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RESUMO 

 

MARQUES, M. F. S. F. Participação do canal de potássio dependente de ATP (KATP) na 
resistência à insulina em músculo esquelético: correlação com o gene do Glut4. 2013. 94 f. 
Tese (Doutorado em Fisiologia Humana) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de 
São Paulo, São Paulo, 2013. 
 
A resistência à insulina foi induzida em ratos Wistar machos, por tratamento com glutamato 
monossódico (MSG) (4 mg/g/dia, s.c). Aos três meses de idade, ratos controles e obesos 
foram divididos em grupos não tratados (C e MSG) e tratados (CG e MSG/G) com 
glimepirida (0,1mg/kg/dia, em água de beber) por 4 semanas. Os animais foram submetidos 
ao teste de tolerância a insulina (ITT) e amostras de músculo EDL e sóleo foram retirados 
para quantificação do mRNA e proteína. No ITT, ratos MSG mostraram diminuição 
significativa do decaimento de glicose em resposta à insulina, o que reverteu com o 
tratamento com glimepirida. Em músculo sóleo, foi observado aumento de 45% no  mRNA de 
SUR2A no grupo MSG/G (p<0,01 vs. MSG e C). Os resultados de mRNA de KIR6.2 
resultaram em aumento da expressão em animais MSG/G comparados a todos os demais 
grupos. Semelhantemente, no grupo MSG/G foi encontrado aumento de 103% da proteína 
KIR6.2 em membranas plasmáticas (PM), em comparação aos demais grupos. A análise de 
mRNA Slc2a4, resultou em  aumento de 15% em ratos MSG em relação ao grupo controle, 
que aumentou ainda mais após o tratamento com glimepirida.  Em  relação a proteína 
GLUT4, ratos obesos tratados com glimepirida aumentaram a proteína GLUT4, comparados 
com controles e obesos não tratados. Não foram encontradas diferenças da expressão de 
mRNA de  MEF2A, MEF2D e HIF1-α em sóleo. Em relação aos resultados em músculo 
extensor digital longo, (EDL), não houve diferença no mRNA  e proteína de SUR2A. O 
mRNA de Slc2a4 reduziu em 40% em ratos MSG, e elevou-se após o tratamento com 
glimepirida, mas não foram encontradas diferenças estatísticas do conteúdo da proteína 
GLUT4 em EDL nas frações subcelulares analisadas, PM (membranas plasmáticas) e M 
(microssomas).  Em EDL, foi observada uma elevação de mRNA do KIR6.2 no grupo CG, 
quando comparado aos  grupos MSG E MSG/G, a proteína KIR6.2 não teve alteração. Não 
foram encontradas diferenças da expressão de mRNA  MEF2A, MEF2D e HIF1-α em EDL.  
Em relação aos resultados encontrados em culturas de células musculares L6, geraram dados 
opostas ao in vivo. Foi observada elevação da expressão de SUR2a do grupo glimepirida em 
relação ao grupo controle e controle + insulina, diferença também foi encontrada em relação 
ao grupo glimepirida + insulina. Já os resultados de mRNA de KIR6.2, o grupo controle + 
insulina obteve redução de KIR6.2 em relação ao controle. O tratamento com glimepirida 
resultou em aumento da expressão de KIR6.2, em relação ao grupo controle e controle + 
insulina. A associação de glimepirida + insulina resultou em diminuição de KIR6.2 em 
relação ao grupo glimepirida. Glimepirida sozinha reduziu a expressão de Slc2a4 em relação 
ao controle e controle + insulina. A adição de insulina conjuntamente com glimepirida elevou 
a expressão em relação ao grupo glimepirida. E finalmente, foi observado que insulina 
provocou redução discreta da expressão de NF-KB no grupo controle + insulina em relação 
ao controle. A glimepirida elevou a expressão de NF-KB em relação aos grupos controle e 
controle + insulina. O tratamento conjunto de glimepirida + insulina, gerou redução da 
expressão de NK-KB em relação ao grupo glimepirida. 
 
Palavras-chave: Músculo esquelético. Resistência à insulina. Canal de potássio dependente 
de ATP. Fator de transcrição. Receptor de sulfoniluréia. 



 
 
 

 
 

ABSTRACT 
 

MARQUES, M. F. S. F. Participation of ATP-sensitive potassium (KATP) channel in 
skeletal muscle insulin resistance: correlation with GLUT4 gene. 2013. 94 p. Ph. D. thesis 
(Human Physiology) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São 
Paulo, 2013. 

 
Insulin resistance was induced in male Wistar rats by neonatal treatment with monosodium 
glutamate (MSG) (4mg/g/day, s.c). At the age of three months, both control (C) and MSG 
treated animals received glimepiride (0.1 mg/kg/day, in the drinking water) for 4 weeks, and 
were divided into non-treated (C and MSG) and glimepiride treated (CG and MSG-G) groups. 
Animals were submitted to insulin tolerance test (ITT) and samples of glycolytic (EDL-
extensor digitorium longus) and oxidative (soleus) skeletal muscles were excised for 
quantification of mRNA expression and protein. In ITT, MSG rats showed significant 
decrease in glucose decay in response to insulin, which reversed by treatment with 
glimepiride. In soleus muscle, was observed 45% increase in mRNA SUR2A in MSG/G 
group (p<0.01 vs. MSG and C).  Kir6.2 mRNA resulted in increased expression in animals 
MSG/G compared to all other groups. Similarly, in-group MSG / G was found increase 103% 
of Kir6.2 protein in plasma membrane (PM), as compared to other groups. The Slc2a4 mRNA 
analysis resulted in 15% increase in MSG rats in relation to control group, which further 
increased after treatment with glimepiride. Regarding GLUT4 protein, obese rats treated with 
glimepiride increased GLUT4 protein, compared with controls and obese untreated. There 
weren´t differences in MEF2A, MEF2D and HIF1-α mRNA expression in soleus. Regarding 
the results in long digital extensor muscle (EDL), there was no difference in mRNA and 
SUR2A protein. The Slc2a4 mRNA decreased in 40% in MSG rats, and increased after 
treatment with glimepiride, but there were no statistical differences in GLUT4 protein content 
in EDL in subcellular fractions analyzed, PM (plasma membrane) and M (microsomes). In 
EDL, was observed an increase in Kir6.2 mRNA in CG group compared to groups MSG E 
MSG/G, Kir6.2 protein did not change. There were not found differences in MEF2A, MEF2D 
and HIF1-α mRNA expression in EDL. Regarding the results found in cultured L6 muscle 
cells, generated opposed data to in vivo. Was observed elevated expression of SUR2a 
glimepiride group compared to control group and control + insulin, difference also was found 
in relation to glimepiride group + insulin. Already Kir6.2 mRNA results, the control group + 
insulin obtained a Kir6.2 reduction compared to control. Treatment with glimepiride resulted 
in increased Kir6.2 expression in the control group and control + insulin. The association of 
insulin + glimepiride resulted in decrease of Kir6.2 compared to glimepiride group. 
Glimepiride alone reduced the expression of Slc2a4 in relation to control and control + 
insulin. The adding of insulin with glimepiride increased expression compared to glimepiride 
group. And finally, was observed that insulin caused a slight reduction in NF-KB expression 
in control group + insulin compared to control. Glimepiride increased NF-KB expression in 
relationship to control and control + insulin. The joint treatment of glimepiride + insulin, 
generated reduced NK-KB expression compared to the glimepiride group. 
 
Keywords: Skeletal muscle. Insulin resistance. ATP-sensitive potassium channels. 
Transcription factors. Sulfonylurea receptors. 
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1 INTRODUÇÃO

 

O diabete melito (DM) é a mais comum das doenças metabólicas, sua incidência 

aumenta em ritmo alarmante, do ano 2000 a 2010, a prevalência de diabéticos aumentou de 

121 para 185 milhões, representando 6,4% da população adulta mundial. Projeções indicam 

que 366 milhões de indivíduos estarão afetados pela doença em 2030 (BAILEY et al., 2010; 

WILDING, 2007). Por isso essa enfermidade vem se tornando um dos maiores problemas de 

saúde pública do século 21. De acordo com a Organização Mundial da Saúde (WHO, 2006), o 

crescimento dos casos de diabetes está relacionado com alterações no estilo de vida e no perfil 

socioeconômico destes indivíduos, diminuindo a expectativa de vida desses pacientes em 15 

anos. Cerca de dois terços dos indivíduos com diabetes vivem nos países em 

desenvolvimento, onde a epidemia tem maior intensidade, com crescente proporção de 

pessoas afetadas em grupos etários mais jovens (MEETOO et al., 2007; WILD et al., 2004). 

Na população brasileira entre 30 e 69 anos, a prevalência de DM acomete cerca de 7% 

e chega a atingir cifras próximas a 20% na população acima dos 70 anos. Estima-se que 50% 

dos diabéticos ainda não foram diagnosticados e 25% não fazem nenhum tipo de tratamento 

(PAIVA et al., 2006). O DM não é uma única doença, mas um grupo heterogêneo de 

distúrbios metabólicos que apresentam em comum a hiperglicemia. Essa hiperglicemia é o 

resultado de defeitos na ação da insulina, em sua secreção ou em ambos (SPELLMAN, 2008). 

A classificação atual do DM é baseada na etiologia e não no tipo de tratamento. A 

classificação proposta pela Organização Mundial da Saúde (OMS) e pela Associação 

Americana de Diabetes (ADA) inclui quatro classes clínicas: DM tipo 1 (DM1), DM tipo 2 

(DM2), outros tipos específicos de DM (doenças do pâncreas exócrino, Maturity Onset 

Diabetes of the Young MODY e endocrinopatias) e diabetes gestacional (SKELLY, 2006). 

A obesidade e o ganho de peso estão entre os principais fatores de risco para o DM2, 

estimando-se que cada quilograma de aumento de peso associa-se a uma elevação de 9% na 

prevalência de DM. Mais de 80% dos pacientes diabéticos do tipo 2 apresentam obesidade ou 

excesso de peso, agravando a sua situação metabólica, e predispondo a dislipidemias e 

hipertensão arterial (PILZ; MÄRZ, 2008). 

O DM2 caracteriza-se por glicemia inapropriadamente elevada, frequentemente 

acompanhada de dislipidemia e hipertensão arterial. Muitos indivíduos são assintomáticos, 

porém a hiperglicemia é em grau suficiente para causar alterações degenerativas a longo 

prazo (SKELLY, 2006; TIBALDI, 2008). O DM2 é uma desordem metabólica complexa, de 

causas multifatoriais e poligênicas, apesar de pouco se conhecer sobre os genes envolvidos. A 
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síndrome, no entanto, no que se refere à perda do controle glicêmico envolve 

desarranjo metabólico/funcional em três territórios: tecidos periféricos (adiposo e muscular), 

ilhotas pancreáticas e tecido hepático. No DM2 os tecidos muscular, adiposo e hepático 

desenvolvem resistência à ação da insulina, porém nas ilhotas pancreáticas, a secreção de 

insulina pelas células beta pode estar preservada, gerando um estado relativo de insuficiência 

de insulina. Com o tempo, a secreção de insulina pode evoluir para uma deficiência absoluta, 

por exaustão da célula beta, causando maior deterioração na homeostasia (HICKMAN; 

MACDONALD, 2007). 

Quando tecidos sensíveis à ação da insulina, quanto ao transporte de glicose, têm a 

capacidade de captar glicose reduzida, caracteriza-se o estado de resistência à insulina. Esta 

desordem metabólica contribui no estabelecimento de quadros de hipertensão, dislipidemia e 

doença cardiovascular aterosclerótica, que associados à obesidade e/ou DM2 compõem a 

Síndrome Metabólica (REAVEN, 1988). A resistência insulínica torna-se mais intensa, o que 

pode ser associado à carga genética e/ou condições adquiridas como obesidade, sedentarismo 

e envelhecimento; e então, começa a diminuir a secreção de insulina (SPELLMAN, 2007). 

Estudos recentes comprovam que uma das vias de deterioração da função das células beta 

ocorre por exposição crônica a elevados níveis de ácidos graxos livres (AGL), associados à 

obesidade e aos estados de resistência insulínica (PRATO et al., 2007). A lipotoxicidade está 

associada ao acúmulo de gordura intracelular causando disfunção da secreção pancreática de 

insulina e a diminuição da função das células beta. De acordo com esta hipótese, a exposição 

crônica aos AGL levaria a ativação de vias que causam aumento do estresse oxidativo e 

ativação de vias inflamatórias ocasionando apoptose das células beta pancreáticas 

(MARCHETTI et al., 2008). 

O músculo esquelético é o maior território de utilização de glicose, sendo responsável 

no organismo por 85% da captação de glicose estimulada por insulina (DEFRONZO et al., 

1981) no período pós-prandial. 

O transporte de glicose é fundamental para o metabolismo energético celular. A rota 

glicolítica é empregada por todos os tecidos para degradação de glicose e fornecimento de 

energia (na forma de ATP) e intermediários para outras rotas metabólicas. Para acessar o 

intracelular, a glicose não pode solubilizar-se na membrana, devido ao caráter polar da 

molécula, e, para tanto, existem dois mecanismos de transporte de glicose através da 

membrana celular: difusão facilitada, mediada por transportadores da família GLUT; e co-
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transporte com o íon sódio, mediado por transportadores da família SGLT (SCHEEPERS et 

al., 2004). 

A família GLUT é composta por 14 membros que são numerados pela ordem 

cronológica de seu descobrimento. São proteínas de 45-60 kDa com 12 α-hélices 

transmembrânicas e hidrofóbicas, interligadas por alças hidrofílicas, distribuídas de forma que 

a porção C-terminal e a N-terminal fiquem do lado citoplasmático (JOOST et al., 2001). 

O GLUT4 é o transportador insulino-dependente mais abundante nas membranas 

celulares do músculo esquelético, cardíaco e tecido adiposo. A insulina, na musculatura 

esquelética estimula a captação de glicose e a síntese de glicogênio, e no tecido adiposo 

estimula a captação de glicose e redução na degradação com aumento na síntese de 

triglicerídeos. Embora sejam vários os eventos intracelulares envolvidos na captação de 

glicose estimulada pela insulina, o fenômeno culmina com a translocação de vesículas ricas 

em GLUT4 do intracelular para a membrana plasmática, aumentando a densidade de 

transportador na membrana, e consequentemente aumentando a difusão da glicose para o 

intracelular (MACHADO, 1998). Qualquer defeito em alguma destas etapas pode determinar 

resistência ao estimulo da insulina, podendo levar ao desenvolvimento de diabetes tipo 2 

(HUANG; CZECH, 2007).  

 Resistência insulínica no músculo esquelético é defeito primário em indivíduos 

portadores de DM2.  A sensibilidade insulínica decai drasticamente, embora a tolerância à 

glicose possa se deteriorar minimamente, enquanto houver hiperinsulinemia compensatória 

(GULLI et al., 1992; PRATIPANAWATR et al., 2001) 

No músculo esquelético, o GLUT4, codificado pelo gene Solute Carrier 2A4 (Slc2a4),  

apresenta-se em maior quantidade em fibras do tipo I e IIa, quando comparado com as fibras 

do tipo IIb (MARETTE et al., 1992). No estado quiescente, uma boa quantidade de proteína 

GLUT4 permanece estocada em vesículas intracelulares, porém frente a um estímulo 

realizado pela insulina ou pela contração muscular, as vesículas são rapidamente translocadas 

para a membrana plasmática e para os túbulos T, aumentando drasticamente a captação de 

glicose (CORTRIGHT; DOHM, 1997). 

