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RESUMO

MARQUES, M. F. S. F. Participacao do canal de potassio dependente de ATP (KATP) na
resisténcia a insulina em musculo esquelético: correlagdo com o gene do Glut4. 2013. 94 f.
Tese (Doutorado em Fisiologia Humana) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Sdo Paulo, Sao Paulo, 2013.

A resisténcia a insulina foi induzida em ratos Wistar machos, por tratamento com glutamato
monossodico (MSG) (4 mg/g/dia, s.c). Aos trés meses de idade, ratos controles e obesos
foram divididos em grupos nao tratados (C e MSG) e tratados (CG e MSG/G) com
glimepirida (0,Img/kg/dia, em agua de beber) por 4 semanas. Os animais foram submetidos
ao teste de tolerancia a insulina (ITT) e amostras de musculo EDL e soleo foram retirados
para quantificacio do mRNA e proteina. No ITT, ratos MSG mostraram diminui¢do
significativa do decaimento de glicose em resposta a insulina, o que reverteu com o
tratamento com glimepirida. Em musculo séleo, 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 expressdao em animais MSG/G comparados a todos os demais
grupos. Semelhantemente, no grupo MSG/G foi encontrado aumento de 103% da proteina
KIR6.2 em membranas plasmaticas (PM), em comparag¢dao aos demais grupos. A andlise de
mRNA Slc2a4, resultou em aumento de 15% em ratos MSG em relacao ao grupo controle,
que aumentou ainda mais apds o tratamento com glimepirida. Em relagdo a proteina
GLUTH4, ratos obesos tratados com glimepirida aumentaram a proteina GLUT4, comparados
com controles e obesos nao tratados. Nao foram encontradas diferengas da expressao de
mRNA de MEF2A, MEF2D e HIF1-a em séleo. Em relagao aos resultados em musculo
extensor digital longo, (EDL), ndo houve diferenca no mRNA e proteina de SUR2A. O
mRNA de Slc2a4 reduziu em 40% em ratos MSG, e elevou-se apds o tratamento com
glimepirida, mas ndo foram encontradas diferencas estatisticas do conteido da proteina
GLUT4 em EDL nas fracdes subcelulares analisadas, PM (membranas plasmaticas) e M
(microssomas). Em EDL, foi observada uma elevacdo de mRNA do KIR6.2 no grupo CG,
quando comparado aos grupos MSG E MSG/G, a proteina KIR6.2 nao teve alteragdo. Nao
foram encontradas diferengas da expressao de mRNA MEF2A, MEF2D e HIF1-a em EDL.
Em relagdo aos resultados encontrados em culturas de células musculares L6, geraram dados
opostas ao in vivo. Foi observada elevag¢do da expressdao de SUR2a do grupo glimepirida em
relacdo ao grupo controle e controle + insulina, diferenca também foi encontrada em relagdo
ao grupo glimepirida + insulina. J& os resultados de mRNA de KIR6.2, o grupo controle +
insulina obteve redu¢dao de KIR6.2 em relagdo ao controle. O tratamento com glimepirida
resultou em aumento da expressdo de KIR6.2, em relacdo ao grupo controle e controle +
insulina. A associacdo de glimepirida + insulina resultou em diminui¢cdo de KIR6.2 em
relacdo ao grupo glimepirida. Glimepirida sozinha reduziu a expressdo de Slc2a4 em relagdo
ao controle e controle + insulina. A adi¢do de insulina conjuntamente com glimepirida elevou
a expressao em relacdo ao grupo glimepirida. E finalmente, foi observado que insulina
provocou reducgdo discreta da expressdao de NF-KB no grupo controle + insulina em relagao
ao controle. A glimepirida elevou a expressao de NF-KB em relagdo aos grupos controle e
controle + insulina. O tratamento conjunto de glimepirida + insulina, gerou redugdo da
expressao de NK-KB em relagdo ao grupo glimepirida.

Palavras-chave: Musculo esquelético. Resisténcia a insulina. Canal de potéassio dependente
de ATP. Fator de transcricao. 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 Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sao
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-o 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 HIFI1-a 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 Sl/c2a4 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 INTRODUCAO

O diabete melito (DM) ¢ a mais comum das doengas metabodlicas, sua incidéncia
aumenta em ritmo alarmante, do ano 2000 a 2010, a prevaléncia de diabéticos aumentou de
121 para 185 milhdes, representando 6,4% da populacdo adulta mundial. Projecdes indicam
que 366 milhdes de individuos estardo afetados pela doenca em 2030 (BAILEY et al., 2010;
WILDING, 2007). Por isso essa enfermidade vem se tornando um dos maiores problemas de
saude publica do século 21. De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 2006), o
crescimento dos casos de diabetes est4 relacionado com alteragdes no estilo de vida e no pertfil
socioeconomico destes individuos, diminuindo a expectativa de vida desses pacientes em 15
anos. Cerca de dois tercos dos individuos com diabetes vivem nos paises em
desenvolvimento, onde a epidemia tem maior intensidade, com crescente propor¢ao de
pessoas afetadas em grupos etarios mais jovens (MEETOO et al., 2007; WILD et al., 2004).

Na populagdo brasileira entre 30 e 69 anos, a prevaléncia de DM acomete cerca de 7%
e chega a atingir cifras proximas a 20% na populacao acima dos 70 anos. Estima-se que 50%
dos diabéticos ainda nao foram diagnosticados e 25% nao fazem nenhum tipo de tratamento
(PAIVA et al.,, 2006). O DM ndo ¢ uma unica doenca, mas um grupo heterogéneo de
disturbios metabodlicos que apresentam em comum a hiperglicemia. Essa hiperglicemia ¢ o
resultado de defeitos na agao da insulina, em sua secre¢ao ou em ambos (SPELLMAN, 2008).

A classificacao atual do DM ¢ baseada na etiologia € ndo no tipo de tratamento. A
classificagdo proposta pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e pela Associagdo
Americana de Diabetes (ADA) inclui quatro classes clinicas: DM tipo 1 (DM1), DM tipo 2
(DM2), outros tipos especificos de DM (doengas do pancreas exdcrino, Maturity Onset
Diabetes of the Young MODY e endocrinopatias) e diabetes gestacional (SKELLY, 2006).

A obesidade e o ganho de peso estdo entre os principais fatores de risco para o DM2,
estimando-se que cada quilograma de aumento de peso associa-se a uma elevagao de 9% na
prevaléncia de DM. Mais de 80% dos pacientes diabéticos do tipo 2 apresentam obesidade ou
excesso de peso, agravando a sua situacdo metabolica, e predispondo a dislipidemias e
hipertensio arterial (PILZ; MARZ, 2008).

O DM2 caracteriza-se por glicemia inapropriadamente elevada, frequentemente
acompanhada de dislipidemia e hipertensdo arterial. Muitos individuos sdo assintomaticos,
porém a hiperglicemia ¢ em grau suficiente para causar alteragdes degenerativas a longo
prazo (SKELLY, 2006; TIBALDI, 2008). O DM2 ¢ uma desordem metabdlica complexa, de

causas multifatoriais e poligénicas, apesar de pouco se conhecer sobre os genes envolvidos. A
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sindrome, no entanto, no que se refere a perda do controle glicémico envolve
desarranjo metabodlico/funcional em trés territdrios: tecidos periféricos (adiposo e muscular),
ilhotas pancreaticas e tecido hepatico. No DM2 os tecidos muscular, adiposo e hepatico
desenvolvem resisténcia a acdo da insulina, porém nas ilhotas pancredticas, a secre¢ao de
insulina pelas células beta pode estar preservada, gerando um estado relativo de insuficiéncia
de insulina. Com o tempo, a secrecdo de insulina pode evoluir para uma deficiéncia absoluta,
por exaustdo da célula beta, causando maior deterioragdo na homeostasia (HICKMAN;
MACDONALD, 2007).

