis é parte importante do funcionamento 

deste mecanismo, pois a eficiência do estímulo de translocação de GLUT4 é 



altamente relacionada com o conteúdo celular de GLUT4 disponíveis para 

translocação (Ren et al., 1994). 

Em algumas doenças como o diabetes tipo 2 e a obesidade a manutenção 

da homeostase glicêmica fica prejudicada. Isso ocorre por problemas 

relacionados com a expressão e translocação de GLUT4 nos tecidos insulino-

sensíveis. (Garvey et al., 1998; Shepherd e Kahn., 1999). Nestas doenças, um 

quadro de resistência insulínica pode se estabelecer e níveis até supra-

fisiológicos de insulina são insuficientes para uma captação normal de glicose. 

Este quadro é acompanhado ainda por uma intolerância a glicose e 

hiperglicemia que induzem o desenvolvimento de doenças degenerativas 

(Bonadonna e De Fronzo, 1991).  

Assim, a fim de evitar as complicações associadas a essas doenças, 

iniciou-se uma série de pesquisas com o objetivo de encontrar abordagens 

preventivas ou terapêuticas para a resistência insulínica. 

 Sabe-se que a modificação da expressão de GLUT4 nos tecidos insulino-

sensíveis afeta profundamente a ação da insulina e conseqüentemente, o 

metabolismo de glicose (Charron e Katz, 1998). É comum encontrar, por 

exemplo, uma diminuição no conteúdo proteico de GLUT4 no tecido adiposo 

nos estados de resistência insulínica como a obesidade e diabetes (Garvey et al., 

1991; Shepherd e Kahn., 1999). Entretanto, o músculo esquelético apresenta o 

conteúdo proteico de GLUT4 muitas vezes preservado nesses estados (Friedman 

et al., 1992). Vale salientar que algumas pesquisas encontraram reduções 

mínimas no conteúdo proteico de GLUT4 no músculo esquelético nos estados 

de resistência insulínica (Dohm et al., 1991), sendo que uma delas encontrou 

redução apenas no tecido muscular com predominância de fibras de contração 

lenta (Gaster et al., 2001). Parece que a diminuição da captação de glicose no 

músculo esquelético em estados de resistência insulínica está mais relacionada 

com problemas na translocação de GLUT4 para membrana plasmática do que 

com a expressão (Shepherd e Kahn, 1999). 



 O conceito de que o conteúdo proteico de GLUT4 é importante para a 

manutenção da homeostase glicêmica e o fato do tecido muscular muitas vezes 

apresentar esse conteúdo preservado em condições de resistência insulínica faz 

com que o estudo do conteúdo proteico de GLUT4 no músculo esquelético 

nessas condições pareça antagônico. Entretanto, o entendimento do papel do 

conteúdo proteico de GLUT4 na homeostase glicêmica ficou evidente com o uso 

de animais modificados geneticamente nas pesquisas desta área. Animais 

modificados geneticamente para diminuir o conteúdo proteico de GLUT4 no 

tecido adiposo ou muscular apresentaram resistência insulínica, intolerância a 

glicose, diminuição da captação de glicose basal e estimulada pela insulina 

(Abel et al., 2001; Zisman et al., 2000). Já animais modificados geneticamente 

para superexpressar GLUT4 no tecido adiposo ou tecido muscular apresentaram 

melhorias na sensibilidade à insulina e maior captação 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 proteção parcial contra a hiperglicemia e 

resistência insulínica em relação aos camundongos não modificados 

geneticamente tratados com a mesma droga (Tozzo et al., 1997). 

 As melhorias na sensibilidade insulínica ocorrem tanto pela 

superexpressão 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 glicêmica 

normal à sobrecarga de glicose, ressaltando a importante participação do 

GLUT4 no tecido adiposo para a manutenção do controle glicêmico (Carvalho 

et al., 2005). 

 De forma surpreendente, camundongos modificados geneticamente para 

diminuir o conteúdo proteico de GLUT4 tanto no tecido adiposo como no 

muscular, não apresentaram agravamento da resistência insulínica em relação 

aos camundongos com baixo conteúdo proteico seletivo no tecido adiposo ou no 



muscular. Aparentemente, esses animais desenvolveram mecanismos 

adaptativos como maior utilização de ácidos graxos como fonte energética e 

maior captação de glicose pelo fígado (Kotani et al., 2004). 