Adicionalmente a esta regulação aguda na distribuição subcelular, a expressão de 

Slc2a4 está sob controle dinâmico e complexo. Em estados de deficiência insulínica tais como 

jejum e diabetes insulino privo, ambos conteúdos de mRNA e proteína GLUT4 estão 

reduzidos no tecido adiposo e músculos cardíaco e esquelético (CAMPS et al., 1992; DEPRE 

et al., 2000; NEUFER et, al., 1993). Porém, em estados de diabetes tipo 2, a resistência à 



 
 
 
 

 

16  

insulina também se acompanha de redução de GLUT4, apesar da presença de 

hiperinsulinemia (MACHADO et al., 1993, MACHADO et al., 1994). 

A região promotora do gene do Slc2a4 apresenta sítios específicos (elementos 

responsivos) que ancoram proteínas (fatores de transcrição) que atuam como ativadores ou 

repressores da transcrição gênica. Um fator de transcrição apresenta domínios que se ligam ao 

DNA (no elemento responsivo) e outros que podem recrutar co-ativadores ou co-repressores, 

os quais contribuem na estimulação ou repressão da transcrição do gene-alvo pela RNA-

Polimerase tipo II. Portanto, o controle da expressão gênica é modulado pela interação de uma 

série de fatores de transcrição, além de sua capacidade de ativarem co-ativadores ou co-

inibidores (BRIAVANOU; DORNELL, 2002). 

O fator transcricional MEF2 (Myocyte Enhancer Factor 2), importante na regulação 

do gene Slc2a4, tem papel central na proliferação, diferenciação, morfogênese, sobrevivência 

e apoptose da célula muscular. Os fatores MEF2 pertencem à família MADS Box (MCM1-

Agamous-Deficiens-Serum response factor) e foram descritos pela primeira vez como fatores 

de transcrição que se ligam a sequências de DNA ricas em A/T nos promotores de vários 

genes músculo-específicos. Existem 4 genes da família MEF2 que foram identificados em 

vertebrados: mef2a, b, c e d que são expressos de forma distinta, mas em padrões de 

sobreposição durante a embriogênese e nos tecidos adultos. Eles possuem domínios de 

ligação ao DNA quase idênticos na extremidade N-terminal, com alta homologia no domínio 

MADS Box (aminoácidos 1-57). Este domínio é responsável pela ligação ao DNA e 

dimerização das proteínas, permitindo que os fatores MEF2 se liguem como homo ou 

heterodímeros a um elemento cis com a sequência (C/T)TA(A/T)TATATATA(G/A). Um 

domínio adjacente ao MADS Box chamado domínio MEF2 (aminoácidos 58-86), que é 

característico da família, influencia a afinidade de ligação ao DNA assim como a interação 

com co-fatores. A região C terminal apresenta o domínio de transativação. Nessa região, 

também ocorrem processos complexos de splicing alternativo, com certos exons presentes em 

todos os tipos celulares, enquanto outros são limitados a tipos celulares específicos (BLACK; 

OLSON, 1998; JANSON et al., 2001). 

Os fatores da família MEF2 podem ser ativados por Ca++, Calcineurina, MAP 

quinases p38, ERK5 e CaM quinase. Além disso, os fatores MEF2 também são regulados pela 

associação com desacetilases de histonas da classe II (HDAC-II) no núcleo. Neste caso, a 

sinalização pelo Ca++, através da ativação de CaM-quinase leva à fosforilação de HDAC-II, 
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que se transloca para o citosol, permitindo a ativação dos fatores MEF2 (BLACK; OLSON, 

2006). 

O elemento responsivo aos MEF2s, na região promotora do gene Slc2a4 de 

camundongo, está localizado entre os pares de bases 466-457 (LIU et al., 1994), e ancora os 

fatores MEF2A, B, C e D, e o MyoD, que atuam como ativadores da transcrição do Slc2a4 

(MORENO et al., 2003). 

Outro regulador do gene Slc2a4 é o fator induzido por hipóxia (HIF). Este é um fator 

de transcrição gênica heterodimérico, em geral composto de duas proteínas basic helix-loop-

helix (bHLH): HIF-A e HIF-B. Existem três isoformas de HIF-A que são estruturalmente 

semelhantes. A isoforma HIF-3A, ao contrário das isoformas HIF-1A e HIF-2A, está 

associada à regulação negativa da transcrição gênica induzida pelo HIF (WANG et al., 1993; 

WANG et al., 1995). 

As duas subunidades (HIF-A e HIF-B) são constitutivamente expressas, entretanto, 

enquanto a subunidade B é estável tanto em normóxia quanto em hipóxia, a A é rapidamente 

degradada se o ambiente for de normóxia (MAXWELL et al., 1999; WANG et al., 1995a). O 

HIF-1A já foi descrito como ativador da transcrição dos genes Slc2a1 e Slc2a3, e como 

inibidor da transcrição do gene do Slc2a2 (ERBET et al., 1996). Royer e colaboradores 

(2000) verificaram o aumento do GLUT4 na hipóxia, e estudos do nosso laboratório 

demostraram fortes evidências de que HIF1-A esteja envolvido na ativação do gene Slc2a4 

em músculo esquelético (LIMA et al., 2009; SILVA et al., 2005). 

NF-κB (do inglês, nuclear factor kappa B) também é proposto como um regulador do 

gene Slc2a4. A família do NF-κB é composta por cinco membros denominados, RelA (p65), 

RelB, c-Rel, NF-κB1 (p50/p105) e NF-κB2 (p52/p100). Ambas as subunidades p50 e p52 são 

sintetizadas a partir de proteínas precursoras longas, p105 e p100. Em geral, a forma ativa de 

NF-κB consiste de um heterodímero composto pela subunidade p65 associada à p50 ou p52. 

Na maioria das células, este heterodímero reside no citosol associado a um inibidor protéico, 

IκB (do inglês, inhibitors of NF- κB). Em mamíferos, há três principais isoformas de IκB: 

IκBα, IκBβ, IκBε. A ativação de NF-κB tipicamente envolve a fosforilação de IκB pelo 

complexo IκB cinase (do inglês, IκB quinase), composto por IKKα, IKKβ e IKKγ (NEMO). 

Pela via clássica de ativação de NF-κB, IκB ao ser fosforilado, dissocia-se das subunidades 

heterodiméricas de NF-κB sendo direcionado à degradação proteosomal. Como consequência 

o NF-κB migra ao núcleo onde se liga as sequências de DNA, conhecidas como sítios κB, 

localizadas nas regiões promotoras de genes relacionados a apoptose, adesão celular, resposta 
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imune, inflamação, estresse celular e remodelamento tecidual. É importante ressaltar que a 

expressão desses genes é também dependente da ação de outras vias de sinalização e fatores 

de transcrição. Assim, os resultados da ativação de NF-κB dependerão da natureza e do 

contexto da célula (PERKINS, 2007). 

A atuação de NF-κB na regulação do gene Slc2a4 foi sugerida em meados de 2002 

(RUAN et al., 2002). Posteriormente, Silva et al. (2005) relacionaram o aumento do mRNA 

do NFκB e da sua atividade de ligação ao DNA, com a diminuição na expressão gênica de 

GLUT4 em amostras de músculo solear de ratos jejuados. Além disto, a repressão na 

expressão do gene Slc2a4 já foi relacionada com aumento no conteúdo de IL-6 do (inglês, 

interleucin 6) devido ativação da via PKC/NF-κB por palmitato, em células musculares 

C2C12 (JOVÉ et al., 2005). Adicionalmente, alguns estudos de nosso laboratório reforçaram 

o papel inibitório do NFκB na expressão do Slc2a4 também em célula adiposa (FURUYA et 

al., 2010; FURUYA et al., 2012). Finalmente, um recente estudo do nosso grupo demonstrou 

definitivamente o efeito repressor do NFκB sobre a transcrição do Slc2a4, apontando 2 sítios 

de ligação presentes no promotor do gene (FURUYA et al., in press). 

Além da regulação por meio de fatores transcrionais, em algumas situações 

fisiopatológicas, especialmente obesidade e DM2, a resistência insulínica pode estar ligada a 

ativação dos canais de potássio dependentes de ATP, os quais funcionam como sensor 

energético e metabólico. 

Os canais de potássio dependentes de ATP (KATP) são proteínas de membrana com 

permeabilidade seletiva ao potássio, e representam a maior e mais diversa família de canais 

iônicos identificada. O receptor de sulfoniluréia 1 (SUR1), membro da super família ATP-

binding cassette (ABC) encontra-se na região regulatória do KATP e foi assim denominado 

por ser sítio de ligação das sulfoniluréias, classe de fármacos utilizada no tratamento de DM2. 

O canal iônico KIR6.2, denominado de Potassium inwardly-rectifying channel,  está 

localizado na região formadora de poros (ASHCROFT, 2006; BRYAN et al., 2004). Acredita-

se que o SUR seja o sensor da relação ATP/ADP, importante na atividade do canal. Os genes 

KIR 6.2 e SUR1 estão localizados conjuntamente no cromossomo 11 (11p 15.1) e estão sob 

regulação de um promotor comum, regulado por um único fator de transcrição, porém 

desconhecido, isso permite que as expressões de ambos os genes estejam intrinsecamente 

associadas (SMITH et al., 2007). 

 O papel deste canal está bem definido em células beta pancreáticas, onde participa 

ativamente do processo de secreção de insulina em resposta à glicose; os mecanismos 
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envolvidos  incluem: 1) transporte da glicose para o interior as células pelo transportador 

GLUT2; 2) metabolização intracelular da glicose gerando ATP; 3) aumento intracelular da 

razão ATP/ADP; 4) fechamento dos canais de potássio dependentes de ATP (KATP); 5) 

aumento de K+ intracelular; 6) despolarização de membrana da célula beta; 7) abertura do 

canal de Ca2+ voltagem dependente; 8) influxo de Ca2+ e aumento de sua concentração 

citoplasmática e 9) exocitose dos grânulos secretores contendo insulina (ASHCROFT, 2006; 

SMITH, 2007). 

 A participação do KATP na regulação da secreção da insulina foi evidenciada após a 

descoberta de que mutações nos genes codificadores das subunidades SUR1 e KIR6.2 são 

responsáveis pela doença conhecida como hipoglicemia hiperinsulinêmica persistente 

neonatal (HHPN), anteriormente conhecida como nesidioblastose (THOMAS et al., 1995). O 

conhecimento sobre o KATP está bem desenvolvido na célula beta pancreática, devido ao seu 

importante papel na secreção de insulina, entretanto, sua função em outros territórios ainda é 

praticamente desconhecida.   

O canal KATP está presente em vários outros tecidos; incluindo tecido cardíaco, 

adiposo, vascular, cerebral e muscular liso. Existem várias combinações KIR 6.X / SUR, que 

se expressam seletivamente em vários tecidos, e que determinam diferenças bioquímicas e 

farmacológicas. Duas isoformas de KIR6 (KIR 6.1 e KIR 6.2) e duas proteínas SUR (SUR1 e 

SUR2) foram identificadas em seres humanos. As proteínas SUR2A e SUR2B são formadas 

por splicing alternativo do RNA primário, e conferem propriedades fisiológicas e 

farmacológicas distintas sobre a complexidade do canal, sendo que a isoforma SUR2A é 

predominantemente encontrada em músculo esquelético e cardíaco. (FLAGG et al., 2010). 

Assim, no tecido muscular, a combinação das proteínas identificada é KIR6.2 / SUR2A 

(NAGASHIMA et al., 2004; SOLBACH et al., 2006), cuja função é desconhecida, embora 

haja indícios de que participe no processo de captação de glicose (SEINO; MIKI, 2003). 

Canais de KATP estão entre os canais mais expressos em sarcolema do musculo esquelético. 

A função do canal de KATP no músculo esquelético tem sido pouco estudada, em 

comparação ao músculo cardíaco. 

Estudos de camundongos geneticamente modificados revelaram que os canais KATP 

também estão envolvidos na proteção contra isquemia neuronal, cerebral, alterações 

cardíacas, regulação da musculatura lisa vascular e na captação de glicose no músculo 

esquelético (SEINO; MIKI, 2003). Estas propriedades derivam da sua capacidade de alterar o 

metabolismo celular, por meio da atividade elétrica e/ou por sensoriamento nas mudanças dos 
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níveis de ATP e MgADP citosólicos. Estes nucleotídeos têm ações antagônicas sobre o canal, 

o MgADP abre enquanto o ATP fecha o canal (CAMPBELL et al., 2003). 

As sulfoniluréias exercem o seu efeito de liberar insulina principalmente através da 

inibição do canal de potássio dependente de ATP. No presente estudo, utilizamos a 

glimepirida, uma droga do grupo das sulfoniluréias, que são secretagogos de insulina e, por 

isso, indicados apenas para pacientes que tenham reserva pancreática do hormônio. As 

sulfoniluréias recebem esta denominação por apresentarem na sua estrutura química, um 

grupamento composto por ácido sulfônico e uréia (KECSKEMETI et al., 2002). Por seu 

potente efeito sobre a secreção de insulina, induzem aumento da insulinemia e, algumas 

vezes, hipoglicemia prolongada (RAPTIS; DIMITRIADIS, 2001).  

A glimepirida é uma sulfoniluréia cujos efeitos vão além do estímulo à secreção de 

insulina. Dados de literatura sugerem que esta droga pode apresentar efeitos extra-

pancreáticos importantes, levando a um aumento da sensibilidade à insulina. Há estudos que 

demostraram que a glimepirida aumenta a captação de glicose e a taxa de translocação de 

GLUT4 em músculo esquelético (MORI et al., 2008; MULLER; GEISEN, 1996) e a 

expressão da proteína GLUT4 em músculo cardíaco (BAHR et al., 1995).  

 Em relação à homeostasia glicêmica, no músculo esquelético, o papel dos canais 

KATP ainda é completamente desconhecido, embora já tenha sido discutida a possibilidade 

de estarem envolvidos na captação de glicose (MINAMI et al., 2004). Além disso, 

recentemente, nosso grupo demonstrou que o tratamento de ratos resistentes à insulina com 

glimepirida, restaura a homeostasia glicêmica, aumentado a captação de glicose em músculo 

sóleo, por aumentar a expressão e a translocação do GLUT4 no tecido (MORI et al., 2008).  

O músculo esquelético é o principal sítio de captação de glicose sob estímulo 

insulínico (ZORZANO; PALACIN; GUMÁ, 2005). Uma vez que os KATP possam 

desempenhar um papel importante na capacidade do músculo esquelético captar glicose, por 

exemplo, modulando a expressão do gene Slc2a4, as proteínas constituintes do canal 

passariam a representar um importante alvo para desenvolvimento de novas abordagens 

preventivas ou terapêuticas para a resistência à insulina e o diabetes mellitus. 
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2 OBJETIVOS 

 

Investigar a possível correlação entre a expressão do canal de potássio dependente de 

ATP (KIR6.2 e SUR2A), a expressão do Slc2a4/GLUT4 em músculo esquelético e a 

resistência à insulina. 