Quando tecidos sensiveis a acdo da insulina, quanto ao transporte de glicose, t€ém a
capacidade de captar glicose reduzida, caracteriza-se o estado de resisténcia a insulina. Esta
desordem metabolica contribui no estabelecimento de quadros de hipertensao, dislipidemia e
doenca cardiovascular aterosclerdtica, que associados a obesidade e/ou DM2 compdem a
Sindrome Metabolica (REAVEN, 1988). A resisténcia insulinica torna-se mais intensa, o que
pode ser associado a carga genética e/ou condi¢des adquiridas como obesidade, sedentarismo
e envelhecimento; e entdo, comega a diminuir a secrecao de insulina (SPELLMAN, 2007).
Estudos recentes comprovam que uma das vias de deterioracdo da fun¢do das células beta
ocorre por exposi¢ao cronica a elevados niveis de acidos graxos livres (AGL), associados a
obesidade e aos estados de resisténcia insulinica (PRATO et al., 2007). A lipotoxicidade esta
associada ao acumulo de gordura intracelular causando disfuncao da secre¢do pancreatica de
insulina e a diminui¢do da func¢do das células beta. De acordo com esta hipdtese, a exposi¢ao
cronica aos AGL levaria a ativagdo de vias que causam aumento do estresse oxidativo e
ativacdo de vias inflamatorias ocasionando apoptose das células beta pancreaticas
(MARCHETTI et al., 2008).

O musculo esquelético ¢ o maior territorio de utilizacao de glicose, sendo responsavel
no organismo por 85% da captagdo de glicose estimulada por insulina (DEFRONZO et al.,
1981) no periodo pos-prandial.

O transporte de glicose ¢ fundamental para o metabolismo energético celular. A rota
glicolitica ¢ empregada por todos os tecidos para degradacdao de glicose e fornecimento de
energia (na forma de ATP) e intermedidrios para outras rotas metabdlicas. Para acessar o
intracelular, a glicose ndo pode solubilizar-se na membrana, devido ao carater polar da
molécula, e, para tanto, existem dois mecanismos de transporte de glicose através da

membrana celular: difusdo facilitada, mediada por transportadores da familia GLUT; e co-
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transporte com o ion sddio, mediado por transportadores da familia SGLT (SCHEEPERS et
al., 2004).

A familia GLUT ¢ composta por 14 membros que sao numerados pela ordem
cronologica de seu descobrimento. Sdo proteinas de 45-60 kDa com 12 a-hélices
transmembranicas e hidrofobicas, interligadas por algas hidrofilicas, distribuidas de forma que
a por¢ao C-terminal e a N-terminal fiquem do lado citoplasmatico (JOOST et al., 2001).

O GLUT4 ¢ o transportador insulino-dependente mais abundante nas membranas
celulares do musculo esquelético, cardiaco e tecido adiposo. A insulina, na musculatura
esquelética estimula a captacdo de glicose e a sintese de glicogénio, € no tecido adiposo
estimula a captacdo de glicose e reducdao na degradagdo com aumento na sintese de
triglicerideos. Embora sejam varios os eventos intracelulares envolvidos na captagdo de
glicose estimulada pela insulina, o fendmeno culmina com a transloca¢do de vesiculas ricas
em GLUT4 do intracelular para a membrana plasmatica, aumentando a densidade de
transportador na membrana, e consequentemente aumentando a difusdo da glicose para o
intracelular (MACHADO, 1998). Qualquer defeito em alguma destas etapas pode determinar
resisténcia ao estimulo da insulina, podendo levar ao desenvolvimento de diabetes tipo 2
(HUANG; CZECH, 2007).

Resisténcia insulinica no musculo esquelético ¢ defeito priméario em individuos
portadores de DM2. A sensibilidade insulinica decai drasticamente, embora a tolerancia a
glicose possa se deteriorar minimamente, enquanto houver hiperinsulinemia compensatoria
(GULLI et al., 1992; PRATIPANAWATR et al., 2001)

No musculo esquelético, o GLUT4, codificado pelo gene Solute Carrier 2A4 (Sic2a4),
apresenta-se em maior quantidade em fibras do tipo I e Ila, quando comparado com as fibras
do tipo IIb (MARETTE et al., 1992). No estado quiescente, uma boa quantidade de proteina
GLUT4 permanece estocada em vesiculas intracelulares, porém frente a um estimulo
realizado pela insulina ou pela contracdo muscular, as vesiculas sdo rapidamente translocadas
para a membrana plasmatica e para os tubulos T, aumentando drasticamente a captacido de
glicose (CORTRIGHT; DOHM, 1997).

Adicionalmente a esta regulacdo aguda na distribuicdo subcelular, a expressao de
Slc2a4 esta sob controle dindmico e complexo. Em estados de deficiéncia insulinica tais como
jejum e diabetes insulino privo, ambos conteudos de mRNA e proteina GLUT4 estdo
reduzidos no tecido adiposo e musculos cardiaco e esquelético (CAMPS et al., 1992; DEPRE
et al., 2000; NEUFER et, al., 1993). Porém, em estados de diabetes tipo 2, a resisténcia a
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insulina também se acompanha de redu¢do de GLUT4, apesar da presenca de
hiperinsulinemia (MACHADO et al., 1993, MACHADO et al., 1994).

A regido promotora do gene do Slc2a4 apresenta sitios especificos (elementos
responsivos) que ancoram proteinas (fatores de transcri¢ao) que atuam como ativadores ou
repressores da transcri¢ao génica. Um fator de transcrigdo apresenta dominios que se ligam ao
DNA (no elemento responsivo) € outros que podem recrutar co-ativadores ou co-repressores,
os quais contribuem na estimulacdo ou repressdo da transcricdo do gene-alvo pela RNA-
Polimerase tipo II. Portanto, o controle da expressao génica ¢ modulado pela interagdo de uma
série de fatores de transcricdo, além de sua capacidade de ativarem co-ativadores ou co-
inibidores (BRIAVANOU; DORNELL, 2002).