 Outra informação importante apresentada em camundongos que 

superexpressam GLUT4 é que o aumento deste transportador, per se, induz 

maior quantidade de proteína presente na membrana plasmática em condições 

basais (Liu et al., 1993 ). Portanto, parece que a quantidade de proteína 

transportadora presente na membrana celular depende fundamentalmente do 

conteúdo celular total, determinado pelo padrão de expressão do gene. 

 As informações citadas acima reforçam o papel principal da expressão do 

GLUT4 na regulação da sensibilidade à insulina nos tecidos insulino-sensíveis e, 

portanto na regulação da homeostase glicêmica. O desafio que se apresenta de 

posse desta informação é conhecer e controlar os mecanismos envolvidos na 

regulação da expressão de GLUT4 para que se consiga aumentar o conteúdo 

proteico de GLUT4 nos tecidos insulino-sensíveis em estado de resistência 

insulínica a fim de melhorar o controle da homeostase glicêmica. 

É sabido que a expressão de GLUT4 sofre regulação hormonal. O 

promotor do gene do Slc2a4 possui um elemento responsivo hormônio tireóideo, 

o TRE, onde se liga o TR-α1 (Santalucia et al., 2001). O tratamento de ratos 

obesos ou diabéticos com o hormônio triiodotironina (T3) resultou em aumento 

da expressão de GLUT4 no músculo esquelético (Torrance et al., 1997). O 

tratamento por longo período com T3 estimulou a expressão de GLUT4 e a 

captação de glicose pelo tecido muscular esquelético (Casla et al.,1990; 

Weinstein et al., 1994) e o hipotireoidismo é associado com diminuição da 

expressão de GLUT4 no tecido muscular (Castelló et al., 1994). 

A insulina, tão importante no controle da homeostase glicêmica e na 

translocação do GLUT4, também está envolvida no controle da expressão 

gênica e síntese protéica de GLUT4, embora este controle ainda não esteja 

claramente estabelecido. Em pesquisa com células adiposas em cultura, a 



insulina diminuiu a expressão de GLUT4 (Flores-Riveros et al., 1993). Em 

situações de resistência insulínica é comum encontrar um quadro de 

hiperinsulinemia e invariavelmente, repressão da expressão de GLUT4 

(Machado et al., 1993). Entretanto, a insulina também é capaz de aumentar a 

expressão de GLUT4. Estudos in vitro e in vivo demonstram claramente um 

papel estimulador da expressão 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 situações em que a insulina se torna repressora ou 

indutora da expressão de GLUT4 assim como os mecanismos envolvidos nesses 

processos. 

Já está bem estabelecido na literatura que a ativação da PI3K pela insulina 

medeia a translocação de GLUT4 para membrana plasmática. Experimentos que 

utilizaram inibidores da PI3K, observaram um grande prejuízo nessa 

translocação (Cheatham et al., 1994). É sabido que as proteínas cinases podem 

regular a transcrição gênica, mas se a PI3K atua como regulador da expressão de 

GLUT4 ainda é incerto. Em pesquisa com células adiposas tratadas 

cronicamente com insulina, houve um aumento da expressão gênica e protéica 

de GLUT4. A adição de inibidores da PI3K (LY294002 e wortmanina) neste 

protocolo, evitou parcialmente a expressão de GLUT4 (Valverde et al., 1999). 

Após a ativação da PI3K pela insulina, uma proteína que pode fazer parte 

de uma via que resulte na expressão de GLUT4 é a AKT. O envolvimento da 

AKT na indução da expressão dos transportadores de glicose GLUT1 em 

hepatócitos (Barthel et al., 1999) e GLUT3 no tecido muscular (Hajduch et al., 

1998) já foi descrito na literatura. Além disso, a inibição da AKT pelo ML-9 em 

adipócitos impede o aumento da expressão do mRNA de GLUT4 induzido pela 

insulina (Hernandez et al., 2001). 