 

2.1 Estratégias experimentais 

 

• Investigar in vivo em músculo esquelético a expressão gênica de KIR6.2, SUR2A e 

Slc2a4 em ratos com resistência à insulina (obesos) e submetidos a tratamento para 

aumento da sensibilidade à insulina (glimepirida). 

• Investigar in vitro em célula muscular L6 a expressão gênica de KIR6.2, SUR2A e 

Slc2a4, MEF2A, MEF2D, HIF1-α e NF-KB em resposta a concentrações de glicose 

e de insulina altas, verificando também o efeito da glimepirida. 

• Investigar se as alterações de expressão gênica observadas se refletem em alterações 

nos conteúdos das proteínas KIR6.2, SUR2A e GLUT4. 

• Investigar possíveis alterações de expressão dos fatores transcricionais MEF2A, 

MEF2D, HIF1-α em músculo esquelético de ratos obesos tratados com glimepirida e 

em célula muscular L6. 
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3 METODOLOGIAS 

 

3.1 Animais 

 

3.1.1 Acasalamentos 

 

  Os experimentos foram realizados em ratos da linhagem Wistar. Animais de três a 

cinco meses de idade, obtidos do biotério central do Instituto de Ciências Biomédicas da 

Universidade de São Paulo, foram acasalados no Biotério de Experimentação do 

Departamento de Biofísica e Fisiologia desta universidade. As fêmeas prenhas foram 

mantidas em gaiolas individuais do 15º~17 º dia de gestação até o desmame das ninhadas.  

 

3.1.2 Indução de obesidade pelo glutamato monossódico 

   

  Há diversos modelos experimentais de obesidade, com o objetivo de representar o 

quadro de desordem metabólica característico de resistência à insulina. Em ratos, a obesidade 

pode ser conseguida por meio da administração subcutânea de glutamato monossódico 

(MSG), um aminoácido neuroexcitatório lesivo ao sistema nervoso central (KIZER et al., 

1978). Já foi demonstrado que a administração subcutânea dessa substância em ratos no 

período neonatal, quando a barreira hematoencefálica não está totalmente desenvolvida, 

resulta uma degeneração aguda do núcleo arqueado do hipotálamo, levando à obesidade na 

vida adulta, que pode se acompanhar de outras disfunções endócrinas (DAWSON; ANNAU, 

1983; KIZER et al., 1978). Este modelo experimental tem sido utilizado para a investigação 

de mecanismos moleculares envolvidos na resistência à insulina e DM2, assim como para 

avaliar potenciais abordagens terapêuticas.     

Do 2º ao 8º dia de vida, metade dos filhotes machos receberam injeções subcutâneas 

de glutamato monossódico (Sigma-Aldrich Chemicals, Steinhein, H.T., Alemanha), na dose 

de 4,0mg/g/dia, enquanto a outra metade recebeu volume equivalente de salina 0,9%. Após o 

desmame, os animais foram mantidos em gaiolas coletivas, com livre acesso à água e 

alimento, em ambiente com ciclo de luz controlado de 12 horas claro/ 12horas escuro e 

temperatura constante de 23 ± 2 ºC. Aos três meses de idade, foram divididos em grupos 

experimentais conforme descritos a seguir:  
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1. Controle (C); 

2. Controle tratado com glimepirida (CG);  

3. Obeso (MSG); 

4. Obeso tratado com glimepirida (MSG/G). 

 

A presença de obesidade foi verificada através da análise as características 

morfométricas e pelo calculo de índice de Lee ([3√ peso (g)÷comprimento naso-anal (cm)] X 

100), um parâmetro semelhante ao índice massa corpórea, utilizado para expressar o grau de 

obesidade em animais. 

 

3.1.3 Tratamento crônico com glimepirida 

 

Animais controles e obesos foram tratados por quatro semanas com glimepirida 

(Amaryl®, Aventis Pharma , Scoppito, Itália) na dose de 0,1 mg/kg de peso corpóreo/ dia, 

misturada à água de beber. Esta dose, conforme dados da literatura, seria a mínima necessária 

para inibir a elevação da glicose plasmática após uma sobrecarga oral de glicose (EL-

REYANI et al., 1999). 

Na semana anterior ao início do tratamento, foi medida ingestão hídrica média diária 

de cada grupo, para calcular a quantidade da droga a ser diluída na água, conforme o volume 

ingerido. A ingestão ao longo das quatro semanas de tratamento foi acompanhada, 

assegurando a preservação da dose de 0,1 mg/kg/dia, durante todo o período. A quantidade de 

alimento ingerida pelos diferentes grupos durante o tratamento também foi medida. 

Ao final do tratamento, os animais foram utilizados para as avaliações descritas a 

seguir. 

 

3.1.4 Teste de Tolerância à Insulina Intravenoso (ITT) 

 

Amostras de sangue foram coletadas por punção caudal dos animais anestesiados 

(pentobarbital sódico, 60 mg/Kg de peso corpóreo), as coletas foram realizadas antes e aos 4, 

8, 12 e 16 minutos após a sobrecarga intravenosa de insulina regular humana (Biobrás, 

Montes Claros, M.G., Brasil), 0,75 U/Kg de peso corpóreo, pela veia peniana. Para a 

determinação da glicemia, utilizou-se um glicosímetro (Precision Q.I.R, Medisense, São 

Paulo, S.P., Brasil). A constante de decaimento da glicose (KITT) foi calculada a partir da 
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regressão linear do logaritmo neperiano dos valores glicêmicos obtidos no teste (BONORA et 

al., 1989). 

 

3.1.5 Determinação das concentrações de glicose e insulina. 

 

 Amostras de sangue foram coletadas da veia cava inferior. O plasma, separado por 

centrifugação a 2000 rpm, foi estocado a -20 ºC, em alíquotas para dosagem da concentração 

de glicose e insulina. 

 A concentração de glicose plasmática foi determinada pelo método enzimático-

colorimétrico de glicose-oxidase (kit glicose E enzimática, CELM, São Paulo, S.P., Brasil). A 

insulina plasmática foi determinada por radioimunoensaio (RIE) de fase sólida (kit Coat – a - 

Count® Insulin, DPC®, Los Angeles, USA) 

 

3.1.6 Coleta de tecidos 

 

Os músculos esqueléticos sóleo (SOL – músculo de fibras vermelhas, oxidativas) e 

extensor digital longo (EDL – fibras brancas, glicolíticas) foram retirados após anestesia, 

pesados, e  submetidos a análises de proteínas por Western Blotting, e de mRNA por  PCR 

em Tempo Real.  

 

3.1.7 Extração de RNA Total 

 

3.1.7.1 Músculo esquelético 

 

Foi utilizado 1,0 mL de TRIZOL Reagent (Invitrogen Life Technologies, 

Gaithersburg, N.Y., USA) para homogeneização de 0,1g de tecido no Polytron PT 300 

KINEMATICA (Brinkman, Bohemia, N.Y., EUA) a 25.000 rpm. Após a incubação de 5 

minutos em temperatura ambiente (TA), e centrifugação a 10.000 g (15 min, 4ºC), 

clorofórmio foi adicionado ao sobrenadante. Após 10 min em temperatura ambiente, a 

amostra foi centrifugada a 10.000 g, (15 min, 4 ºC) e a fase superior, acrescida de 

isopropanol, foi incubada (10 min., TA) e centrifugada a 10.000 g (15 min, 4 ºC). O 

precipitado foi lavado em etanol 70% e centrifugado a 10.000 g (15 min, 4 ºC). Removido o 

sobrenadante, secou-se o precipitado, que foi solubilizado em água DEPC (dietil 
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pirocarbonato), em banho-maria a 65 ºC por 10 minutos. O RNA extraído foi armazenado a –

70 ºC.  

 

3.1.7.2  Avaliação do RNA total 

 

A integridade do RNA extraído foi avaliada pela visualização das bandas 28 e 18S, 

sob luz ultravioleta após corrida em gel desnaturante com agarose a 1,0%.  

 

3.1.7.3  Análise da Expressão de mRNA pela RT-PCR em Tempo Real 

 

A quantificação da expressão de mRNA dos genes foi realizada por transcrição 

reversa do mRNA seguida de PCR (RT-PCR) em tempo real. Para os genes SUR2A, KIR6.2, 

Slc2a4 e GAPDH foi utilizado o sistema de amplificação TaqMan Two Step RT-PCR 

(Applied Biosystems, Foster City, C.A., EUA) e para os genes MEF2A, MEF2D, HIF1-α e 

GAPDH2 foi utilizado o sistema SYBER® Green RT-PCR (Agilent, Santa Clara, C.A., 

EUA). 

Após extração de RNA total, as amostras foram submetidos a tratamento prévio com 

DNase I para remover possível contaminação por DNA genômico antes da transcrição reversa 

para obtenção do cDNA a partir de RNA.  Adicionou-se 1 U de DNase I, Amplification Grade 

(Invitrogen-Life Technologies, Carlsbad, C.A., EUA), 200 U de tampão 10x (Invitrogen-Life 

Technologies, Carlsbad, C.A., EUA), completando o volume para 10 µL, com água 

esterilizada tratada com (DEPC) (Sigma Aldrich, St. Louis, M.O., EUA), incubado por 25 º 

por 15 min no termociclador,  após isso, foi adicionado 25 mM de EDTA para inibir a ação da 

DNase I.  

A transcrição reversa para síntese de cDNA, foi realizada a partir de 1 µg de RNA 

total utilizando o kit ImProm-IITM Reverse Transcriptase (Promega, Sant Louis, C.A., EUA), 

Random primers (Invitrogen, EUA), nucleotídeos 100mM dNTP Set, PCR Grade (Invitrogen, 

Grand Island, N.Y., EUA) e água deionizada 0,01%. Os cDNAs sintetizados foram 

armazenados a -20 ºC.  

O cDNA proveniente de RNA total de músculo esquelético, de cada gene foi 

amplificado pela PCR em tempo real, foram selecionados iniciadores e sondas marcadas 

com fluoróforo FAM para os genes SUR2A, KIR6.2, Slc2a4 e fluoróforo VIC para GAPDH1  

(Quadro 1). A escolha foi possível com o auxílio do programa Primer Express® (Applied 
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Biosystems, Foster City, C.A., EUA), para o gene GAPDH1 foi usado o sistema TaqMan® 

Gene Expression Assays. Iniciadores e sondas foram selecionados de acordo com a 

sequência disponível [número de acesso D83598 (SUR2A), NM_031358 (KIR6.2), 

NM_012751.1 (GLUT4)  NM_017008.3 (GAPDH 1 e 2), MEF2D (NM_133665.3), MEF2A 

(NM_001014035.1) e HIF1-α (NM_024359.1)  no Banco de genes (GenBank) do National 

Institute of Health (NIH) (www.ncbi.nlm.nih.gov).  

 

Quadro 1 - Iniciadores e sondas utilizados nas PCR em Tempo Real. 

Genes Iniciadores  Fragmento 

SUR2A 

 

5’ ACATGGCCACGGAAAACATT  3’ 
5’ ACTCCACTAAAATACCCTCAGAAAAGA 3’ 
5’ FAM CCATAGCTCACCGTGTCT  MGB3’ 

 141 bp 

 
 

KIR6.2 

 

GLUT4 

 

GAPD 

 

MEF2A 

 

MEF2D 

HIF1- α 

 

GAPDH 

5’ CTCATCATCTACCACGTCATCGA 3’ 
5’ GGGTGGTAATGCCTGTGGTT 3’ 
5’ FAM CTGGCTCCTAGTGACCTG MGB3’ 
 
5’ GGCTGTGCCATCTTGATGAC 3’ 
5’ CACGATGGACACATAACTCATGGAT 3’ 
5’ FAM AACCCGCTCCAGCAGC MGB3’ 
 
Sequência não fornecida pela Applied Biosystems 
 
 
5’ CCAATGGGAATGCCAAAGACAATG 3’ 
5’ TCC GAC TGT TCA TTC CAA CA 3 
 
 
5’ CCACTGCCTACAACACAGATTACC 3’ 
5’ CCCTGCAGGTGAGCTGAAG 3’ 
 
5’CGAAGAACTCTCAGCCAC 3’ 
5’ AGCTCGTGTCCTCAGATTCC 
 
 
5’GAACATCATCCCTGCATCC 3’ 
5’CCTGCTTCACCACCTTCTT3 

 133 bp 
 
 
 

75 bp 
 
 
 
 

87 bp 
 
 

103 bp 
 
 
 

109 bp 
 
 

94 bp 
 
 
 

97 bp 
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O programa de PCR em tempo real foi constituído de: (1) um ciclo 2 min a 50 ºC, 

(ativação da UNG); (2) um ciclo de 10 min a 95 ºC, (inativação da UNG); (3) 40 ciclos de 15 

s a 95 ºC (desnaturação) e 1 min a 60 ºC (hibridização e extensão).  

Os sinais de fluorescência emitidos pelos fluoróforos das sondas TaqMan foram 

detectados pelo equipamento ABI Prism 7500 (Applied Biosystems, Foster City, C.A., EUA). 

Os dados foram analisados utilizando-se o programa 7500 System SDS Software (Applied 

Biosystems, Foster City, C.A., EUA). Para o sistema de amplificação SYBER® Green foi 

utilizado o equipamento Stratagene (Agilent, Santa Clara, C.A., EUA). Os equipamentos 

geraram curvas semi-logaritímicas dos sinais de amplificação. A análise fornece o parâmetro 

ciclo em que o sinal de fluorescência é significativo, denominado ciclo treshold (Ct) 

(BUSTIN, 2000; LIVA; SCHMITTGEN, 2001). Para cada amostra cDNA, o Ct de 

cada gene é registrado e comparado com o do gene da gliceraldeído desidrogenase 

(GAPD) que é utilizado como controle endógeno.  

A quantidade de cDNA utilizada nos ensaios foi otimizada a partir de curva-

padrão que permite avaliar a linearidade da amplificação bem como a eficiência da 

mesma. Para essa finalidade, foram utilizadas diluições seriadas (1:2, 1:4, 1:8 e 1:16) 

de cDNA de amostras usadas apenas para teste nos ensaios de PCR em tempo real. As 

diluições de cDNA e os respectivos valores de Ct foram colocados em gráfico que permite 

verificar a relação entre essas duas variáveis (Ct x log da diluição de cDNA). Após 

otimização, as concentrações de sondas escolhidas foram de 200 nM e dos iniciadores de 200 

nM, para ambos os genes SUR2A, KIR6.2 e GLUT4, para GAPD, foi utilizado a quantidade 

recomendada pelo fabricante, 900 nM de sonda e 900 nM de iniciadores. Para os genes 

MEF2A, MEF2D, HIF1- α e GAPDH2 foram utilizados 300 nM de iniciadores. 

A eficiência da reação foi calculada de acordo com a inclinação da curva gerada pela 

seguinte fórmula: E = 10-1/a -1 x 100, onde a é a inclinação da curva (PFAFFL, 2001). 