O fator transcricional MEF2 (Myocyte Enhancer Factor 2), importante na regulagao
do gene Sic2a4, tem papel central na proliferagdo, diferenciagdo, morfogénese, sobrevivéncia
e apoptose da célula muscular. Os fatores MEF2 pertencem a familia MADS Box (MCM1-
Agamous-Deficiens-Serum response factor) e foram descritos pela primeira vez como fatores
de transcricdo que se ligam a sequéncias de DNA ricas em A/T nos promotores de varios
genes musculo-especificos. Existem 4 genes da familia MEF2 que foram identificados em
vertebrados: mef2a, b, ¢ e d que sdo expressos de forma distinta, mas em padrdes de
sobreposicdo durante a embriogénese e nos tecidos adultos. Eles possuem dominios de
ligacdo ao DNA quase idénticos na extremidade N-terminal, com alta homologia no dominio
MADS Box (aminoacidos 1-57). Este dominio ¢ responsavel pela ligacdo ao DNA e
dimerizagdo das proteinas, permitindo que os fatores MEF2 se liguem como homo ou
heterodimeros a um elemento cis com a sequéncia (C/T)TA(A/T)TATATATA(G/A). Um
dominio adjacente ao MADS Box chamado dominio MEF2 (aminoacidos 58-86), que ¢
caracteristico da familia, influencia a afinidade de ligacdo ao DNA assim como a interagao
com co-fatores. A regido C terminal apresenta o dominio de transativacdo. Nessa regido,
também ocorrem processos complexos de splicing alternativo, com certos exons presentes em
todos os tipos celulares, enquanto outros sdo limitados a tipos celulares especificos (BLACK;
OLSON, 1998; JANSON et al., 2001).

Os fatores da familia MEF2 podem ser ativados por Ca++, Calcineurina, MAP
quinases p38, ERKS5 e CaM quinase. Além disso, os fatores MEF2 também sdo regulados pela
associacdo com desacetilases de histonas da classe II (HDAC-II) no ntcleo. Neste caso, a

sinalizagdo pelo Ca++, através da ativagdo de CaM-quinase leva a fosforilagdo de HDAC-II,
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que se transloca para o citosol, permitindo a ativacao dos fatores MEF2 (BLACK; OLSON,
2006).

O elemento responsivo aos MEF2s, na regido promotora do gene Sic2a4 de
camundongo, esta 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 transcricdo do Slc2a4
(MORENO et al., 2003).

Outro regulador do gene Slc2a4 ¢ o fator induzido por hipoxia (HIF). Este ¢ um fator
de transcrigdao génica heterodimérico, em geral composto de duas proteinas basic helix-loop-
helix (boHLH): HIF-A e HIF-B. Existem trés isoformas de HIF-A que sdo estruturalmente
semelhantes. A isoforma HIF-3A, ao contrario das isoformas HIF-1A e HIF-2A, esta
associada a regulagdo negativa da transcricdo génica induzida pelo HIF (WANG et al., 1993;
WANG et al., 1995).

As duas subunidades (HIF-A e HIF-B) sdo constitutivamente expressas, entretanto,
enquanto a subunidade B € estavel tanto em normoéxia quanto em hipoxia, a A € rapidamente
degradada se o ambiente for de normoxia (MAXWELL et al., 1999; WANG et al., 1995a). O
HIF-1A j4 foi descrito como ativador da transcrigdo dos genes Sic2al e Sic2a3, e como
inibidor da transcri¢do do gene do Sic2a? (ERBET et al.,, 1996). Royer e colaboradores
(2000) verificaram o aumento do GLUT4 na hipoxia, e estudos do nosso laboratorio
demostraram fortes evidéncias de que HIF1-A esteja envolvido na ativagdo do gene Sic2a4
em musculo esquelético (LIMA et al., 2009; SILVA et al., 2005).

NF-«xB (do inglés, nuclear factor kappa B) também ¢ proposto como um regulador do
gene Slc2a4. A familia do NF-kB ¢ composta por cinco membros denominados, RelA (p65),
RelB, c-Rel, NF-kB1 (p50/p105) e NF-xB2 (p52/p100). Ambas as subunidades p50 e p52 sao
sintetizadas a partir de proteinas precursoras longas, p105 e p100. Em geral, a forma ativa de
NF-kB consiste de um heterodimero composto pela subunidade p65 associada a p50 ou p52.
Na maioria das células, este heterodimero reside no citosol associado a um inibidor protéico,
IxB (do inglés, inhibitors of NF- kB). Em mamiferos, ha trés principais isoformas de IxB:
IkBa, IkBB, IkBe. A ativagdo de NF-«B tipicamente envolve a fosforilagao de IxB pelo
complexo IkB cinase (do inglés, kB quinase), composto por IKKa, IKKf e IKKy (NEMO).
Pela via classica de ativacdo de NF-kB, IkB ao ser fosforilado, dissocia-se das subunidades
heterodiméricas de NF-kB sendo direcionado a degradacao proteosomal. Como consequéncia
o NF-kB migra ao nucleo onde se liga as sequéncias de DNA, conhecidas como sitios kB,

localizadas nas regides promotoras de genes relacionados a apoptose, adesao celular, resposta
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imune, inflamagdo, estresse celular e remodelamento tecidual. E importante ressaltar que a
expressao desses genes ¢ também dependente da agdo de outras vias de sinalizacdo e fatores
de transcricdo. Assim, os resultados da ativagdo de NF-xB dependerdo da natureza e do
contexto da célula (PERKINS, 2007).

A atuagdo de NF-xB na regulacdo do gene Sic2a4 foi sugerida em meados de 2002
(RUAN et al., 2002). Posteriormente, Silva et al. (2005) relacionaram o aumento do mRNA
do NF«B e da sua atividade de ligacdo ao DNA, com a diminui¢do na expressao génica de
GLUT4 em amostras de musculo solear de ratos jejuados. Além disto, a repressao na
expressao do gene Slc2a4 ja foi relacionada com aumento no contetdo de IL-6 do (inglés,
interleucin 6) devido ativacdo da via PKC/NF-kB por palmitato, em células musculares
C2C12 (JOVE et al., 2005). Adicionalmente, alguns estudos de nosso laboratorio reforcaram
o papel inibitério do NFkB na expressao 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 NFkB sobre a transcrigdo do Slc2a4, apontando 2 sitios
de ligagao presentes no promotor do gene (FURUYA et al., in press).

Além da regulacdo por meio de fatores transcrionais, em algumas situagdes
fisiopatologicas, especialmente obesidade e DM2, a resisténcia insulinica pode estar ligada a
ativacdo dos canais de potassio dependentes de ATP, os quais funcionam como sensor
energético e metabolico.

Os canais de potassio dependentes de ATP (KATP) sdo proteinas de membrana com
permeabilidade seletiva ao potassio, e representam a maior ¢ mais diversa familia de canais
16nicos identificada. O receptor de sulfoniluréia 1 (SUR1), membro da super familia 47P-
binding cassette (ABC) encontra-se na regido regulatéria do KATP e foi assim denominado
por ser sitio de ligacdo das sulfoniluréias, classe de farmacos utilizada no tratamento de DM2.
O canal 16nico KIR6.2, denominado de Potassium inwardly-rectifying channel, esta
localizado na regido formadora de poros (ASHCROFT, 2006; BRYAN et al., 2004). Acredita-
se que o SUR seja o sensor da relagio ATP/ADP, importante na atividade do canal. Os genes
KIR 6.2 e SURI estao localizados conjuntamente no cromossomo 11 (11p 15.1) e estdo sob
regulacdo de um promotor comum, regulado por um unico fator de transcrigdo, porém
desconhecido, isso permite que as expressoes de ambos os genes estejam intrinsecamente
associadas (SMITH et al., 2007).