Condições de deficiência insulínica como o jejum e o diabetes são 

associadas com um declínio da taxa de síntese protéica em músculo esquelético 

(Pain e Garlick, 1974), provavelmente porque a insulina é fundamental para 



manter a síntese protéica no músculo, independentemente da quantidade de 

mRNA disponível (Crozier et al., 2003). Isso ocorre através do controle da 

atividade da maquinaria ribossomal de tradução, por meio da via que envolve a 

ativação da PI3K (phosphatidylinositol-3 kinase) e posteriormente da mTOR 

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

 

Quadro1- Via da PI3K/AKT/mTOR 

 
FONTE: Adaptado de Hresko e Mueckler, 2005. 

 

A via da mTOR está relacionada com a diferenciação e regeneração das 

células musculares (Ge et al., 2009), que são processos associados com aumento 

do conteúdo proteico de GLUT4 (Moreno et al., 2003). Em pesquisa recente, 

verificou-se que o treinamento aeróbio provocou um aumento do conteúdo 

proteico de GLUT4 no músculo e que esse aumento coincidiu com maior 

ativação da via da mTOR (Stuart et al.,2010). Assim, é possível conjecturar que 

a mTOR participe da regulação da expressão da proteína GLUT4, seja por 



efeitos diretos ou indiretos. Talvez, a ativação da PI3K pela insulina esteja 

envolvida com uma via de sinalização que resulte no aumento da expressão da 

proteína GLUT4 e um possível passo desta via de sinalização seria através da 

mTOR.  

A mTOR é uma proteína cinase, identificada e clonada em 1994, com alto 

peso molecular (289 kDa) com 2549 aminoácidos, membro da família das 

PIKKs (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, à rapamicina. No complexo 

formado pela mTORC1 existe uma proteína chamada raptor (regulatory-

associated protein of mTOR) que medeia a sensibilidade inicial à rapamicina. Já 

no complexo formado pela mTORC2, a presença da proteína rictor (rapamycin-

insensitive companion of mTOR) a torna insensível à rapamicina. Entretanto, o 

tratamento em longo prazo com rapamicina leva a inibição da formação de 

mTORC2 (Sarbassov et al., 2006). 

A mTOR é uma espécie de central integradora de sinais intra e 

extracelulares como fatores de crescimento, hormônios, nutrientes, energia e 

estresse. Sua função está associada com o crescimento e desenvolvimento das 

células participando dos processos anabólicos e catabólicos em geral, e, 

portanto, considerada elemento chave da chamada via mitogênica. A mTORC1 

está envolvida com o crescimento celular em resposta ao estímulo anabólico. 

Um estímulo de crescimento é acompanhado pela ativação da mTORC1, 

resultando em um aumento da capacidade de síntese protéica da célula, por meio 

da ativação de processos chaves que resultam em aumento da massa, do 

tamanho e da proliferação celular. Os principais efetores da mTORC1 são a S6K 

(proteína cinase 6) e a 4E-BP1 (4E-binding protein 1) e suas ações apontam para 

maquinaria traducional (Wang e Proud, 2006). Já o complexo da mTORC2 

modula a ativação da AKT (Tremblay et al., 2005), que está envolvida com a 



regulação do metabolismo da glicose e lipídios no tecido adiposo, muscular e 

hepático (Whiteman et al., 2002). A ativação da AKT passa pela fosforilação do 

seu resíduo Thr-308 pela PDK1 e Ser-473 pela mTORC2 (Alessi et al., 1996).  

Outro mecanismo importante para análise é a ativação ou inibição da 

expressão gênica de GLUT4 pela insulina, mediada por fatores transcricionais 

que se ligam a elementos responsivos presentes no promotor do gene Slc2a4 

(quadro 2). Numa região do promotor Slc2a4 denominada domínio I e localizada 

entre as bases -742 e -712 (Zorzano et al., 2005), encontram-se sítios de ligação 

para os fatores de transcrição NF1 (nuclear factor 1) e O/E-1 (Olf-1/early B cell 

factor). Essa região medeia uma ação repressora sobre o gene Slc2a4 induzida 

pelo AMPc e pela ação crônica 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 região, porém este é descrito como ativador da 

transcrição de GLUT4 (Knight et al., 2003).  

Quadro 2: Parte da região promotora do gene Slc2a4 

 
FONTE: Adaptado de Zorzano, 2005. 