Segundo LIVAK e SCHMITTGEN, 2001, para um ensaio de PCR em tempo real ter 

alta eficiência (90% a 110%), a inclinação (slope) da curva-padrão deve ser próximo 

de -3,3. No Quadro 2 são apresentados os resultados de inclinações (slopes) das curvas e as 

respectivas eficiências dos ensaios 
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Quadro 2 - Valores de inclinação da curva e eficiência das RT-PCR em tempo real. 

Gene Inclinação da curva Eficiência 

SUR2A - 3,32 101 % 

KIR6.2 - 3,29 100 % 

Slc2a4 - 3,18 103 % 

GAPDH1 - 3,43 96 % 

MEF2A -3,25 102% 

MEF2D -3,32 101% 

NF-KB -3,33 102% 

HIF-α -3,31 100% 

GAPDH2 -3,22 103% 

 

Os valores de Ct obtidos nesses ensaios foram utilizados para o calculo da expressão 

relativa de mRNA de cada gene alvo em relação à do GAPDH (controle endógeno). Essa 

relação é denominada Delta Ct (ΔCt) e é calculada pela fórmula: 

DCt = (Ct gene alvo – Ct controle endógeno) 

Com objetivo de avaliar a variação de expressão entre os grupos foi utilizado o 

parâmetro Delta Delta Ct (DDCt) que é calculado utilizando o Delta Ct da média dos 

controles não tratados, usando a seguinte fórmula:   

DDCt = (DCt controle não tratado – DCt amostra) 

Os dados de ΔΔCt foram transformados em escala logarítmica (2ΔΔCt) para comparar 

dados entre os grupos. A expressão é interpretada pelo seu aumento ou diminuição após o 

tratamento.  
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3.1.7.4 Análise da expressão das proteínas GLUT4, Sur2A, Kir6.2 

 

3.1.7.4.1 Preparação dos tecidos e quantificação das proteínas 

 

As amostras de tecidos musculares foram processadas para extração proteica fracionada 

conforme Mitsumoto e Klip (1992). Após homogeneização em Polytron PT 3000 

KINEMATICA (Brinkman, Bohemia, N.Y., EUA) a 20.000 rpm, em tampão de 

homogeneização (Tris HCl 10 mM; EDTA l,0 mM; sacarose 250 mM) numa proporção de 

1:6 (peso: volume), as amostras foram centrifugadas a 760 g (10 min, 4 ºC). O sobrenadante 

foi separado e centrifugado a 31.000 g (60 min, 4 ºC), sendo o pellet resuspendido em 

tampão de homogeneização, correspondente à fração de membrana plasmática (PM). O 

sobrenadante, após ultracentrifugação a 190.000 g (60 min, 4 ºC), produziu o pellet 

correspondente à fração microssomal (M).  

 

3.1.7.5 Western Blotting 

 

Os experimentos para análise do conteúdo das proteínas GLUT4, KIR6.2 e SUR2A 

foram avaliados conforme as etapas a seguir: 

 

3.1.7.6 “SDS-PAGE” 

 

Foi utilizado o método desenvolvido por Laemmli e modificado por Garfin (GARFIN, 

1990), que envolve um sistema descontínuo de dois géis contíguos: 

a - gel de empacotamento (“stacking gel”)  6% T; 2,7% C 

b - gel de separação (“resolving gel”) 10% T; 2,7% C (para GLUT4 e KIR6.2) 

Antes da aplicação, as amostras foram fervidas por 5 min. A eletroforese começou 

com a corrida no gel de empacotamento sob voltagem constante em 40 V até que ocorre-se o 

empacotamento da amostra, o que foi  observado na transição dos géis. Posteriormente, foi 

aplicada uma corrente constante de 55 mA para a corrida no gel de separação por 3 horas. 
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3.1.7.6 Transferência eletroforética 

 

Após a separação das frações proteicas no gel de poliacrilamida foi realizada a sua 

transferência eletroforética para uma membrana de nitrocelulose Trans-Blot (Bio-Rad, 

Hercules, C.A., EUA), sob corrente constante de 35 mA, por 16 horas, a 4 ºC, em tampão Tris 

HCl (12,5 mM), glicina (95 mM), metanol 20%, pH 8,3. 

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

coomasie. 

 

3.1.7.7 “ECL- Enhanced Chemiluminescence”  

 

Após a transferência eletroforética, foi iniciado o processo de ECL para detecção das 

proteínas: 

1) Bloqueio inespecífico da membrana em leite desnatado 2% diluído em PBS 1X pH 7,2 

[NaCl 0,8% (0,140 M); Na2HPO4.(12H2O) 0,115% (0,008M); KCl 0,02% (0,003 M); 

KH2PO4 0,02% (0,0015 M)] por 2 horas; 

2) Para proteína GLUT4, incubou com anticorpo (rabbit anti-GLUT4 polyclonal antibody, 

Millipore, CA, USA) primário (1:4000) em PBS 1X (BSA 8%) por 3 horas a 37 ºC, sob 

agitação e para a proteína KIR6.2, incubou com anticorpo (rabbit anti-KIR6.2 polyclonal 

antibody, Milliopore, C.A., USA) primário (1:200) em TBS-T (BSA 5%) por 4 a 

temperatura ambiente. 

3) Lavagens:  2 lavagens rápidas com 10 mL de solução de lavagem TBS –T (Tris-HCl 1% 

(0,01M), NaCL 3% (0,05M), Tween 20 0,05%); 1 lavagem de 15 minutos com solução de 

lavagem, sobre o agitador;  3 lavagens com solução de lavagem, 5 minutos cada.  

4) Para GLUT4, incubou-se com anticorpo secundário com HRP (Amershan ECL Anti-

rabbit IgG, GE Healthcare, Pittsburgh, P.A., EUA), conjugado coma enzima peroxidase-

HRP (1:10.000) em TBS-T + leite desnatado 1%, por 1 hora, sob agitação e temperatura 

ambiente, em relação a proteína KIR6.2, incubou-se com anticorpo secundário com HRP 

(donkey anti-goat GE Healthcare, Pittsburgh, P.A., EUA) em TBS-T + leite desnatado 1%, 

por 1 hora, sob agitação e temperatura ambiente 
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5) Lavagens: 2 lavagens rápidas com solução de lavagem; 1 lavagem com solução de 

lavagem por 15 minutos;  4 lavagens de 5 minutos cada com solução de lavagem. 

6) Detecção: Incubação da membrana (0,125 mL/cm2) com as soluções de detecção A e B 

(ECLTM Western Blotting Analysis System, RPN 2108)  na proporção 1:1 por 2 minutos. 

7) Autorradiografia: a membrana foi exposta a filme de RX (Hyperfilm - Amersham, 

Buckinghamshire, UK), por um tempo variável de 15 segundos a 30 minutos.  Após esse 

período o filme foi revelado com solução reveladora e reforçadora GBX e solução fixadora 

e reforçadora GBX (Kodak Brasileira, São Paulo, S.P., Brasil). 

 

3.2  Cultura de células 

 

Foram utilizadas células musculares da linhagem L6, provenientes do banco mundial 

de células ATCC (American Type Culture Collection). 

 

3.2.1 Propagação, diferenciação e tratamento das células 

 

Alíquotas de células musculares da linhagem L6 foram descongeladas e cultivadas 

conforme sugerido pelo fornecedor. Desta forma, a propagação e a diferenciação foram 

realizadas utilizando Meio Dulbecco MEM (DMEM) Vitrocell Embriolife - 4.500 mg/L de 

glicose (Vitrocell, Campinas, S.P., Brasil) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino-SFB 

(v/v) (Vitrocell, Campinas, S.P., Brasil) e 1% de antibiótico (penicilina/ estreptomicina) (v/v) 

(Sigma-aldrich, St. Louis, M.O., EUA). Permaneceram em incubadora Nuaire a 5% de CO2, 

37 ºC até atingirem confluência de cerca de 70%. Neste ponto, o meio de propagação foi 

substituído por meio de diferenciação contendo, Meio Dulbecco MEM Vitrocell Embriolife - 

4.500 mg/L de glicose (Vitrocell, Campinas, S.P., Brasil) suplementado com 2% de Soro 

Fetal Bovino-SFB (v/v) (Vitrocell, Campinas, S.P., Brasil) e 1% de antibiótico (penicilina/ 

estreptomicina) (v/v) (Sigma-aldrich, St. Louis, M.O., EUA).  

Após sete dias de diferenciação (YONEMITSU et al., 2001), o meio contendo 2% de 

SFB foi substituído por Meio Dulbecco MEM (DMEM),  (Vitrocell Embriolife – 1.000 mg/L 

de glicose, BR) (HOMMELBERG et al., 2009) e de antibiótico (v/v)  (Sigma-Aldrich 

Chemicals, Steinhein, Alemanha) por 6 horas. 
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Em seguida, o tratamento por 24 horas foi iniciado, em Meio Dulbecco 16,7 mM de 

D-Glicose (DMEM) (Vitrocell, Campinas, S.P., Brasil). No primeiro grupo denominado de 

Controle, foi adicionado 0,03% de DMSO (Sigma-Aldrich Chemicals, Steinhein, Germany), 

DMSO é o solvente da glimepirida. No segundo grupo Controle + Insulina composto por 

100 nM de insulina (Sigma-Aldrich Chemicals, Steinhein, Alemanha) e 0,03% de DMSO. No 

terceiro grupo, Glimepirida, as células foram tratadas por 100 uM de glimepirida (Sigma-

Aldrich Chemicals, Steinhein, Alemanha), e no quarto e último grupo, denominado de 

Glimepirida + Insulina, foi adicionado 100 uM de glimepirida e 120 nM de insulina 

((Sigma-Aldrich Chemicals, Steinhein, Alemanha). 

 

3.2.2 Extração de RNA total de linhagem celular 

 

Amostras de células musculares L6 cultivadas em placas com 6 poços foram 

inicialmente acrescidas de PBS1X, para retirar o excesso de meio de cultura, e posteriormente 

destinadas a extração de RNA total, com reagente Trizol (Invitrogen Life Technologies, 

Boemia, N.Y., EUA), conforme instruções do fabricante. Após esta etapa, a concentração de 

RNA total das amostras e o grau de pureza destas, determinado pela razão A260nm/A280nm, foi 

avaliado por espectrofotometria (Gene Quant II, Pharmacia Biotech, Londres, UK). A 

integridade do RNA extraído foi avaliada pela visualização das bandas 28 e 18S, sob luz 

ultravioleta após corrida em gel de agarose (1%). Posteriormente foi realizado a transcrição 

reversa e PCR em Tempo Real, mesma metodologia utilizada em musculo esquelético, 

descrita anteriormente. 

 

3.3 Análise estatística dos resultados 

 

A associação entre as variáveis mensuradas e os fatores de interesse será verificada 

utilizando-se a Análise de Variância com múltiplos fatores (ANOVA). Para comparações 

entre os parâmetros avaliados ao longo do tempo será utilizado ANOVA one way e two-way 

para medidas repetidas. Serão considerados estatisticamente significantes os resultados cujos 

níveis descritivos (valores de P) forem inferiores a 0,05.  
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Parâmetros morfométricos e verificação da presença de obesidade 

 

  As tabelas 1 e 2 mostram os parâmetros morfométricos dos animais controles e obesos 

(C e MSG), tratados e não tratados com glimepirida (CG e MSG/G). Observou-se que os 

animais obesos apresentaram pesos absolutos dos músculos esqueléticos sóleo (SOL) e 

extensor digital longo (EDL) significativamente menores em relação aos controles (tabela 1a). 

Analisando-se o peso destes tecidos relativamente ao peso corpóreo, não houve diferença 

entre ratos controles e obesos, demonstrando que o menor peso absoluto dos músculos dos 

obesos foi devido ao prejuízo no crescimento/desenvolvimento, sendo mantida a proporção de 

massa magra relativa à massa corporal (tabela 1b). 

  Os animais obesos mostraram menor peso corpóreo, associado à diminuição do 

comprimento naso-anal (tabela 2), de tal forma que a obesidade confirmou-se pelo índice de 

Lee, que demonstrou que os animais MSG e MSG/G apresentaram maior peso em relação ao 

comprimento que seus respectivos controles C e CG respectivamente (tabela 2). 

  O tratamento com a glimepirida não afetou nenhuma das características morfométricas 

analisadas (tabela 1a, 1b e 2 ). 

 

Tabela 1a - Peso absoluto dos tecidos de animais controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) 
e não tratados (C e MSG) com glimepirida por 4 semanas. 

               Tecido 

Grupo 

SOL (mg) EDL (mg) 

C (n=13) 169 ± 4,5 162 ± 4,6 

CG (n=12) 173 ± 8,5 154 ± 4,2 

MSG (n=12)     104 ± 6,5*** 103 ± 7,1***^^^ 

MSG/G (n=15)      108 ± 10,1***^^^ 118 ± 4,5***^^^ 

SOL = músculo sóleo; EDL = músculo Extensor Digital Longo 
Valores expressos como média ± EPM e comparados por análise de variância de 1 via, para dados 
independentes. 
**p<0,01 vs. C; ***p<0,001 vs. C; ^^^p<0,001 vs. C/G 
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Tabela 1b - Peso relativo a 100 gramas de peso corpóreo dos tecidos de animais controles e 
obesos, tratados (CG e MSG/G) e não tratados (C e MSG) com glimepirida por 
4 semanas. 

               Tecido 

Grupo 

SOL (mg/100 g) EDL (mg/100 g) 

C (n=13) 43 ± 2 42 ± 1 

CG (n=12) 44 ± 3 41 ± 2 

MSG (n=12) 28 ± 2 30 ± 4 

MSG/G (n=15) 32 ± 3 34 ± 4 

SOL = músculo sóleo; EDL = músculo Extensor Digital Longo 
Valores expressos como média ± EPM e comparados por análise de variância de 1 via, para dados 
independentes. 

 

Tabela 2 - Índice de Lee, peso corpóreo e comprimento naso-anal de ratos controles e obesos, 
tratados (CG e MSG/G) e não tratados (C e MSG) com glimepirida durante quatro 
semanas. 

Grupo Peso                   (g) Comprimento (cm) Índice de Lee 

(g1/3/cm) 

C (n=13) 402 ± 7,3 24,3 ± 0,19 30,9 ± 0,41  

CG (n=12) 398 ± 4,5 24,4 ± 0,3 30,1 ± 0,33 

MSG (n=12) 310 ± 5,5***^ 21,1 ± 0,34***^^ 31,7 ± 0,65*^^ 

MSG/G (n=15) 313 ± 8,2***^ 21,3 ± 0,56***^^^ 32,4 ± 0,34*^^ 

ÍNDICE DE LEE = ([3√ peso (g)÷comprimento naso-anal (cm)] X 100) 
Valores  expressos como média ± EPM, comparados por Análise de variância de 1 via, para dados 
independentes. 
^p<0,05 vs. CG;         ***p<0,001 vs. C;  ^^p<0,01 vs. CG;  *p<0,05 vs. C; 
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4.2 Consumo de água e alimento 

   

  Os consumos de água e ração dos diferentes grupos experimentais foram medidos 

antes e durante as 4 semanas de tratamento com glimepirida, pelo menos 2 vezes por semana. 

  As tabelas 3A e 3B mostram, respectivamente, o consumo médio de ração e de água, 

antes do início da administração da glimepirida e ao final do período de tratamento. Durante 

este período, os consumos tanto de alimento como de água se mantiveram constantes dentro 

de cada grupo, não havendo diferença significativa entre o consumo inicial e consumo final, 

após 4 semanas. 