O papel deste canal esta bem definido em células beta pancreaticas, onde participa

ativamente do processo de secrecdo de insulina em resposta a glicose; os mecanismos
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envolvidos incluem: 1) transporte da glicose para o interior as células pelo transportador
GLUT2; 2) metabolizacao intracelular da glicose gerando ATP; 3) aumento intracelular da
razao ATP/ADP; 4) fechamento dos canais de potdssio dependentes de ATP (Katp); 5)
aumento de K intracelular; 6) despolarizagio de membrana da célula beta; 7) abertura do
canal de Ca’" voltagem dependente; 8) influxo de Ca’" e aumento de sua concentra¢io
citoplasmatica e 9) exocitose dos granulos secretores contendo insulina (ASHCROFT, 2006;
SMITH, 2007).

A participacao do KATP na regulagao da secrecdo da insulina foi evidenciada apos a
descoberta de que mutacdes nos genes codificadores das subunidades SURI e KIR6.2 sdo
responsaveis pela doenca conhecida como hipoglicemia hiperinsulinémica persistente
neonatal (HHPN), anteriormente conhecida como nesidioblastose (THOMAS et al., 1995). O
conhecimento sobre o Katp estd bem desenvolvido na célula beta pancreatica, devido ao seu
importante papel na secrecdo de insulina, entretanto, sua fungdo em outros territorios ainda €
praticamente desconhecida.

O canal KATP esta presente em varios outros tecidos; incluindo tecido cardiaco,
adiposo, vascular, cerebral e muscular liso. Existem varias combinagdes KIR 6.X / SUR, que
se expressam seletivamente em varios tecidos, e que determinam diferencas bioquimicas e
farmacologicas. Duas isoformas de KIR6 (KIR 6.1 e KIR 6.2) e duas proteinas SUR (SUR1 e
SUR?2) foram identificadas em seres humanos. As proteinas SUR2A e SUR2B sdo formadas
por splicing alternativo do RNA primério, e conferem propriedades fisiologicas e
farmacologicas distintas sobre a complexidade do canal, sendo que a isoforma SUR2A ¢
predominantemente encontrada em musculo esquelético e cardiaco. (FLAGG et al., 2010).
Assim, no tecido muscular, a combinag¢do das proteinas identificada ¢ KIR6.2 / SUR2A
(NAGASHIMA et al., 2004; SOLBACH et al., 2006), cuja fun¢ao ¢ desconhecida, embora
haja indicios de que participe no processo de captacao de glicose (SEINO; MIKI, 2003).
Canais de KATP estdo entre os canais mais expressos em sarcolema do musculo esquelético.
A funcao do canal de KATP no musculo esquelético tem sido pouco estudada, em
comparagao ao musculo cardiaco.

Estudos de camundongos geneticamente modificados revelaram que os canais KATP
também estdo envolvidos na protecdo contra isquemia neuronal, cerebral, altera¢des
cardiacas, regulacdo da musculatura lisa vascular e na captacdo de glicose no musculo
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 mudangas dos



20

niveis de ATP e MgADP citosolicos. Estes nucleotideos tém acdes antagdnicas sobre o canal,
0o MgADP abre enquanto o ATP fecha o canal (CAMPBELL et al., 2003).

As sulfoniluréias exercem o seu efeito de liberar insulina principalmente através da
inibicdo do canal de potéassio dependente de ATP. No presente estudo, utilizamos a
glimepirida, uma droga do grupo das sulfoniluréias, que sdo secretagogos de insulina e, por
isso, indicados apenas para pacientes que tenham reserva pancreatica do hormonio. As
sulfoniluréias recebem esta denominag¢do por apresentarem na sua estrutura quimica, um
grupamento composto por acido sulfonico e uréia (KECSKEMETI et al., 2002). Por seu
potente efeito sobre a secre¢do de insulina, induzem aumento da insulinemia e, algumas
vezes, hipoglicemia prolongada (RAPTIS; DIMITRIADIS, 2001).

A glimepirida ¢ uma sulfoniluréia cujos efeitos vao além do estimulo a secrecdo de
insulina. Dados de literatura sugerem que esta droga pode apresentar efeitos extra-
pancreaticos importantes, levando a um aumento da sensibilidade a insulina. H4 estudos que
demostraram que a glimepirida aumenta a captacdo de glicose e a taxa de translocacao de
GLUT4 em musculo esquelético (MORI et al., 2008; MULLER; GEISEN, 1996) e a
expressao da proteina GLUT4 em musculo cardiaco (BAHR et al., 1995).

Em relacdo a homeostasia glicémica, no musculo esquelético, o papel dos canais
KATP ainda ¢ completamente desconhecido, embora ja tenha sido discutida a possibilidade
de estarem envolvidos na captacdo de glicose (MINAMI et al, 2004). Além disso,
recentemente, nosso grupo demonstrou que o tratamento de ratos resistentes a insulina com
glimepirida, restaura a homeostasia glicémica, aumentado a captacao de glicose em musculo
soleo, por aumentar a expressao ¢ a translocacdo do GLUT4 no tecido (MORI et al., 2008).

O musculo esquelético ¢ o principal sitio de captacdo de glicose sob estimulo
insulinico (ZORZANO; PALACIN; GUMA, 2005). Uma vez que os KATP possam
desempenhar um papel importante na capacidade do musculo esquelético captar glicose, por
exemplo, modulando a expressdo do gene Sic2a4, as proteinas constituintes do canal
passariam a representar um importante alvo para desenvolvimento de novas abordagens

preventivas ou terap€uticas para a resisténcia a insulina e o diabetes mellitus.
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2 OBJETIVOS

Investigar a possivel correlagdo entre a expressdao do canal de potassio dependente de
ATP (KIR6.2 e SUR24), a expressao do Slc2a4/GLUT4 em musculo esquelético e a

resisténcia a insulina.

2.1 Estratégias experimentais

* Investigar in vivo em musculo esquelético a expressao génica de KIR6.2, SUR2A e
Slc2a4 em ratos com resisténcia a insulina (obesos) e submetidos a tratamento para
aumento da sensibilidade a insulina (glimepirida).

* Investigar in vitro em célula muscular L6 a expressdo génica de KIR6.2, SUR2A ¢
Slc2a4, MEF2A, MEF2D, HIF1-a e NF-KB em resposta a concentragdes de glicose
e de insulina altas, verificando também o efeito da glimepirida.

* Investigar se as alteracdes de expressdo génica observadas se refletem em alteragdes
nos conteudos das proteinas KIR6.2, SUR2A e GLUTA4.

* Investigar possiveis alteragdes de expressdo dos fatores transcricionais MEF2A,
MEF2D, HIF1-a em musculo 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 trés a
cinco meses de idade, obtidos do biotério central do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo, foram acasalados no Biotério de Experimenta¢ao do
Departamento de Biofisica e Fisiologia desta universidade. As fémeas prenhas foram

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

3.1.2 Inducao de obesidade pelo glutamato monossodico

Hé diversos modelos experimentais de obesidade, com o objetivo de representar o
quadro de desordem metabdlica caracteristico de resisténcia a insulina. Em ratos, a obesidade
pode ser conseguida por meio da administracdo subcutinea de glutamato monossodico
(MSG), um aminoécido neuroexcitatério lesivo ao sistema nervoso central (KIZER et al.,
1978). Ja foi demonstrado que a administracdo subcutdnea dessa substdncia em ratos no
periodo neonatal, quando a barreira hematoencefalica ndo estd totalmente desenvolvida,
resulta uma degeneragdo aguda do nucleo arqueado do hipotdlamo, levando a obesidade na
vida adulta, que pode se acompanhar de outras disfungdes endocrinas (DAWSON; ANNAU,
1983; KIZER et al., 1978). Este modelo experimental tem sido utilizado para a investigacao
de mecanismos moleculares envolvidos na resisténcia a insulina e DM2, assim como para
avaliar potenciais abordagens terapéuticas.