 

Na região localizada entre as bases -526 e -412 está o domínio II ou 

domínio MEF2 (Thai et al., 1998). Entre os pares de base -466 e -457 se 

encontra o elemento responsivo AT-rich element (Liu et al., 2004). É nesta 

região que os MEF2 (myocite enhancer factors2), descritos como ativadores da 



transcrição do gene do GLUT4, se ligam (McLean et al., 2000). É numa parte 

dessa região que se encontra o elemento responsivo E-Box. Os fatores de 

transcrição MyoD (Santalucia et al., 2001) e HIF-1α (hypoxia inducible factor- 

1α) (Royer et al., 2000) que são descritos como ativadores da transcrição de 

GLUT4 (Silva et al., 2005) se ligam nessa região. Próximo a essa região 

encontram-se os sítios de ligação de outros ativadores, o KLF15(Krüppel-like 

factor 15) (Gray et al., 2002) e o TRα1 (thyroid hormone receptor alpha-1), este 

último parece se ligar com baixa afinidade na seqüência localizada entre as 

bases -457 e -426 (Santalucia et al., 2001). 

A família do fator transcricional MEF2 é composta por 4 isoformas: 

MEF2A, MEF2C e MEF2D que são expressos em grande quantidade no 

músculo esquelético e cardíaco (Brand, 1997), e MEF2B cuja expressão é 

restrita ao período embrionário (Morisaki et al, 1997). Os MEFs são muito 

importantes na diferenciação e manutenção muscular (Ornatsky et al., 1997), 

incluindo um papel chave na expressão de GLUT4 (Thai et al., 1998). Esses 

fatores de transcrição se ligam ao DNA na forma de homodímeros, 

heterodímeros ou ainda através de interação com outros fatores de transcrição 

como GEF (Knight et al., 2003). Condições associadas à deficiência insulínica 

diminuem a atividade de ligação do MEF2 ao DNA (Thai et al., 1998). Em 

estado basal, MEF2 está associado com histonas deacetilases classe 2 (HDAC). 

Essas proteínas são repressoras transcricionais por inibirem o acesso do fator 

transcricional ao DNA (McGee e Hardgreaves, 2004). A dissociação de 

HDAC/MEF2 ocorre quando há uma fosforilação de HDAC (Lu et al., 2000), 

liberando o MEF2 para exercer sua atividade transcricional.  

Outro fator de transcrição envolvido na regulação da expressão gênica de 

GLUT4 pela insulina é o NF-κB (nuclear factor -kappa B). Este é descrito como 

um fator transcricional que atua na inibição do gene do GLUT4 (Ruan et al., 

2002). Trata-se de um fator transcricional mediador da atividade de citocinas 

inflamatórias, que regula a expressão de mais de 150 genes, envolvidos numa 



série de processos celulares. Na forma ativa é um dímero, que pode ser formado 

por distintos monômeros pertencentes à família das proteínas Rel/NF-κB. Essa 

família é constituída por cinco proteínas: p50, p52, p65 (RelA), RelB e c-Rel 

que formam vários homodímeros e heterodímeros, sendo p50/RelA  a forma 

mais comum. Elas apresentam na região N-terminal um domínio comum 

chamado RHD (Rel-homology domain) com aproximadamente 300 aminoácidos 

que é responsável pela dimerização, ligação ao DNA e interação com a proteína 

inibitória IκB (Kumar et al., 2004). 

A proteína NF-κB está presente no citoplasma de forma inativa associada 

a uma proteína inibidora de NF-κB, a IκB. A família IκB de proteínas inclui 

IκBα, IκBβ, IκBγ, IκBε, Bcl-3 e as proteínas precursoras p105 e p100, as formas 

mais comuns são IκBα e IκBβ. A proteína IκB interage com a porção amino-

terminal (RHD) das subunidades de NF-κB, inibindo a translocação do fator de 

transcrição do citoplasma para o núcleo e a ligação do NF-kB ao DNA de genes 

alvos (Baldwin, 1996). 