  Comparados aos animais controles, os obesos (tratados ou não com glimepirida) 

apresentaram consumo absoluto significativamente mais baixo, tanto de alimento quanto de 

água, o que se iguala aos controles quando normalizado por 100 g de peso corporal. A 

glimepirida não alterou o consumo, pois os grupos CG e MSG/G apresentaram ingestão 

semelhante aos grupos C e MSG, respectivamente.  
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Tabela 3a - Consumo alimentar diário de ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e 
não tratados (C e MSG) com glimepirida, expresso em valores absolutos (g) e 
relativos a 100 g de peso corpóreo (g/100 g). 

Grupo                              Consumo Alimentar 

                                Absoluto                    Relativo 

     Inicial (g)   Final (g) Inicial (g/100 g) Final (g/100 g) 

C (4) 25,1 ± 0,45 24,8 ± 0,33 7,98 ± 0,30 7,9 ± 0,23 

CG (4) 26,2 ± 0,56 26,9 ± 0,78 8,35 ± 0,19 7,45 ± 0,19 

MSG (4) 22,2 ± 0,47***^^^ 22,4 ± 0,26***^^^ 7,45 ± 0,23 6,38 ± 0,23 

MSG/G (5) 21,2 ± 0,29***^^^ 21,9 ± 0,31***^^^ 8,63 ± 0,34 7,85 ± 0,56 

Inicial: média dos dois dias anteriores ao inicio do tratamento com glimepirida; Final: média dos dois 
últimos dias antes do sacrifício. Resultados expressos como média ± EPM, calculada a partir do 
consumo médio de 4 ou 5 gaiolas, contendo 3-4 animais. 

  ***p<0,001 vs. C; ^^^p<0,001 vs. CG 
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Tabela 3b - Consumo hídrico diário de ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e não 
tratados (C e MSG) com glimepirida, expresso em valores absolutos (mL) e 
relativos a 100g de peso corpóreo (mL/100 g). 

Grupo                              Consumo hídrico 

                                Absoluto                    Relativo 

     Inicial (mL)   Final (mL) Inicial (mL/100g) Final (mL/100 g) 

C (4) 41,2 ± 2,52 42,3 ± 1,08 11,3 ± 0,45 10,4 ± 0,45 

CG (4) 39,9 ± 0,97 40,9 ± 0,56 10,5 ± 0,56 11,9 ± 0,39 

MSG (4) 31,3 ± 1,0 **^^ 33,4 ± 0,65**^^ 9,5 ± 0,39 9,9 ± 0,45 

MSG/G (5) 33,1 ± 1,98**^^ 33,4 ± 0,16**^^ 11,6 ± 0,53 11 ± 0,34 

Inicial = média dos dois dias anteriores ao inicio do tratamento com glimepirida; Final = média dois 
últimos dias antes do sacrifício. Resultados expressos como média ± EPM, calculada a partir do 
consumo médio de 4 ou 5 gaiolas, contendo 3-4 animais. 
**p<0,01 vs. C; ^^p<0,01 vs. CG 
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4.3 Avaliação da sensibilidade à insulina 

 

   Na tabela 4, observa-se que a glimepirida elevou a insulinemia tanto nos ratos 

controles (p<0,05) quanto nos obesos (p<0,01). Mesmo com as insulinemias elevadas, os 

animais tratados não apresentaram variações glicêmicas importantes. Comparando-se C e 

MSG, não houve diferença significativa entre as insulinemias, embora os obesos tendessem a 

apresentar uma elevação, o que indica que estes animais foram avaliados numa fase do 

desenvolvimento em que as alterações metabólicas da obesidade ainda não se encontravam 

totalmente estabelecidas. 

  Com objetivo de confirmar a presença de resistência insulínica no grupo MSG, 

utilizamos o teste de tolerância à insulina. A figura 1 mostra as constantes de decaimento da 

glicose (kITT) obtidas a partir dos valores de glicemia de 0 a 16 minutos após sobrecarga 

venosa de insulina, O grupo MSG apresentou decaimento da glicose significativamente menor 

que os grupos C, CG e MSG/G. 
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Tabela 4 - Parâmetros metabólicos de ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e não 
tratados (C e MSG) com glimepirida, durante quatro semanas. 

Grupo Glicemia (mg/dl) Insulinemia (uU/mL) 

C (7) 139,8 ± 4,9 19,6 ± 3,0 

CG (6) 

MSG (4) 

MSG/G (7) 

143,6 ± 4,7 

145,7 ± 5,7 

143,3 ± 3,5 

26,5 ± 2,9* 

22,3 ± 2,0 

37,9 ± 3,3***## 

Amostras coletadas sem restrição alimentar prévia. Resultados expressos como média ± EPM, 
comparados por Análise de Variância de 1 via, para dados independentes. * p<0,05 vs. C, ***p<0,001 
vs. C, ## p<0,01 vs. MSG 

 

Figura 1 - Constante de decaimento de glicose (kITT) de ratos controles e obesos, tratados 
(CG e MSG/G) e não tratados (C e MSG) com glimepirida por 4 semanas. 
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Os resultados foram obtidos em 4-6 animais por grupo, sendo as médias comparadas por análise de 
variância de 1 via para dados independentes, seguida do teste de Student Newman-Kewls (SNK): 

***p<0,001 vs. C; ^^ p<0,01 vs. CG; ###p<0,001 vs. MSG. 
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4.4 Qualidade do fracionamento subcelular dos tecidos 

 

 Na tabela 5 estão mostrados os valores de recuperação proteica total para SOLEO e EDL. 

Em cada fração (PM e M), nenhuma diferença significativa foi observada entre os grupos. 

 

Tabela 5 - Recuperação proteica total por grama de tecido nas diferenças frações dos tecidos 
de ratos controles e obesos (CG e MSG/G) e não tratados (C e MSG) com 
glimepirida, por 4 semanas. 

SOLEO C (n = 7) C/G (n = 6) MSG (n = 5) MSG/G (n = 8) 

PM (mg/g) 
 

4,27 ± 0,9 
 

4,70 ± 1,53 
 

4,43 ± 1,73 
 

6,73 ± 2,08 
 

M (mg/g) 
 

    1,93 ± 0,21 2,11 ± 0,32 2,41 ± 0,40 2,45 ± 0,35 

 

EDL C (n =7) C/G (n =6) MSG (n =7) MSG/G (n =8) 

PM (mg/g) 
 

4,53 ± 0,9 
 

4,78 ± 1,74 
 

5,99 ± 1,7 
 

5,97 ± 1,62 
 

M (mg/g)    2,12 ± 0,23 3,2 ± 0,45 2,33 ± 0,23 2,94 ± 0,69 

     
EDL, músculo Extensor Digital Longo; PM, fração de membranas plasmáticas; M, fração de 
membranas microssomais. Resultados expressos como média ± EPM e comparações estatísticas 
apenas entre os grupos, para uma mesma fração de cada tecido (ANOVA de 1 via, para dados 
independentes) 
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4.5 Análise de conteúdo de mRNA dos genes SUR2A, KIR6.2, MEF2A, MEF2D, HIF-1α, 

NF-KB e Slc2a4 e das proteínas  SUR2A, KIR6.2 e GLUT4 em músculo esquelético 

extensor digital longo (EDL) 

 

  As tabelas contendo média e desvio padrão são apresentadas no item apêndice. 

 

4.5.1 Expressão do mRNA e da proteína SUR2A em EDL 

 

  Não foram observadas diferenças significativas na expressão do mRNA e da proteína 

de SUR2A entre os diferentes grupos analisados, em músculo esquelético extensor digital 

longo (EDL) (figura 2). 
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Figura 2 - Análise do mRNA de SUR2A (A) e da proteína SUR2A (B) em músculo extensor 
digital longo de ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e não tratados 
(C e MSG) com glimepirida por 4 semanas. 
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Em A: conteúdos dos mRNAs do SUR2A, normalizados por GAPD. Os resultados são média ±EPM 
de 3 experimentos distintos. Em B: conteúdo da proteína (UA/g tecido) em membranas plasmáticas 
(PM). Abaixo: Autorradiografia típica de membranas plasmáticas (PM). Os resultados são média 
±EPM. Anova de 1 via para dados independentes/SNK:  
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4.5.2 Expressão do mRNA  e da proteína de KIR6.2 em EDL 

 

  Foi observada uma elevação de 23,9 % no mRNA do KIR6.2 no grupo controle 

tratado, (CG vs. C, p< 0,01). Este aumento também foi observado no grupo CG em relação 

aos grupos MSG e MSG/G (33,3 % e 23,1 %; p< 0,01, respectivamente). Os animais obesos 

(MSG) não mostraram alteração da expressão de KIR6.2 em relação ao controle (C). Após 

tratamento com glimepirida, grupo MSG/G, resultou em uma discreta elevação da expressão 

de KIR6.2, mas não foi significativa em relação ao obeso não tratado (MSG). 

  Não houve diferenças significativas do conteúdo da proteína KIR6.2 em membranas 

plasmáticas (PM). 
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Figura 3 - Análise do mRNA de KIR6.2 (A) e da proteína KIR6.2 (B) em músculo extensor 
digital longo de ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e não tratados (C 
e MSG) com glimepirida por 4 semanas. 
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Em A: conteúdos dos mRNAs do KIR6.2, normalizados por GAPD. Os resultados são média ± EPM 
de 3 experimentos distintos. Em B: conteúdo da proteína (UA/g tecido) em membranas plasmáticas 
(PM). Abaixo: Autorradiografia típica de membranas plasmáticas (PM). Os resultados são média ± 
EPM. Anova de 1 via para dados independentes/SNK:  
*p<0,05 vs. C; ^^0,01 vs. CG; ^0,05 vs. CG 
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4.5.3 Expressão mRNA de MEF2A em EDL 

 

 Não foram observadas diferenças significativas na expressão do mRNA de MEF2A no 

EDL dos diferentes grupos analisados (figura 4). 

 

Figura 4 - Análise do mRNA de MEF2A em músculo EDL de ratos controles e obesos, 
tratados (CG e MSG/G) e não tratados (C e MSG) com glimepirida por 4 
semanas. 
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Conteúdos dos mRNAs de MEF2A, normalizados por GAPDH2. Os resultados são média ±EPM. 

Anova de 1 via para dados independentes/SNK: 
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4.5.4 Expressão do mRNA de MEF2D em EDL 

 

 Não foram observadas (figura 5) diferenças significativas na expressão do mRNA do 

MEF2D no EDL dos diferentes grupos analisados. 

Figura 5 - Análise do mRNA de MEF2D em músculo EDL de ratos controles e obesos, 
tratados (CG e MSG/G) e não tratados (C e MSG) com glimepirida por 4 
semanas.  

 

 

 

 

 

 

 

Conteúdos dos mRNAs de MEF2D, normalizados por GAPDH2. Os resultados são média ± EPM. 
Anova de 1 via para dados independentes/SNK: 
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4.5.5 Expressão mRNA de HIF1-α em EDL 

 Não foram observadas (figura 6) diferenças significativas na expressão do mRNA do 

HIF1-α em EDL dos diferentes grupos analisados). 

 

Figura 6 - Análise do mRNA de HIF1-α em músculo EDL de ratos controles e obesos, 
tratados (CG e MSG/G) e não tratados (C e MSG) com glimepirida por 4 
semanas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Conteúdos dos mRNAs de HIF1-α, normalizados por GAPDH2. Os resultados são média ±EPM. 
Anova de 1 via para dados independentes/SNK: 
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4.5.6 Expressão de Slc2a4 e da proteína GLUT4 em EDL 

 

  No grupo obeso não tratado, houve uma redução de 40% da expressão de Slc2a4 

(MSG vs. C, p<0,01). Após o tratamento de 4 semanas com glimepirida, o conteúdo de 

mRNA de Slc2a4 aumentou em 42% nos obesos (MSG/G vs. MSG, p<0,01), retornando a 

valores semelhantes aos do controle. A glimepirida não alterou a expressão de Slc2a4 nos 

animais controles.  

 Em relação à proteína, não foram encontradas diferenças significativas no conteúdo total 

(PM + M) e nem nas frações subcelulares de GLUT4. 
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Figura 7 - Análise do mRNA Slc2a4  (A) e da proteína GLUT4 (B) em músculo extensor 
digital longo de ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e não tratados 
(C e MSG) com glimepirida por 4 semanas. 
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Em A: conteúdos dos mRNAs de Slc2a4, normalizados por GAPD. Os resultados são média ±EPM de 
3 experimentos distintos. Em B: conteúdo da proteína (UA/g tecido) em membranas totais (PM+M). 
Os resultados são média ±EPM. Anova de 1 via para dados independentes/SNK: **p<0,01 vs. C; ^ 
p<0,05 vs. CG; ## p<0,01 vs. MSG 
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Figura 8 - Análise da proteína GLUT4 em membranas de frações subcelulares do músculo 
extensor digital longo de ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e não 
tratados (C e MSG) com glimepirida por 4 semanas. 
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À esquerda: Conteúdo de GLUT4 em membranas plasmáticas (PM), contido numa mesma quantidade 
de proteínas totais (40ug) submetidas à eletroforese. À direita: Conteúdo de GLUT4 em microssomas 
(M), contido numa mesma quantidade de proteínas totais (40ug) submetidas à eletroforese. Abaixo: 
Autorradiografias típicas das frações PM e M. Os resultados são média ± EPM, expressos em UA por 
grama de tecido. 
 

 

 

4.6 Análise de expressão do conteúdo de mRNA dos genes SUR2A, KIR6.2, MEF2A, 

MEF2D, HIF1-α, NF-KB e Slc2a4, e do conteúdo de proteína de KIR6.2 e GLUT4  

em músculo esquelético sóleo 

 

 As tabelas contendo média e desvio padrão são apresentadas no item apêndice. 
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4.6.1 Expressão mRNA e proteína de SUR2A em Sóleo 

 

  Alterações foram claramente observadas da expressão de mRNA de SUR2A (Figura 

9) em músculo sóleo de animais obesos tratados por 4 semanas com glimepirida (aumento de 

~45% em relação a todos os demais grupos p<0,01). 

 

Figura 9 - Análise do mRNA de SUR2a em músculo sóleo de ratos controles e obesos, 
tratados (CG e MSG/G) e não tratados (C e MSG) com glimepirida por 4 
semanas. 
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Conteúdos dos mRNAs do SUR2A, normalizados por GAPD. Os resultados são média ±EPM. Anova 
de 1 via para dados independentes/SNK: 
** p<0,01 vs. C; ^^ p<0,01 vs. CG; ## p<0,01 vs. MSG 
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4.6.2 Expressão mRNA e da proteína  KIR6.2 em Sóleo 

   

  Aumento evidente foi observado (figura 10) na expressão de mRNA de KIR6.2 em 

músculo sóleo de animais obesos tratados com glimepirida, em relação aos demais grupos 

(~76%, p<0,05 a p<0,01). O mesmo efeito da glimepirida foi observado em relação ao 

conteúdo da proteína KIR6.2 em membrana plasmática (PM) que aumentou  ~100% no grupo 

MSG/G. 
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Figura 10 - Análise do mRNA de KIR6.2 (A) e da proteína KIR6.2 (B) em músculo sóleo de 
ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e não tratados (C e MSG) com 
glimepirida por 4 semanas. 
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Em A: conteúdos dos mRNAs do KIR6.2, normalizados por GAPD. Os resultados são média ± EPM. 
Em B: conteúdo da proteína (UA/g tecido) em membranas plasmáticas (PM). Abaixo: 
Autorradiografia típica da fração de membranas plasmáticas (PM). Os resultados são média ±EPM. 
Anova de 1 via para dados independentes/SNK: 
* p<0,05 vs. C; ^ p<0,05 vs. CG; ## p<0,01 vs. MSG; # p<0,05 vs. MSG. 
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4.6.3 Expressão mRNA de MEF2A em Sóleo 

 

  Não foram observadas (Figura 11) diferenças significativas na expressão do mRNA do 

MEF2A entre os diferentes grupos analisados. 