Do 2° ao 8° dia de vida, metade dos filhotes machos receberam inje¢des subcutaneas
de glutamato monossddico (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%. Apds o
desmame, os animais foram mantidos em gaiolas coletivas, com livre acesso a agua e
alimento, em ambiente com ciclo de luz controlado de 12 horas claro/ 12horas escuro ¢
temperatura constante de 23 + 2 °C. Aos trés meses de idade, foram divididos em grupos

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

Controle tratado com glimepirida (CG);
Obeso (MSQG);

Obeso tratado com glimepirida (MSG/G).

A

A presenga de obesidade foi verificada através da analise as caracteristicas
morfométricas e pelo calculo de indice de Lee ([*V peso (g)+comprimento naso-anal (cm)] X
100), um parametro semelhante ao indice massa corpdrea, utilizado para expressar o grau de

obesidade em animais.

3.1.3 Tratamento créonico com glimepirida

Animais controles e obesos foram tratados por quatro semanas com glimepirida
(Amaryl®, Aventis Pharma , Scoppito, Itilia) na dose de 0,1 mg/kg de peso corpéreo/ dia,
misturada a dgua de beber. Esta dose, conforme dados da literatura, seria a minima necessaria
para inibir a elevagcdo da glicose plasmatica apds uma sobrecarga oral de glicose (EL-
REYANI et al., 1999).

Na semana anterior ao inicio do tratamento, foi medida ingestdo hidrica média diaria
de cada grupo, para calcular a quantidade da droga a ser diluida na 4gua, conforme o volume
ingerido. A ingestdo ao longo das quatro semanas de tratamento foi acompanhada,
assegurando a preservagao da dose de 0,1 mg/kg/dia, durante todo o periodo. A quantidade de
alimento ingerida pelos diferentes grupos durante o tratamento também foi medida.

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

seguir.

3.1.4 Teste de Tolerancia a Insulina Intravenoso (ITT)

Amostras de sangue foram coletadas por puncdo caudal dos animais anestesiados
(pentobarbital sodico, 60 mg/Kg de peso corpdreo), as coletas foram realizadas antes e aos 4,
8, 12 e 16 minutos apds a sobrecarga intravenosa de insulina regular humana (Biobras,
Montes Claros, M.G., Brasil), 0,75 U/Kg de peso corporeo, pela veia peniana. Para a
determinagdo da glicemia, utilizou-se um glicosimetro (Precision Q.I.R, Medisense, Sao

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

al., 1989).

3.1.5 Determinacdo das concentracoes de glicose e insulina.

Amostras de sangue foram coletadas da veia cava inferior. O plasma, separado por
centrifugacao a 2000 rpm, foi estocado a -20 °C, em aliquotas para dosagem da concentragao
de glicose e insulina.

A concentracdo de glicose plasmatica foi determinada pelo método enzimético-
colorimétrico de glicose-oxidase (kit glicose E enzimatica, CELM, Sao Paulo, S.P., Brasil). A
insulina plasmatica foi determinada por radioimunoensaio (RIE) de fase solida (kit Coat — a -

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

3.1.6 Coleta de tecidos

Os musculos esqueléticos sdleo (SOL — musculo de fibras vermelhas, oxidativas) e
extensor digital longo (EDL — fibras brancas, glicoliticas) foram retirados apds anestesia,
pesados, e submetidos a analises de proteinas por Western Blotting, e de mRNA por PCR

em Tempo Real.

3.1.7 Extracdo de RNA Total

3.1.7.1 Musculo esquelético

Foi utilizado 1,0 mL de TRIZOL Reagent (Invitrogen Life Technologies,
Gaithersburg, N.Y., USA) para homogeneizagdao de 0,1g de tecido no Polytron PT 300
KINEMATICA (Brinkman, Bohemia, N.Y., EUA) a 25.000 rpm. Apds a incubacao de 5
minutos em temperatura ambiente (TA), e centrifugacdo a 10.000 g (15 min, 4°C),
cloroféormio foi adicionado ao sobrenadante. Apds 10 min em temperatura ambiente, a
amostra foi centrifugada a 10.000 g, (15 min, 4 °C) e a fase superior, acrescida de
isopropanol, foi incubada (10 min., TA) e centrifugada a 10.000 g (15 min, 4 °C). O
precipitado foi lavado em etanol 70% e centrifugado a 10.000 g (15 min, 4 °C). Removido o

sobrenadante, secou-se o precipitado, que foi solubilizado em agua DEPC (dietil
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pirocarbonato), em banho-maria a 65 °C por 10 minutos. O RNA extraido foi armazenado a —

70 °C.

3.1.7.2 Avaliagdo do RNA total

A integridade do RNA extraido foi avaliada pela visualizagdo das bandas 28 e 188,

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

3.1.7.3 Andlise da Expressdo de mRNA pela RT-PCR em Tempo Real

A quantificacdo da expressdo de mRNA dos genes foi realizada por transcri¢ao
reversa do mRNA seguida de PCR (RT-PCR) em tempo real. Para os genes SUR2A, KIR6.2,
Slc2a4 ¢ GAPDH foi utilizado o sistema de amplificacio TagMan Two Step RT-PCR
(Applied Biosystems, Foster City, C.A., EUA) e para os genes MEF2A, MEF2D, HIFl-a e
GAPDH2 foi utilizado o sistema SYBER® Green RT-PCR (Agilent, Santa Clara, C.A.,
EUA).

Ap6s extragdo de RNA total, as amostras foram submetidos a tratamento prévio com
DNase I para remover possivel contaminagdao por DNA gendmico antes da transcri¢do reversa
para obtencao 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 tampao 10x (Invitrogen-Life
Technologies, Carlsbad, C.A., EUA), completando o volume para 10 ulL, com &gua
esterilizada tratada com (DEPC) (Sigma Aldrich, St. Louis, M.O., EUA), incubado por 25 °
por 15 min no termociclador, apds isso, foi adicionado 25 mM de EDTA para inibir a a¢do da
DNase I.

A transcri¢ao reversa para sintese de cDNA, foi realizada a partir de 1 ug de RNA
total utilizando o kit ImProm-II"™ Reverse Transcriptase (Promega, Sant Louis, C.A., EUA),
Random primers (Invitrogen, EUA), nucleotideos 100mM dNTP Set, PCR Grade (Invitrogen,
Grand Island, N.Y., EUA) e 4gua deionizada 0,01%. Os cDNAs sintetizados foram
armazenados a -20 °C.