O NF-κB possui importante papel no controle do sistema imunológico e 

processos inflamatórios, sua ativação ocorre por vários estímulos como: 

exposição das células à LPS ou citocinas inflamatórias como TNF-α (Tumor 

Necrosis Factor-α) ou IL-1 (interleucina-1), infecção viral ou expressão de 

certos produtos gênicos virais, radiação UV, ativação dos linfócitos B ou T e por 

outros estímulos fisiológicos e não fisiológicos (Baldwin, 1996). Assim, após 

estímulo, o complexo IκB cinase (IKK) é ativado. O complexo IKK é formado 

por duas subunidades catalíticas IKK-α e IKK-β, além do modulador essencial 

NF-κB (NEMO) ou IKK-γ. Após ativação, IKK recruta e fosforila IκB em 

serina, essa fosforilação inicia o processo de degradação, desfazendo o 

complexo NF-κB/IκB e permitindo a translocação do NF-κB para o núcleo com 

subseqüente ligação em sítios específicos do DNA para regular a transcrição de 

um grande número de genes (Li e Verma, 2002). 



Estudos com a ativação 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 ligação do NF-

κB. Sendo a PI3K peça chave na cascata de reação provocada pela insulina, é 

possível que a esta participe da modulação da atividade de ligação do fator 

transcricional NF-κB. 

A possível repressão do NF-κB na expressão do gene do GLUT4 foi 

descrita em sóleos de ratos jejuados por 48 horas em pesquisa realizada pelo 

nosso laboratório (Silva et al., 2005). No entanto, não foi demonstrado até o 

presente momento a ligação direta do NF-κB na região promotora do gene do 

GLUT4, embora a região promotora do gene do GLUT4 possua 2 domínios com 

alta homologia às sequências de ligação do NF-κB já 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 redução da 

atividade de ligação de proteínas nucleares na sequência consenso de ligação do 

NF-kB, a qual não se encontra representada em homologia completa com o 

promotor do GLUT4. Além disso, observou-se resposta rápida no aumento da 

proteína, o que sugere que este efeito não 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 ativação da via mitogênica (mTOR) envolve a PI3K, e que a 

inibição do NF-kB também envolve a PI3K (alvo de controle insulínico), é 

possível conjecturar que a insulina esteja atuando no processo transcricional e 

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

Desta forma, este estudo investigou a regulação induzida pela insulina na 

expressão gênica e proteica de GLUT4, assim como a participação da mTOR e 

do NF-κB neste processo. Para melhor análise do efeito da insulina foram 

utilizados ratos jejuados, pois nessa condição existe há uma diminuição da 



atividade da via mitogênica, por redução dos subtratos energéticos e redução do 

estímulo insulínico prévio, favorecendo assim a indução de aumento da 

expressão “in vitro”. 

Ampliando o conhecimento sobre os mecanismos envolvidos na regulação 

da expressão gênica e protéica de GLUT4, vislumbra-se a possibilidade futura 

de controlá-los, contribuindo assim para se corrigir alterações de sensibilidade à 

insulina que ocorrem na obesidade e / ou diabetes mellitus. 

  



 

2 CONCLUSÕES 

 

Baseado em nossos objetivos, os principais resultados apresentados acima 

estão resumidos na figura abaixo. 

Os resultados obtidos evidenciaram que o tratamento de curto prazo com 

insulina aumentou a expressão de Slc2a4/GLUT4 em músculo sóleo de ratos in 

vitro. Entre os mecanismos envolvidos nessa regulação, revelou-se a 

participação da via da PI3K/AKT que parece ativar os fatores transcricionais 

MEF2 e MyoD para aumentar a expressão do Slc2a4. A expressão de HIF-1α, 

não se alterou com o estímulo insulínico, indicando que este, não participa da 

regulação observada e revelando uma condição de normóxia nas condições 

experimentais utilizadas. 

O fator transcricional NF-κB teve sua expressão e atividade inibidas pela 

insulina, o que contribuiu para o aumento da expressão do Slc2a4/GLUT4, 

efeito este que foi confirmado na presença de TNF-α. Finalmente, a proteína 

cinase mTOR não teve efeito significativo na regulação da expressão da proteína 

GLUT4. Esses resultados estão resumidos no quadro 3. 

Em resumo, os resultados indicam que a insulina é capaz de estimular 

direta e rapidamente a expressão do gene Slc2a4, in vitro, o que se reflete em 

aumento do conteúdo da proteína GLUT4. Este efeito é parcialmente mediado 

pela via PI3K/AKT, e envolve a ativação de MEF2A/D e a inibição do NF-κB.   

 
 

 

 

 

 

 



 
 Quadro3 - Efeito da insulina na expressão do Slc2a4/GLUT4 

 
 FONTE: Moraes, 2011. 
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