 

Figura 11 - Análise do mRNA de MEF2A em músculo sóleo de ratos controles e obesos, 
tratados (CG e MSG/G) e não tratados (C e MSG) com glimepirida por 4 
semanas. 

 

  

 

 

 

 

 

Conteúdos dos mRNAs de MEF2A, normalizados por GAPDH2. Os resultados são média ±EPM. 
Anova de 1 via para dados independentes/SNK: 
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4.6.4 Expressão mRNA de MEF2D em Sóleo 

 

  Não foram observadas (figura 12) diferenças significativas na expressão do mRNA do 

MEF2D entre os diferentes grupos analisados. 

 

Figura 12 - Análise do mRNA de MEF2D em músculo sóleo de ratos controles e obesos, 
tratados (CG e MSG/G) e não tratados (C e MSG) com glimepirida por 4 
semanas. 
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Conteúdos dos mRNAs de MEF2D, normalizados por GAPDH2. Os resultados são média ±EPM. 
Anova de 1 via para dados independentes/SNK: 
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4.6.5 Expressão mRNA de HIF1-α em Sóleo 

 

  Não foram observadas (Figura 13) diferenças significativas na expressão do mRNA do 

HIF1-α entre os diferentes grupos analisados. 

 

Figura 13 - Análise do mRNA de HIF1Aem músculo sóleo de ratos controles e obesos, 
tratados (CG e MSG/G) e não tratados (C e MSG) com glimepirida por 4 
semanas. 
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Conteúdos dos mRNAs de HIF1-α, normalizados por GAPDH2. Os resultados são média ±EPM. 

Anova de 1 via para dados independentes/SNK: 
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4.6.6 Expressão mRNA de Slc2a4 e da proteína  GLUT4 em Sóleo 

 

 Os resultados obtidos neste tecido estão representados nas figuras 14 e 15.   

 Após tratamento com glimepirida, a expressão de Slc2a4 elevou-se em relação ao grupo 

controle (p<0,05).  Resultado semelhante foi observado na proteína GLUT4, com a diferença 

de que o aumento observado em animais MSG/G foi estatisticamente significativo em relação 

a todos os demais grupos.  
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Figura 14 - Análise do mRNA de Slc2a4 (A) e da proteína GLUT4 (B) em músculo sóleo de 
ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e não tratados (C e MSG) com 
glimepirida por 4 semanas. 
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Em A: conteúdos dos mRNAs do Slc2a4, normalizados por GAPD. Os resultados são média ±EPM. 
Em B: conteúdo da proteína (UA/g tecido) em membranas totais (PM+M). Os resultados são média ± 
EPM. Anova de 1 via para dados independentes/SNK: 
*p<0,05 vs. C; ***p<0,001 vs. C; ##p<0,01 vs. MSG 
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Figura 15 - Análise da proteína GLUT4 em membranas de frações subcelulares do músculo 
sóleo de ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e não tratados (C e 
MSG) com glimepirida por 4 semanas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

À esquerda: Conteúdo de GLUT4 em membranas plasmáticas (PM), contido numa mesma quantidade 
de proteínas totais (40ug) submetidas à eletroforese. À direita: Conteúdo de GLUT4 em microssomas 
(M), contido numa mesma quantidade de proteínas totais (40ug) submetidas à eletroforese. Abaixo: 
Autorradiografias típicas das frações PM e M. Os resultados são média ± EPM, expressos em UA por 
grama de tecido. 
**p<0,01 vs. C; ##p<0,01 vs. MSG; ***p<0,001 vs. C; ###p<0,001 vs. MSG 
   

 

 Na tabela 6 são mostrados os resultados da análise de correlação entre as médias de 

expressão de mRNA de Slc2a4, SUR2a, KIR6.2 e de proteína GLUT4, SUR2a e KIR6.2 em 

músculo sóleo. Em relação à expressão dos mRNAs observou-se correlação positiva do 

Slc2a4, com SUR2a e KIR6.2, assim como do SUR2a com o KIR6.2. Também houve 

correlação positiva entre a proteína GLUT4 e a proteína KIR6.2. Para concluir, também 

houve correlação positiva entre as variações dos mRNAs com as proteínas, destacando-se que 

a correlação entre o mRNA do Slc2a4 e a proteína KIR6.2 apresentou uma significância 

marginal (P = 0.0662). 
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Tabela 6 - Análise da correlação entre as médias de expressão de mRNA de Slc2a4, SUR2A, 
KIR6.2 e de proteína GLUT4, SUR2A e KIR6.2. em músculo sóleo  de ratos 
controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e não tratados (C e MSG) com 
glimepirida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

r = coeficiente de correlação de Pearson 

 

 

4.7 Análise do conteúdo de mRNA dos genes SUR2A, KIR6.2, MEF2A, MEF2D, HIF- 

       1α, NF-KB e Slc2a4 em cultura de células musculares L6. 

 

As tabelas contendo média e desvio padrão são apresentadas no item apêndice. 

 

 

 

 

 r P 

mRNA   

Slc2a4 vs. SUR2a 0,9928 0,0472 

Slc2a4 vs. KIR6.2 0,9896 0,0104 

KIR6.2 vs. SUR2a 0,9842 0,0158 

Proteína   

GLUT4 vs. KIR6.2 0,9527 0,0473 

mRNA vs. Proteína   

Slc2a4 vs. SUR2A 0,9338 0,0662 

Slc2a4 vs. KIR6.2 0,9964 0,0036 

KIR6.2 vs. GLUT4 0,9667 0,0333 

SUR2a vs. GLUT4 0,9972 0,0028 
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4.7.1 Expressão mRNA de SUR2A 

 

  Foi observada elevação da expressão de SUR2a no grupo glimepirida, em relação ao 

grupo controle e controle + insulina (p<0,01; p<0,001, respectivamente). O grupo glimepirida 

também diferiu do grupo glimepirida + insulina (p>0,01). 

 

Figura 16 - Análise do mRNA de cultura de células musculares L6. Grupos: controle, 
controle + insulina, glimepirida e glimepirida + insulina. Conteúdos dos mRNAs 
de SUR2A, normalizados por GAPDH2. 
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Os resultados são média ±EPM. Anova de 1 via para dados independentes/SNK: * p<0,001 vs. 

Controle; ^^ p<0,01 vs. Controle + Insulina; ## p<0,01 vs. Glimepirida 
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4.7.2 Expressão mRNA de KIR6.2 

 

 O grupo controle + insulina reduziu a expressão de mRNA de KIR6.2 em relação ao 

controle (p<0,05). O tratamento com glimepirida resultou em aumento da expressão de 

KIR6.2, em relação ao grupo controle (p<0,001) e controle + insulina (p<0,001). A 

associação de glimepirida + insulina resultou em diminuição de KIR6.2 em relação ao grupo 

glimepirida (p<0,01). 

 

Figura 17 - Análise do mRNA de cultura de células musculares L6. Grupos: controle, 
controle + insulina, glimepirida e glimepirida + insulina. 
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Conteúdos dos mRNAs de KIR6.2, normalizados por GAPDH2. Os resultados são média ±EPM. 

Anova de 1 via para dados independentes/SNK: * p<0,01 vs. Controle; ^^^ p<0,01 vs. Controle + 

Insulina; ## p<0,01 vs. Glimepirida; ^^p<0,01 vs. Controle + Insulina. 
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4.7.3 Expressão mRNA de Slc2a4 

 

 No grupo glimepirida foi observado redução da expressão de Slc2a4 em relação ao grupo 

controle e controle + insulina (p<0,001). A adição de insulina conjuntamente com glimepirida 

elevou a expressão em relação ao grupo glimepirida (p<0,01). 

 

Figura 18 - Análise do mRNA de cultura de células musculares L6. Grupos: controle, 
controle + insulina, glimepirida e glimepirida + insulina. 
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Conteúdos dos mRNAs de Slc2a4, normalizados por GAPDH2. Os resultados são média ±EPM. 
Anova de 1 via para dados independentes/SNK: ** p<0,001 vs. Controle; ^^^ p<0,001 vs. Controle + 
Insulina; ## p<0,01 vs. Glimepirida 
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4.7.4 Expressão mRNA de MEF2A 

 

 Não foram observadas (Figura 19) diferenças significativas na expressão do mRNA do 

MEF2A entre os diferentes grupos analisados. 

 

Figura 19 - Análise do mRNA de cultura de células musculares L6. Grupos: controle, 
controle + insulina, glimepirida e glimepirida + insulina. 
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Conteúdos dos mRNAs de MEF2A, normalizados por GAPDH2. Os resultados são média ±EPM. 
Anova de 1 via para dados independentes/SNK: 
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4.7.5 Expressão mRNA de MEF2D 

 

  Não foram observadas (Figura 20) diferenças significativas na expressão do mRNA do 

MEF2D entre os diferentes grupos analisados. 

 

Figura 20 - Análise do mRNA de cultura de células musculares L6. Grupos: controle, 
controle + insulina, glimepirida e glimepirida + insulina. 
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Conteúdos dos mRNAs de MEF2D, normalizados por GAPDH2. Os resultados são média ±EPM. 

Anova de 1 via para dados independentes/SNK: 
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4.7.6 Expressão mRNA de HIF1a 

 

  Não foram observadas (Figura 21) diferenças significativas na expressão do mRNA do 

HIF-1a entre os diferentes grupos analisados. 

 

Figura 21 - Análise do mRNA de cultura de células musculares L6. Grupos: controle, 
controle + insulina, glimepirida e glimepirida + insulina. 
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Conteúdos dos mRNAs de HIF1-α, normalizados por GAPDH2. Os resultados são média ±EPM. 

Anova de 1 via para dados independentes/SNK: 
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4.7.7 Expressão mRNA de NF-KB 

 

  Foi observado que insulina provocou redução discreta da expressão de NF-KB no 

grupo controle + insulina em relação ao controle (p<0,05). A glimepirida elevou a expressão 

de NF-KB em relação aos grupos controle e controle + insulina (p<0,01). A insulina junto 

com a glimepirida foi suficiente para reduzir o aumento da expressão de NFKB induzido pela 

glimepirida (p<0,01). 

 

Figura 22 - Análise do mRNA de cultura de células musculares L6. Grupos: controle, 
controle + insulina, glimepirida e glimepirida + insulina. 
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Conteúdos dos mRNAs de NF-KB, normalizados por GAPDH2. Os resultados são média ±EPM. 
Anova de 1 via para dados independentes/SNK: ** p<0,001 vs. C; ^^ p<0,01 vs. Controle +Insulina; 
## p<0,01 vs. Glimepirida 
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5 DISCUSSÃO 

 

No presente estudo investigaram-se alterações da expressão de Slc2a4/GLUT4 e dos 

genes Sur2a e Kir6.2, que codificam as proteínas que compõem o KATP, em um modelo de 

animal obeso, pois espera-se que o maior conhecimento da fisiopatologia da obesidade possa 

trazer benefícios tanto para o tratamento como para a prevenção desta alteração. 

A administração neonatal de glutamato monossódico (MSG) produz necrose neuronal 

seletiva na eminência média e nos núcleos pré-óptico e arqueado do hipotálamo. A área 

postrema, órgão subfornical e neurônios do hipocampo rostral também são danificados após 

injeção neonatal de MSG. Ocorre desenvolvimento de várias alterações neuro-endócrinas que 

incluem obesidade, déficite de crescimento, hipogonadismo, esterilidade e 

hipercorticoesteronemia (MACHO et al., 1999; NAKAJIMA et al., 1995), de maneira tempo 

e dose dependentes. O comprometimento de vários sistemas neuro/endócrinos neste quadro de 

obesidade está de acordo com o observado em humanos obesos, nos quais alterações no GH e 

nos eixos hipotálamo-hipófise-gônada e hipotálamo-hipófise-adrenal já foram descritas 

(MORTON et al., 2004). 

Alguns fatores têm sido apontados como responsáveis pela obesidade em animais 

tratados com MSG, tais como: 

1. deficiência do hormônio do crescimento (GH). Esta poderia ser uma causa para o 

crescimento anormal, além do acúmulo de gordura, já que este hormônio possui 

atividade lipolítica e a redução do mesmo favorece elevada lipogênese (MAITER et 

al., 1991; NAKAI et al., 1996; NEMOROFF et al., 1977). 

2. reduzida atividade termogênica do tecido adiposo marrom (TAM) (HIMMS-

HAGEN, 1989); 

3. hipercorticosteronemia (LORDEN; CAUDLE, 1986; NAKAJIMA et al., 1985). 

Adicionalmente, os animais MSG são hiperinsulinêmicos e resistentes à insulina, e a 

elevação da glicemia pode alcançar níveis suficientes para diagnóstico de diabetes tipo 2 

(MACHADO; SHIMIZU; SAITO, 1993; PAPA; SERAPHIM; MACHADO, 1997). 

A obesidade nem sempre está associada com elevado peso corporal e por isso, índices 

de massa adiposa devem ser utilizados como critérios de identificação da obesidade. Rogers e 

Webb (1980) fizeram a correlação de vários parâmetros (índice de Lee, densidade, conteúdo 

de água corpórea e peso relativo do tecido adiposo gonadal) com a porcentagem da massa 

gordurosa corpórea e verificaram que em uma população de camundongos normais e obesos 
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(macho e fêmeas) todos os quatro parâmetros citados acima se correlacionam 

significativamente com a massa gordurosa.  

Resultados obtidos no presente estudo demostraram que ratos tratados com MSG no 

período neonatal apresentaram-se claramente obesos, conforme esperado. Os animais 

apresentaram peso corpóreo absoluto e peso dos músculos significativamente menores do que 

os animais controle. Porém, o menor peso dos tecidos musculares foi reflexo do prejuízo no 

crescimento, provavelmente relacionado à menor secreção de GH (KOVACS et al., 2000; 

MARMO et al., 1994). Quando se avaliou o índice de Lee, que correlaciona a massa corporal 

com o volume corporal, observou-se que os animais MSG tornaram-se obesos. Quanto maior 

este valor, maior foi a incorporação em massa em relação ao ganho em comprimento do 

animal. 