O c¢cDNA proveniente de RNA total de musculo esquelético, de cada gene foi
amplificado pela PCR em tempo real, foram selecionados iniciadores e sondas marcadas
com fluor6foro FAM para os genes SUR2A, KIR6.2, Sic2a4 e fluoroforo VIC para GAPDHI

(Quadro 1). A escolha foi possivel com o auxilio do programa Primer Express® (Applied
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Biosystems, Foster City, C.A., EUA), para o gene GAPDHI1 foi usado o sistema TagMan®
Gene Expression Assays. Iniciadores e sondas foram selecionados de acordo com a
sequéncia disponivel [numero de acesso D83598 (SUR24), 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-a (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
5> ACATGGCCACGGAAAACATT 3
R2A

SU 5 ACTCCACTAAAATACCCTCAGAAAAGA 3’ 141 bp
5 FAM CCATAGCTCACCGTGTCT MGB3’

KIR6.2 5’ CTCATCATCTACCACGTCATCGA 3’ 133 bp

' 5’ GGGTGGTAATGCCTGTGGTT 3°

5’ FAM CTGGCTCCTAGTGACCTG MGB3’

GLUT4 5 GGCTGTGCCATCTTGATGAC 3’ 75 bp
5 CACGATGGACACATAACTCATGGAT 3°
5 FAM AACCCGCTCCAGCAGC MGB3’

GAPD Sequéncia nao fornecida pela Applied Biosystems

87 bp

5 CCAATGGGAATGCCAAAGACAATG 3’

MEF24 5 TCC GAC TGT TCA TTC CAA CA 3 103 bp
5’ CCACTGCCTACAACACAGATTACC 3°

MEF2D 5> CCCTGCAGGTGAGCTGAAG 3’ 109 bp

HIFI-oa  5°CGAAGAACTCTCAGCCAC 3’
5 AGCTCGTGTCCTCAGATTCC 94 bp

GAPDH  5>GAACATCATCCCTGCATCC 3
5’CCTGCTTCACCACCTTCTT? 97 bp
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O programa de PCR em tempo real foi constituido de: (1) um ciclo 2 min a 50 °C,
(ativacao da UNG); (2) um ciclo de 10 min a 95 °C, (inativagcdo da UNG); (3) 40 ciclos de 15
s a 95 °C (desnaturagdo) e 1 min a 60 °C (hibridizagdo e extensao).

Os sinais de fluorescéncia emitidos pelos fluoréforos das sondas TagMan 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 amplificacio SYBER® Green foi
utilizado o equipamento Stratagene (Agilent, Santa Clara, C.A., EUA). Os equipamentos
geraram curvas semi-logaritimicas dos sinais de amplificacdo. A andlise fornece o parametro
ciclo em que o sinal de fluorescéncia ¢ significativo, denominado ciclo treshold (C;)
(BUSTIN, 2000; LIVA; SCHMITTGEN, 2001). Para cada amostra cDNA, o Ct de
cada gene ¢ registrado e comparado com o do gene da gliceraldeido desidrogenase
(GAPD) que ¢ utilizado como controle enddgeno.

A quantidade de ¢cDNA utilizada nos ensaios foi otimizada a partir de curva-
padrdao que permite avaliar a linearidade da amplificagdo bem como a eficiéncia da
mesma. Para essa finalidade, foram utilizadas dilui¢des 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
diluicdes de cDNA e os respectivos valores de Ct foram colocados em grafico que permite
verificar a relacdo entre essas duas variaveis (Ct x log da diluicdo de cDNA). Apds
otimizacao, as concentragdes 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- a e GAPDH?2 foram utilizados 300 nM de iniciadores.

A eficiéncia da reagdo foi calculada de acordo com a inclinagdo da curva gerada pela
seguinte formula: E = 10™* -1 x 100, onde a ¢ a inclinagdo da curva (PFAFFL, 2001).
Segundo LIVAK e SCHMITTGEN, 2001, para um ensaio de PCR em tempo real ter
alta eficiéncia (90% a 110%), a inclinagdo (slope) da curva-padrio deve ser proximo
de -3,3. No Quadro 2 sdo apresentados os resultados de inclinagdes (slopes) das curvas e as

respectivas eficiéncias dos ensaios



Quadro 2 - Valores de inclinagdo da curva e eficiéncia das RT-PCR em tempo real.

Gene Inclinagdo da curva Eficiéncia
SUR2A -3,32 101 %
KIR6.2 -3,29 100 %
Slc2a4 -3,18 103 %
GAPDHI1 -3,43 96 %
MEF2A -3,25 102%
MEF2D -3,32 101%
NF-KB -3,33 102%
HIF-a -3,31 100%
GAPDH2 -3,22 103%

28

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

relativa de mRNA de cada gene alvo em relacdo a do GAPDH (controle endogeno). Essa

relacdo ¢ denominada Delta Ct (ACt) e ¢ calculada pela formula:

’DC'[ = (Ct gene alvo — Ct controle endégeno)‘

Com objetivo de avaliar a variagdo de expressdao entre os grupos foi utilizado o

parametro Delta Delta Ct (DDCt) que ¢ calculado utilizando o Delta Ct da média dos

controles nao tratados, usando a seguinte formula:

’DDCt = (DCt controle ndo tratado — DCt amostra)‘

Os dados de AACt foram transformados em escala logaritmica (2AACt) para comparar

dados entre os grupos. A expressao ¢ interpretada pelo seu aumento ou diminuicao apds o

tratamento.
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3.1.7.4 Anadlise da expressdo das proteinas GLUT4, Sur2A, Kir6.2

3.1.7.4.1 Preparacdo dos tecidos e quantificacdo das proteinas

As amostras de tecidos musculares foram processadas para extragao proteica fracionada
conforme Mitsumoto e Klip (1992). Apdés homogeneizagdo em Polytron PT 3000
KINEMATICA (Brinkman, Bohemia, N.Y., EUA) a 20.000 rpm, em tampao de
homogeneizacao (Tris HCl 10 mM; EDTA 1,0 mM; sacarose 250 mM) numa proporcao de
1:6 (peso: volume), as amostras foram centrifugadas a 760 g (10 min, 4 °C). O sobrenadante
foi separado e centrifugado a 31.000 g (60 min, 4 °C), sendo o pellet resuspendido em
tampao de homogeneizagdo, correspondente a fracdo de membrana plasmatica (PM). O
sobrenadante, apos ultracentrifugagao a 190.000 g (60 min, 4 °C), produziu o pellet

correspondente a fracdo microssomal (M).

3.1.7.5 Western Blotting

Os experimentos para analise do conteudo das proteinas GLUT4, KIR6.2 ¢ 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 descontinuo de dois géis contiguos:
a - gel de empacotamento (“stacking gel”) 6% T; 2,7% C
b - gel de separagdo (“resolving gel”) 10% T; 2,7% C (para GLUT4 e KIR6.2)
Antes da aplicagdo, as amostras foram fervidas por 5 min. A eletroforese comecou
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 transicdo dos géis. Posteriormente, foi

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

Apo6s a separacao das fragdes proteicas no gel de poliacrilamida foi realizada a sua
transferéncia 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 °C, em tampao Tris
HCI (12,5 mM), glicina (95 mM), metanol 20%, pH 8,3.

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

coomasie.

3.1.7.7 “ECL- Enhanced Chemiluminescence”

Apos a transferéncia eletroforética, foi iniciado o processo de ECL para deteccao das

proteinas:

1) Bloqueio inespecifico da membrana em leite desnatado 2% diluido em PBS 1X pH 7,2
[NaCl 0,8% (0,140 M); Na,HPO4.(12H,0) 0,115% (0,008M); KCI 0,02% (0,003 M);
KH,PO4 0,02% (0,0015 M)] por 2 horas;

2) Para proteina GLUT4, incubou com anticorpo (rabbit anti-GLUT4 polyclonal antibody,
Millipore, CA, USA) primario (1:4000) em PBS 1X (BSA 8%) por 3 horas a 37 °C, sob
agitacdo e para a proteina KIR6.2, incubou com anticorpo (rabbit anti-KIR6.2 polyclonal
antibody, Milliopore, C.A., USA) primario (1:200) em TBS-T (BSA 5%) por 4 a

temperatura ambiente.

3) Lavagens: 2 lavagens rapidas com 10 mL de solugdo de lavagem TBS —T (Tris-HCI 1%
(0,01M), NaCL 3% (0,05M), Tween 20 0,05%); 1 lavagem de 15 minutos com solu¢do de

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

4) Para GLUT4, incubou-se com anticorpo secundario 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 agitacdo e temperatura
ambiente, em relacdo a proteina KIR6.2, incubou-se com anticorpo secundario com HRP
(donkey anti-goat GE Healthcare, Pittsburgh, P.A., EUA) em TBS-T + leite desnatado 1%,

por 1 hora, sob agitagdo e temperatura ambiente
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5) Lavagens: 2 lavagens rapidas com solugdo de lavagem; 1 lavagem com solucdo de

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

6) Detecgdo: Incubagio da membrana (0,125 mL/cm?) com as solugdes de deteccdo A e B

(ECL™ Western Blotting Analysis System, RPN 2108) na propor¢io 1:1 por 2 minutos.

7) Autorradiografia: a membrana foi exposta a filme de RX (Hyperfilm - Amersham,
Buckinghamshire, UK), por um tempo variavel de 15 segundos a 30 minutos. ApoOs esse
periodo o filme foi revelado com solugdo reveladora e refor¢adora GBX e solugdo fixadora

e reforcadora GBX (Kodak Brasileira, Sdo Paulo, S.P., Brasil).

3.2 Cultura de células

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

de células ATCC (Admerican Type Culture Collection).

3.2.1 Propagacao, diferenciacdo e tratamento das células

Aliquotas de células musculares da linhagem L6 foram descongeladas e cultivadas
conforme sugerido pelo fornecedor. Desta forma, a propagacdo e a diferenciacdo 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 antibidtico (penicilina/ estreptomicina) (v/v)
(Sigma-aldrich, St. Louis, M.O., EUA). Permaneceram em incubadora Nuaire a 5% de CO,,
37 °C até atingirem confluéncia de cerca de 70%. Neste ponto, o meio de propagacao foi
substituido por meio de diferenciagdo 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 antibiodtico (penicilina/
estreptomicina) (v/v) (Sigma-aldrich, St. Louis, M.O., EUA).

Apos sete dias de diferenciacao (YONEMITSU et al., 2001), o meio contendo 2% de
SFB foi substituido por Meio Dulbecco MEM (DMEM), (Vitrocell Embriolife — 1.000 mg/L
de glicose, BR) (HOMMELBERG et al., 2009) e de antibiotico (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 ¢ 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), ¢ no quarto e ultimo grupo, denominado de
Glimepirida + Insulina, foi adicionado 100 uM de glimepirida e 120 nM de insulina

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

3.2.2 Extragdo de RNA total de linhagem celular

Amostras de células musculares L6 cultivadas em placas com 6 pogos foram
inicialmente acrescidas de PBS1X, para retirar o excesso de meio de cultura, e posteriormente
destinadas a extracdo de RNA total, com reagente Trizol (Invitrogen Life Technologies,
Boemia, N.Y., EUA), conforme instrugdes do fabricante. Apods esta etapa, a concentracao de
RNA total das amostras e o grau de pureza destas, determinado pela razao Az60nm/A280nm, 01
avaliado por espectrofotometria (Gene Quant II, Pharmacia Biotech, Londres, UK). A
integridade do RNA extraido foi avaliada pela visualizacdo das bandas 28 e 18S, sob luz
ultravioleta apds corrida em gel de agarose (1%). Posteriormente foi realizado a transcrigao
reversa ¢ PCR em Tempo Real, mesma metodologia utilizada em musculo esquelético,

descrita anteriormente.

3.3 Analise estatistica dos resultados

A associagdo entre as variaveis mensuradas e os fatores de interesse sera verificada
utilizando-se a Andlise de Variancia com multiplos fatores (ANOVA). Para comparagdes
entre os parametros avaliados ao longo do tempo sera utilizado ANOVA one way e two-way
para medidas repetidas. Serdo considerados estatisticamente significantes os resultados cujos

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

4.1 Parametros morfométricos e verificacdo da presenca de obesidade

As tabelas 1 e 2 mostram os pardmetros morfométricos dos animais controles e obesos
(C e MSQ), tratados e ndo tratados com glimepirida (CG e MSG/G). Observou-se que os
animais obesos apresentaram pesos absolutos dos musculos esqueléticos soleo (SOL) e
extensor digital longo (EDL) significativamente menores em relagdo aos controles (tabela 1a).
Analisando-se o0 peso destes tecidos relativamente ao peso corporeo, nao houve diferenca
entre ratos controles e obesos, demonstrando que o menor peso absoluto dos musculos dos
obesos foi devido ao prejuizo no crescimento/desenvolvimento, sendo mantida a propor¢ao de
massa magra relativa a massa corporal (tabela 1b).

Os animais obesos mostraram menor peso corporeo, associado a diminui¢do do
comprimento naso-anal (tabela 2), de tal forma que a obesidade confirmou-se pelo indice de
Lee, que demonstrou que os animais MSG e MSG/G apresentaram maior peso em relagao ao
comprimento que seus respectivos controles C e CG respectivamente (tabela 2).

O tratamento com a glimepirida ndo afetou nenhuma das caracteristicas morfométricas

analisadas (tabela la, 1be 2 ).

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

Tecido SOL (mg) EDL (mg)
Grupo
C (n=13) 169 £4,5 162 +4,6
CG (n=12) 173 £8,5 154 +42
MSG (n=12) 104 + 6,5%** 103 & 7,1%**FAAA
MSG/G (n=15) 108 &+ 10,1%***/AA 118 £ 4,5%**/ A

SOL = musculo séleo; EDL = musculo Extensor Digital Longo

Valores expressos como média = EPM e comparados por analise de varidncia 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 corporeo dos tecidos de animais controles e
obesos, tratados (CG e MSG/Q) e ndo tratados (C e MSG) com glimepirida por

4 semanas.
Tecido SOL (mg/100 g) EDL (mg/100 g)
Grupo
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 = musculo séleo; EDL = musculo Extensor Digital Longo
Valores expressos como média = EPM e comparados por analise de varidncia de 1 via, para dados
independentes.