 Neste estudo, animais obesos apresentaram menor consumo absoluto de ração e água, 

mas o consumo relativo não se alterou, de modo que podemos considerá-los hipo ou 

normofágicos. Morris e colaboradores (1998) demostraram que estes ratos MSG acumulam 

gordura, apesar da ingestão calórica ser normal ou reduzida, pelo fato de que apresentam 

menor gasto energético. Considerando-se que a obesidade decorre do desequilíbrio energético 

em que o aporte energético é maior que o gasto energético, compreende-se o desenvolvimento 

de obesidade na vigência de normofagia. 

 Alterações da homeostase glicídica decorrentes do tratamento neonatal com glutamato 

monossódico já foram amplamente relatadas (CAMERON et al., 1978; OLNEY et al., 1969; 

TOKUYAMA; HIMMS-HAGEN, 1996).  

  No presente estudo, a insulinemia e glicemia dos animais MSG não apresentaram 

diferenças quando comparadas a dos ratos controles, diferentemente do que já foi descrito na 

literatura em ratos Sprague-Dawley (MACHO et al., 2000) e em camundongos (FURUYA et 

al., 2009). As células β-pancreáticas são capazes de aumentar a secreção de insulina na 

tentativa de contrabalancear a resistência à insulina, resultando em um estado de 

hiperinsulinemia, comumente encontrado na obesidade (JEANRENAUD, 1978; PAPA et al., 

1997). Entretanto, a presença da resistência insulínica em nossos ratos MSG somente foi 

confirmada pelo teste de tolerância à insulina (ITT), o que já havia sido relatado em estudo 

anterior de nosso laboratório (MORI et al., 2008). A presença de normoinsulinemia na 

vigência de resistência à insulina pode indicar um estado inicial de desenvolvimento da 

resistência, no qual o distúrbio glicêmico ainda não é suficiente para acionar hiperinsulinemia 

detectável. Considerando que os animais MSG, quando desafiados com o secretagogo de 
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insulina, foram capazes de aumentar significativamente a insulinemia, podemos concluir que, 

no presente estudo, os animais obesos estavam em estágio precoce de desenvolvimento da 

resistência à insulina, ainda com boa reserva pancreática. 

  Em resumo, as características dos animais MSG estão de acordo com o esperado para 

um estado de obesidade acompanhada por resistência insulínica ainda em desenvolvimento. 

Como já foi comentado acima, quadros graves de obesidade induzida por MSG em 

camundongos já foram demonstrados, nos quais ocorre hiperglicemia suficiente para 

diagnóstico de DM2SG (MACHADO, 1993).  

  No presente estudo, utilizamos a glimepirida, uma droga do grupo das sulfoniluréias, 

que são secretagogos de insulina e, por isso, indicados apenas para pacientes que tenham 

reserva pancreática do hormônio.  A glimepirida, embora tenha alta afinidade pelas células 

beta, apresenta efeito antihiperglicemiante superior ao de outras sulfoniluréias, o que sugeriu 

um efeito de aumentar a sensibilidade à insulina (KRAMER et al., 1996; MORI et al., 2008; 

MULLER; GEISEN, 1996). 

  Conforme descrito na metodologia, a glimepirida foi administrada aos animais na água 

de beber, e não deve ter alterado a palatabilidade da água, pois não afetou a ingestão hídrica. 

Também não se alteraram as características morfométricas dos animais tratados, indicando 

que os efeitos da droga não decorreram de emagrecimento, por exemplo. A dose diária de 0,1 

mL/kg de peso foi determinada com base em dados da literatura (EL-REYANI et al., 1999, 

MORI et al., 2008) e como observado no teste de tolerância à insulina, esta dose foi eficiente 

na reversão da resistência insulínica. Em relação à glicemia, não foram encontradas diferenças 

significativas apos o tratamento com glimepirida, porém a insulina elevou-se 

significativamente. A explicação para este estado homeostásico em que na vigência de maior 

insulinemia a glicemia permanece inalterada, a despeito de maior sensibilidade ao hormônio, 

ainda é difícil de ser encontrada, e mereceria estudos adicionais. 

 Estudo anterior de nosso laboratório já havia demonstrado que a glimepirida 

aumentava a sensibilidade insulínica de animais obesos por MSG, efeito este que envolveu 

maior capacidade do músculo oxidativo captar glicose. Assim, no presente estudo passou-se a 

investigar mecanismos moleculares acionados no músculo esquelético, que poderiam explicar 

o efeito sensibilizador da glimepirida.  

 Foram selecionados dois diferentes tipos de tecidos musculares esqueléticos: o 

músculo sóleo, composto predominantemente por fibras vermelhas, oxidativas, e o extensor 

digital longo (EDL), músculo predominantemente branco, glicolítico, com a finalidade de 
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estudar a regulação da expressão de GLUT4, proteína chave para a captação de glicose 

estimulada por insulina.  A regulação da expressão de Slc2a4 é variável de acordo com as 

diferenças na composição das fibras, sendo as fibras oxidativas (vermelhas) mais sensíveis à 

ação da insulina, com maior conteúdo de GLUT4 e taxa de transporte máximo de glicose mais 

alta (RICHARDSON et al., 1991). Nossos resultados reforçam a importância do sóleo na 

homeostasia, pois importantes efeitos foram observados neste músculo, enquanto mínimas 

alterações foram observadas no EDL. 

 O conteúdo de GLUT4 em músculo esquelético na obesidade tem sido amplamente 

estudado, no entanto os resultados descritos são variados. Acredita-se que as diferenças sejam 

decorrentes do modelo experimental, do estado metabólico e ou do tipo de fibra muscular 

utilizados. Os primeiros estudos de GLUT4 em animais obesos por MSG foram realizados em 

camundongos com alto nível de resistência à insulina, já com alterações glicêmicas 

compatíveis com diabetes tipo 2 (MACHADO et al., 1993; MACHADO et al., 1994; PAPA 

et al., 1997); nestes animais, redução importante no conteúdo de proteína GLUT4 foi 

detectada em músculo misto gastrocnemius. Interessantemente, de Carvalho Papa (2002)  

demonstrou que a alteração (redução) do GLUT4 no gastrocnemius de camundongos MSG é 

um efeito tardio durante a evolução da obesidade dos ratos. Analisando animais de 2, 4 e 7 

meses de idade, foi demonstrado que o GLUT4, no músculo, mostrou-se inalterado aos 2 e 4 

meses, sendo que aos 4 meses de idade já havia resistência à insulina. Somente aos 7 meses 

de idade é que a resistência se agravo, e o GLUT4 mostrou-se reduzido no músculo (DE 

CARVALHO PAPA et al., 2002). Semelhantemente ao demonstrado nos camundongos MSG 

de 4 meses, Mori e colaboradores (2008) não observaram alteração da proteína GLUT4 em 

músculo sóleo de ratos obesos por MSG, já com resistência à insulina.  

 No presente estudo, a obesidade por MSG não induziu alterações no mRNA do Slc2a4 

no sóleo, somente após tratamento por glimepirida, mas diminuiu no EDL, o que não se 

refletiu em alterações importantes no conteúdo total da proteína. Estes resultados estão de 

acordo com o descrito por Mori e colaboradores (2008), e sugerem um estágio ainda inicial no 

desenvolvimento da obesidade, o qual deverá culminar com redução no GLUT4 

  Apesar do GLUT4 inalterado neste estágio, isto não exclui a participação do músculo 

esquelético na determinação da resistência à insulina do animal obeso. De fato, Mori e 

colaboradores (2008) já demonstraram que a captação de glicose pelo sóleo de animais MSG 

está reduzida, mesmo com GLUT4 ainda inalterado. Isto pode decorrer de aumento de 

gordura intramiocelular, o qual está associado com resistência à insulina seja por induzir 
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defeito na sinalização desse hormônio, e consequente translocação do GLUT4, seja por alterar 

o gradiente de difusão da glicose (VIRKAMAKI et al., 2001).  

 Conforme já apresentado, estudo anterior demonstrou que a glimepirida era capaz de 

aumentar a sensibilidade à insulina em ratos MSG, por aumentar a captação de glicose em 

músculo sóleo, o que envolveria aumento na expressão do GLUT4 (MORI et al., 2008). No 

presente estudo, o tratamento dos animais obesos com glimepirida também induziu no 

músculo sóleo um aumento do Slc2a4, o qual se refletiu em aumento importante da proteína, 

o que deve contribuído para melhorar a captação de glicose neste tecido, e consequentemente 

contribuir para recuperar a homeostasia glicêmica. Considerando que a glimepirida ativa o 

receptor SUR2A, associado a KIR6.2, procurou-se correlacionar esses potenciais efetores da 

ação da droga com expressão do GLUT4, principalmente em sóleo. 

 Foi observado, que ratos obesos tratados com glimepirida por 4 semanas, aumentaram 

a expressão de mRNA de SUR2a e KIR6.2 em sóleo, assim como aumentaram as proteínas 

SUR2A e KIR6.2.  Estas observações indicam que a glimepirida deve alterar o KATP dos 

animais obesos, pelo menos no sóleo, podendo induzir alterações metabólicas que se 

relacionem com a melhora da homeostasia glicêmica.  

 Embora ambos os grupos tratados com glimepirida (CG e MSG/G) tenham 

apresentado insulinemias elevadas, não podemos atribuir à insulina o aumento do GLUT4, 

pois este efeito não foi observado no grupo controle tratado com a droga (grupo CG). Por 

outro lado, hiperinsulinemia crônica tem sido correlacionada com repressão da expressão do 

Slc2a4 (MACHADO et al., 1993; PAPA et al., 1997). Portanto, isto reforça um efeito próprio 

da glimepirida em aumentar a expressão do GLUT4, independente do concomitante efeito 

repressor da hiperinsulinemia. 

 MEF2A e MEF2D são fatores transcricionais que têm sido frequentemente 

relacionados a aumento da expressão do gene Slc2a4 induzido por contração muscular 

(SILVA et al., 2005). Além disso, Thai e colaboradores (1998) demostraram que em músculo 

de camundongo diabético há redução da expressão e da atividade de MEF2A e MEF2D, o que 

pode estar relacionado à redução da expressão do Slc2a4 observada nesta condição. 

Entretanto, nossos resultados não detectaram alterações de expressão de mRNA dos fatores 

transcricionais MEF2A e MEF2D, o que sugere que estes não estejam participando do 

aumento de expressão observado. Entretanto, o mRNA inalterado dos MEF2A e D não exclui 

a possibilidade de que estes fatores estejam se ligando mais ativamente ao promotor do gene 

Slc2a4. 
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 Sabe-se que em condição de normóxia, o HIF-1α é rapidamente degradado pela via 

proteossomal da ubiquitina, sendo praticamente inexistente na célula (HUANG et al., 1998). 

Entretanto, mínimas condições de hipóxia tecidual, como as induzidas pela contração 

muscular (SILVA et al., 2005) e pelas alterações de perfusão dos tecidos induzidas pelo 

diabetes (LEE et al., 2003) são capazes de inibir a degradação do HIF-1α, o qual transloca ao 

núcleo onde ativa transcricionalmente genes alvos. Interessantemente, o gene do HIF-1α é 

considerado um gene que se autorregula, de tal forma que o padrão de expressão do mRNA 

do HIF-1α serve como parâmetro da sua atividade transcricional. Uma vez que em nosso 

estudo o tratamento com glimepirida não tenha alterado o mRNA do HIF-1α, podemos inferir 

com que este fator transcricional não está participando da regulação do Slc2a4 observada. Até 

o momento, não existe na literatura estudos de MEF2A, MEF2D e HIF-1α em ratos obesos, 

tratados ou não com sulfoniluréias.  

Em adição aos efeitos sobre a expressão do Slc2a4 e da proteína GLUT4, outros 

efeitos já atribuídos à glimepirida não podem ser excluídos, tais como aumento na 

metabolização oxidativa e estímulo na glicogeniogênese (MULLER; GEISEN, 1996). 

Entretanto, a observação de que as alterações de expressão do Slc2a4 e da proteína se 

correlacionaram positivamente com alterações de expressão dos componentes do KATP 

sugerem que pode haver uma relação causa-efeito entre estas variáveis, ou então que elas 

estejam sujeitas a fatores reguladores comuns.  

Com o objetivo de esclarecer um pouco mais possíveis mecanismos envolvidos na 

regulação do Slc2a4 induzida pela glimepirida, estudamos células musculares L6 incubadas 

durante 24 horas com a droga. O perfil da regulação do Slc2a4 (redução) foi semelhante ao 

observado no músculo EDL, que é o tecido que deu origem a esta linhagem celular. 

Entretanto, o tratamento com glimepirida induziu aumento na expressão dos mRNAs SUR2A 

e KIR 6.2, indicando que nesta linhagem celular a regulação do KATP foi paralela à 

regulação do Slc2a4. Interessantemente, neste modelo in vitro observamos que a glimepirida 

aumentou o mRNA de NFκB, o que em geral ocorre em paralelo à atividade transcricional 

deste fator. O NF-κB é um potente repressor da expressão do Slc2a4 (RUAN et al., 2002; 

SILVA et al., 2005), e recentemente nosso grupo determinou os sítios de ligação do NF-κB na 

região promotora do gene Slc2a4 (FURUYA et al., in press). O NF-κB é um mediador 

importante dos indutores de inflamação, e diminuição da atividade inflamatório é sabidamente 

um mecanismo que reduz a resistência à insulina (FURUYA et al., 2010). 
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 Na literatura, não há estudos de expressão do canal de KATP em músculo esquelético 

de ratos obesos, ou em células musculares tratadas ou não com sulfoniluréias, e nem uma 

possível relação com GLUT4. Os resultados do presente estudo permitem concluir que 

glimepirida aumenta expressão do gene Slc2a4 em músculo sóleo de ratos resistentes à 

insulina, o que se correlaciona com aumento de mRNA de SUR2A/KIR6.2, sugerindo uma 

relação entre estas variáveis, ou a existência de fatores reguladores comuns. Um candidato 

importante a regulador comum destes genes é o NF-κB, um importante mediador da resposta 

inflamatória, Estas regulações devem estar envolvidas no efeito sensibilizador da glimepirida 

sobre a sensibilidade à insulina in vivo. 
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6 CONCLUSÃO 

 

No presente estudo, observou-se que: 

 

• o tratamento dos animais obesos com glimepirida induziu no músculo sóleo um aumento 

do Slc2a4, o qual se refletiu em aumento importante da proteína, o que deve contribuído 

para melhorar a captação de glicose neste tecido, e consequentemente contribuir para 

recuperar a homeostasia glicêmica. 

 

• glimepirida  aumentou a expressão de mRNA de SUR2a e KIR6.2 em sóleo, assim como 

aumentaram as proteínas SUR2A e KIR6.2.  Estas observações indicam que a glimepirida 

deve alterar o KATP dos animais obesos, pelo menos no sóleo, podendo induzir alterações 

metabólicas que se relacionem com a melhora da homeostasia glicêmica. 

 

• no modelo in vitro, glimepirida aumentou o mRNA de NF-κB, o que em geral ocorre em 

paralelo à atividade transcricional deste fator, sendo um mecanismo que reduz a resistência 

à insulina.  

 

 Com base nos resultados destacados acima, conclui-se que glimepirida aumenta 

expressão do gene Slc2a4 em músculo sóleo de ratos resistentes à insulina, o que se 

correlaciona com aumento de mRNA de SUR2A/KIR6.2, sugerindo uma relação entre estas 

variáveis, ou a existência de fatores reguladores comuns. Um candidato importante a 

regulador comum destes genes é o NF-κB, um importante mediador da resposta inflamatória, 

Estas regulações devem estar envolvidas no efeito sensibilizador da glimepirida sobre a 

sensibilidade à insulina in vivo. 

 

 



 
 
 
 

*De acordo com: 
  ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DE NORMAS TÉCNICA. NBR 6023: informação e documentação:    
  referências: elaboração. Rio de Janeiro, 2002. 
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APÊNDICE - Tabelas 
 

Tabela A1 – (Referente à figura 2) - Conteúdo de mRNA de SUR2A de músculo EDL de 
ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e não tratados (C e MSG) com 
glimepirida, por 4 semanas. 

GRUPO mRNA (2-DDCt) 

C (n= 12) 1,032 ± 0,036 

CG (n= 7) 0,945 ± 0,102 

MSG (n= 6) 0,973 ± 0,102 

MSG/G (n= 11) 1,033 ± 0,056 

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

 

Tabela A2 - (Referente à figura 2) - Conteúdo da proteína de SUR2A de músculo EDL de 
ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e não tratados (C e MSG) com 
glimepirida, por 4 semanas 

GRUPO PROTEÍNA (UA/g tecido) 

C (n= 5) 255,6 ± 11,2 

CG (n= 5) 281,8 ± 18,9 

MSG (n= 5) 268,2 ± 18,7 

MSG/G (n= 6) 240,5 ± 16,1 

Resultados expressos como médias ± EPM, comparados por ANOVA de 1 via para dados 
independentes, seguida do teste de Student Newman-Kewls. 
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Tabela A3 - (Referente à figura 3) - Conteúdo de mRNA e proteína de KIR6.2 de músculo 
EDL de ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e não tratados (C e 
MSG) com glimepirida, por 4 semanas. 

 
GRUPO mRNA (2-DDCt) PROTEÍNA (UA/g tecido) 

C 1,041 ± 0,053 429,9 ± 65,8 

CG 1,291 ± 0,106** 409,9 ± 92,8 

MSG 0,860 ± 0,077^^ 491,5 ± 28,8 

MSG/G 0,992 ± 0,090^ 536,5 ± 65 

Resultados expressos como médias ± EPM, comparados por ANOVA de 1 via para dados 
independentes, seguida do teste de Student Newman-Kewls. 
**p<0,01 vs. C, ^p<0,01 vs. CG 
 

 

 

Tabela A4 - (Referente à figura 4) - Conteúdo de mRNA de MEF2A de músculo EDL  de 
ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e não tratados (C e MSG) com 
glimepirida, por 4 semanas 

GRUPO mRNA (2-DDCt) 

C (n= 12) 0,954 ± 0,157 

CG (n= 11) 1,003 ± 0,278 

MSG (n= 12) 1,047 ± 0,173 

MSG/G (n= 9) 0,854 ± 0,169 

Resultados expressos como médias ± EPM, comparados por ANOVA de 1 via para dados 
independentes, seguida do teste de Student Newman-Kewls. 
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Tabela A5 - (Referente á figura 5) - Conteúdo de mRNA de MEF2D de músculo EDL  de 
ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e não tratados (C e MSG) com 
glimepirida, por 4 semanas 

GRUPO mRNA (2-DDCt) 

C (n= 7) 1,071± 0,260 

CG (n= 8) 0,749 ± 0,073 

MSG (n= 5) 1,425 ± 0,249 

MSG/G (n= 6) 1,654 ± 0,307 

 
 
 
 
Tabela A6 - (Referente à figura 6) - Conteúdo de mRNA de HIF1-α de músculo EDL  de 

ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e não tratados (C e MSG) com 
glimepirida, por 4 semanas 

GRUPO mRNA (2-DDCt) 

C (n= 8) 0,375 ± 0,049 

CG (n= 9) 0,361 ± 0,099 

MSG (n= 6) 0,443 ± 0,114 

MSG/G (n= 6) 0,438 ± 0,111 

Resultados expressos como médias ± EPM, comparados por ANOVA de 1 via para dados 
independentes, seguida do teste de Student Newman-Kewls. 
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Tabela A7 - (Referente à figura 7) - Conteúdo de mRNA do Slc2a4 de músculo EDL e da 
proteína (PM + M) de GLUT4 de ratos controles e obesos, tratados (CG e 
MSG/G) e não tratados (C e MSG) com glimepirida, por 4 semanas. 

GRUPO mRNA (2-DDCt)  PROTEÍNA (UA/g tecido) 

C 1,043 ± 0,09 431,4 ± 43,7 

CG 0,938 ± 0,077 394,7 ± 86,9 

MSG 0,621 ± 0,08** ^ 505,9 ± 62,3 

MSG/G 1,076 ± 0,09## 406,7 ± 64,2 

Resultados expressos como médias ± EPM, comparados por ANOVA de 1 via para dados 
independentes, seguida do teste de Student Newman-Kewls. 
**p<0,01 vs. C; ^ p<0,05 vs. CG; ## p<0,01 vs. MSG 
 

 

Tabela A8 - (Referente à figura 8) - Conteúdo de proteína GLUT4 nas frações de membranas 
plasmáticas (PM) e microssomais (M) de músculo EDL de ratos controles e 
obesos, tratados (CG e MSG/G) e não tratados (C e MSG) com glimepirida, por 
4 semanas. 

 
GRUPO PM (UA/g tecido) M (UA/g tecido) 

C (n= 9) 375,8 ± 45,3 55,6 ± 7,3 

CG (n= 9) 365 ± 58,5 38,7 ± 9,5 

MSG (n= 9) 465,2 ± 61,9 40,6 ± 6,6 

MSG/G (n= 10) 352,1 ± 63,6 54,5 ± 8,1 

Resultados expressos como médias ± EPM, comparados por ANOVA de 1 via para dados 
independentes, seguida do teste de Student Newman-Kewls. 
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Tabela A9 - (referente à figura 9) - Conteúdo de mRNA de SUR2A de músculo sóleo  de ratos 
controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e não tratados (C e MSG) com 
glimepirida, por 4 semanas 

GRUPO mRNA (2-DDCt) 

C 1,124 ± 0,113 

CG 0,944 ± 0,157 

MSG 1,101 ± 0,192 

MSG/G 2,184 ± 0,379**ˆ## 

Resultados expressos como médias ± EPM, comparados por ANOVA de 1 via para dados 
independentes, seguida do teste de Student Newman-Kewls. 
** p<0,001 vs. C; ^^ p<0,01 vs. CG; ## p<0,01 vs. MSG 
 

 

Tabela A10 - (Referente à figura 10) - Conteúdo de mRNA de KIR6.2 e de proteína KIR6.2 
(membranas plasmáticas) de músculo sóleo ratos controles e obesos, tratados (CG 
e MSG/G) e não tratados (C e MSG) com glimepirida, por 4 semanas. 

 
GRUPO mRNA (2-DDCt) PROTEÍNA (UA/g tecido) 

C 1 ± 0,048 249,45 ± 41,4 

CG 1,038 ± 0,141 166 ± 16,5 

MSG  1,126 ± 0,153 239,66 ± 47,5 

MSG/G 1,89 ± 0,28*ˆ## 559,02 ± 58,5***ˆˆˆ### 

Resultados expressos como médias ± EPM, comparados por ANOVA de 1 via para dados 
independentes, seguida do teste de Student Newman-Kewls. 
A: * p<0,05 vs. C; ***p<0,001 vs. C; ^ p<0,05 vs. CG; ^^ p<0,01 vs. CG; ## p<0,01 vs. MSG; ### 
p<0,001 vs. MSG  
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Tabela A11 - (Referente à figura 11) - Conteúdo de mRNA de MEF2A de músculo sóleo  de 
ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e não tratados (C e MSG) com 
glimepirida, por 4 semanas. 

GRUPO mRNA (2-DDCt) 

C (n= 13) 0,989 ± 0,103 

CG (n= 7) 1,110 ± 0,33 

MSG (n= 9) 1,150 ± 0,194 

MSG/G (n= 11) 1,504 ± 0,266 

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

 

 

Tabela A12 - (Referente à figura 12) - Conteúdo de mRNA de MEF2D de músculo sóleo  de 
ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e não tratados (C e MSG) com 
glimepirida, por 4 semanas. 

GRUPO mRNA (2-DDCt) 

C (n= 8) 1,253 ± 0,1821 

CG (n= 8) 1,084 ± 0,241 

MSG (n= 8) 1,248 ± 0,242 

MSG/G (n= 10) 1,488 ± 0,269 

Resultados expressos como médias ± EPM, comparados por ANOVA de 1 via para dados 
independentes, seguida do teste de Student Newman-Kewls. 
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Tabela A13 - (Referente à figura 13) - Conteúdo de mRNA de HIF1-α de músculo sóleo  de 
ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e não tratados (C e MSG) com 
glimepirida, por 4 semanas. 

GRUPO mRNA (2-DDCt) 

C (n=  13) 1,316 ± 0,239 

CG (n= 7) 1,306 ± 0,272 

MSG (n= 9) 1,897 ± 0,218 

MSG/G (n= 12) 1,488 ± 0,269 

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

 

 
Tabela A14 - (Referente à figura 14) - Conteúdo de mRNA Slc2a4 e de proteína GLUT4 de 

músculo sóleo de ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e não 
tratados (C e MSG) com glimepirida, por 4 semanas. 

 
GRUPO mRNA (2-DDCt) PROTEÍNA (UA/g tecido) 

C 0,9912 ± 0,099 466,29 ± 68,78 

CG 1,166 ± 0,214 559,13 ± 92,79 

MSG 1,219 ± 0,23 655,79 ± 110,6 

MSG/G 1,981 ± 0,384* 1310,99 ± 143,87***## 

Resultados expressos como médias ± EPM, comparados por ANOVA de 1 via para dados 
independentes, seguida do teste de Student Newman-Kewls. 
*p<0,05 vs. C; ***p<0,001 vs. C; ##p<0,01 vs. MSG. 
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Tabela A15 - (Referente à figura 15) - Conteúdo de proteína GLUT4 nas frações de 
membranas plasmáticas (PM) e microssomais (M) de musculo SOLEO  de 
ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e não tratados (C e MSG) 
com glimepirida, por 4 semanas. 

 
GRUPO PM (UA/g tecido) M (UA/g tecido) 

C (n= 8) 406,74 ± 73,37 59,55 ± 8,76 

CG (n= 8) 492,57 ± 98,72 63,56 ± 9,67 

MSG (n= 9) 579,26 ± 131,8 76,54 ± 5,76 

MSG/G (n=9) 1161,2 ± 163,38**## 149,99 ± 12,34***### 

Resultados expressos como médias ± EPM, comparados por ANOVA de 1 via para dados 
independentes, seguida do teste de Student Newman-Kewls. 
**p<0,01 vs. C; ##p<0,01 vs. MSG; ***p<0,001 vs. C; ###p<0,001 vs. MSG 
 

 

 

Tabela A16 - (Referente à figura 16) - Análise do mRNA de SUR2a em cultura de células 
musculares L6. Grupos: controle, controle + insulina, glimepirida e glimepirida 
+ insulina por 24 horas. 

 
GRUPO mRNA (2-DDCt) 

Controle 1,001 ± 0,0191 

Controle + Insulina 0,848 ± 0,037 

Glimepirida 1,181 ± 0,057^^*  

Glimepirida + Insulina 0,824 ± 0,104## 

Resultados expressos como médias ± EPM, comparados por ANOVA de 1 via para dados 
independentes, seguida do teste de Student Newman-Kewls. 
* p<0,01 vs. Controle; ^^ p<0,001 vs. Controle + Insulina; ## p<0,01 vs. Glimepirida 
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Tabela A17 - (Referente à figura 17) - Análise do mRNA de KIR6.2 em cultura de células 
musculares L6. Grupos: controle, controle + insulina, glimepirida e glimepirida 
+ insulina por 24 horas. 

 
GRUPO mRNA (2-DDCt) 

Controle 0,964 ± 0,066 

Controle + Insulina 0,692 ± 0,084* 

Glimepirida 1,507 ± 0,113^^^*** 

Glimepirida + Insulina 1,102 ± 0,054## ^^ 

          
 

 

Tabela A18 - (Referente à figura 18) - Análise do mRNA de Slc2a4 em cultura de células 
musculares L6. Grupos: controle, controle + insulina, glimepirida e glimepirida 
+ insulina por 24 horas. 

 
GRUPO mRNA (2-DDCt) 

Controle 0,977 ± 0,053 

Controle + Insulina 1,201 ± 0,832 

Glimepirida 0,638 ± 0,101**^^^ 

Glimepirida + Insulina 0,975 ± 0,071## 

Resultados expressos como médias ± EPM, comparados por ANOVA de 1 via para dados 
independentes, seguida do teste de Student Newman-Kewls. 
** p<0,001 vs. Controle; ^^^ p<0,001 vs. Controle + Insulina; ## p<0,01 vs. Glimepirida 
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Tabela A19 - (Referente à figura 19) - Análise do mRNA de MEF2A em cultura de células 
musculares L6. Grupos: controle, controle + insulina, glimepirida e glimepirida 
+ insulina por 24 horas. 

 
GRUPO mRNA (2-DDCt) 

Controle 0,914 ± 0,113 

Controle + Insulina 0,944 ± 0,157 

Glimepirida 1,121 ± 0,192 

Glimepirida + Insulina 1,014 ± 0,379 

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

 

Tabela A20 - (Referente à figura 20) - Análise do mRNA de MEF2D em cultura de células 
musculares L6. Grupos: controle, controle + insulina, glimepirida e glimepirida 
+ insulina por 24 horas. 

 
GRUPO mRNA (2-DDCt) 

Controle 1,073 ± 0,085 

Controle + Insulina 0,970 ± 0,071 

Glimepirida 1,118 ± 0,089 

Glimepirida + Insulina 0,788 ± 0,106**ˆ## 

Resultados expressos como médias ± EPM, comparados por ANOVA de 1 via para dados 
independentes, seguida do teste de Student Newman-Kewls. 
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Tabela A21 - (Referente à figura 21) - Análise do mRNA de HIF-1a em cultura de células 
musculares L6. Grupos: controle, controle + insulina, glimepirida e glimepirida 
+ insulina por 24 horas. 

 
GRUPO mRNA (2-DDCt) 

Controle 0,944 ± 0,041 

Controle + Insulina 0,924 ± 0,011 

Glimepirida 0,786± 0,042 

Glimepirida + Insulina 0,975 ± 0,071 

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

 

Tabela A22 - (Referente à figura 22)  - Análise do mRNA de NF-KB em cultura de células 
musculares L6. Grupos: controle, controle + insulina, glimepirida e glimepirida 
+ insulina por 24 horas. 

 
GRUPO mRNA (2-DDCt) 

Controle 1,085 ± 0,071 

Controle + Insulina 0,758 ± 0,076*  

Glimepirida 1,439 ± 0,0943**^^^ 

Glimepirida + Insulina 0,932 ± 0,096## 

Resultados expressos como médias ± EPM, comparados por ANOVA de 1 via para dados 
independentes, seguida do teste de Student Newman-Kewls. 
** p<0,001 vs. C; ^^ p<0,01 vs. CG; ## p<0,01 vs. MSG 
 