Tabela 2 - indice de Lee, peso corporeo e comprimento naso-anal de ratos controles e obesos,
tratados (CG e MSG/G) e nao tratados (C e MSG) com glimepirida durante quatro

semanas.
Grupo Peso (g9 Comprimento (cm) indice de Lee
("*/cm)
C (n=13) 402+73 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%**A 21,1 £0,34%**AA 31,7 £ 0,65*™
MSG/G (n=15) 313 £ 8,2%**A 21,3 £ 0,56%**A 1 32,4 £+ 0,34*""

INDICE DE LEE = ([*V peso (g)+-comprimento naso-anal (cm)] X 100)

Valores expressos como média = EPM, comparados por Analise de varidncia de 1 via, para dados
independentes.

p<0,05 vs. CG; **%p<0,001 vs. C; Mp<0,01 vs. CG; *p<0,05 vs. C;
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4.2 Consumo de agua e alimento

Os consumos de agua e ragdo 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 racao e de agua,
antes do inicio da administracdo da glimepirida e ao final do periodo de tratamento. Durante
este periodo, os consumos tanto de alimento como de dgua se mantiveram constantes dentro
de cada grupo, ndo havendo diferenca significativa entre o consumo inicial € consumo final,
apds 4 semanas.

Comparados aos animais controles, os obesos (tratados ou ndo com glimepirida)
apresentaram consumo absoluto significativamente mais baixo, tanto de alimento quanto de
agua, o que se iguala aos controles quando normalizado por 100 g de peso corporal. A
glimepirida ndo alterou o consumo, pois os grupos CG ¢ MSG/G apresentaram ingestao

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

Grupo Consumo Alimentar
Absoluto Relativo
Inicial (g) Final (g) Inicial (g/100 g¢) Final (g/100 g)
C@ 25,1 +£0,45 24,8 +0,33 7,98 + 0,30 7,9 £0,23
CG4) 26,2+ 0,56 26,9+ 0,78 8,35+0,19 7,45+ 0,19
MSG 4) 22,2 £ 0,47**F*AN 2D 4 4 0,26%F*¥AMA T 45 +0,23 6,38 £ 0,23
MSG/G (5) 21,2 £0,29%**/MA 21,9 £0,31*** A 863 + 0,34 7,85+ 0,56

Inicial: média dos dois dias anteriores ao inicio do tratamento com glimepirida; Final: média dos dois
ultimos dias antes do sacrificio. 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 hidrico diario de ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e nao
tratados (C e MSG) com glimepirida, expresso em valores absolutos (mL) e
relativos a 100g de peso corpdéreo (mL/100 g).

Grupo Consumo hidrico
Absoluto Relativo

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

C @) 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) 31,34 1,0 **M  334£0,65%%M  9.5+0,39 9,9 + 0,45

MSG/G (5) 33,1 £1,98**™ 33,44+ 0,16%*M 11,6 £0,53 11+0,34

Inicial = média dos dois dias anteriores ao inicio do tratamento com glimepirida; Final = média dois
ultimos dias antes do sacrificio. 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 Avaliacao da sensibilidade a 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 ndo apresentaram variacdes glicémicas importantes. Comparando-se C e
MSG, ndo houve diferenga significativa entre as insulinemias, embora os obesos tendessem a
apresentar uma elevacdo, o que indica que estes animais foram avaliados numa fase do
desenvolvimento em que as alteragdes metabolicas da obesidade ainda ndo se encontravam
totalmente estabelecidas.

Com objetivo de confirmar a presenga de resisténcia insulinica no grupo MSG,
utilizamos o teste de tolerancia a insulina. A figura 1 mostra as constantes de decaimento da
glicose (KITT) obtidas a partir dos valores de glicemia de 0 a 16 minutos apos sobrecarga
venosa de insulina, O grupo MSG apresentou decaimento da glicose significativamente menor

que os grupos C, CG e MSG/G.



39

Tabela 4 - Parametros metabdlicos de ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e nao
tratados (C e MSG) com glimepirida, durante quatro semanas.

Grupo Glicemia (mg/dl) Insulinemia (uU/mL)
C@ 139,8 +4,9 19,6 = 3,0

CG (6) 143,6 +4,7 26,5 +2,9%

MSG (4) 145,7+5,7 223+2,0

MSG/G (7) 143,3+3,5 37,9 & 3,3%**#H

Amostras coletadas sem restricdo alimentar prévia. Resultados expressos como média £ EPM,
comparados por Analise de Varidncia 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 nao tratados (C e MSG) com glimepirida por 4 semanas.

ITT
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4 14 .:
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C C/IG MSG MSG/G

Os resultados foram obtidos em 4-6 animais por grupo, sendo as médias comparadas por analise de
variancia 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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Na tabela 5 estdo mostrados os valores de recuperacao proteica total para SOLEO e EDL.

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

Tabela S - Recuperagdo proteica total por grama de tecido nas diferencas fragoes dos tecidos
de ratos controles e obesos (CG e MSG/G) e ndo tratados (C e MSG) com
glimepirida, por 4 semanas.

SOLEO Cm="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 40,23 2,94 + 0,69

EDL, musculo Extensor Digital Longo; PM, fracdo de membranas plasmaticas; M, fracdo de
membranas microssomais. Resultados expressos como média + EPM e comparagdes estatisticas
apenas entre os grupos, para uma mesma fracdo de cada tecido (ANOVA de 1 via, para dados

independentes)
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4.5 Analise de conteido de mRNA dos genes SUR2A, KIR6.2, MEF2A, MEF2D, HIF-1aq,
NF-KB e Sic2a4 e das proteinas SUR2A, KIR6.2 e GLUT4 em musculo esquelético
extensor digital longo (EDL)

As tabelas contendo média e desvio padrdo sdo apresentadas no item apéndice.

4.5.1 Expressdo do mRNA e da proteina SUR2A em EDL

Nao foram observadas diferengas significativas na expressdo do mRNA e da proteina

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

longo (EDL) (figura 2).
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Figura 2 - Anélise do mRNA de SUR2A (A) e da proteina SUR2A (B) em musculo extensor
digital longo de ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e ndo tratados
(C e MSG) com glimepirida por 4 semanas.
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Em A: conteudos dos mRNAs do SUR2A, normalizados por GAPD. Os resultados s3o média zEPM
de 3 experimentos distintos. Em B: conteudo da proteina (UA/g tecido) em membranas plasmaticas
(PM). Abaixo: Autorradiografia tipica de membranas plasmaticas (PM). Os resultados sdo média
+EPM. Anova de 1 via para dados independentes/SNK:
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4.5.2 Expressdo do mRNA e da proteina de KIR6.2 em EDL

Foi observada uma elevagdao 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 relagao
aos grupos MSG e MSG/G (33,3 % e 23,1 %; p< 0,01, respectivamente). Os animais obesos
(MSG) nao mostraram alteragao da expressdao de KIR6.2 em relacdo ao controle (C). Apds
tratamento com glimepirida, grupo MSG/G, resultou em uma discreta elevagdo da expressao
de KIR6.2, mas nao foi significativa em relagdo ao obeso nao tratado (MSQG).

Nao houve diferencas significativas do contetdo da proteina KIR6.2 em membranas

plasmaticas (PM).
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Figura 3 - Analise do mRNA de KIR6.2 (A) e da proteina KIR6.2 (B) em musculo extensor
digital longo de ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e ndo tratados (C
e MSG) com glimepirida por 4 semanas.
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Em A: contetidos dos mRNAs do KIR6.2, normalizados por GAPD. Os resultados sdo média £ EPM
de 3 experimentos distintos. Em B: conteudo da proteina (UA/g tecido) em membranas plasmaticas
(PM). Abaixo: Autorradiografia tipica de membranas plasmaticas (PM). Os resultados sdo média +
EPM. Anova de 1 via para dados independentes/SNK:

*p<0,05 vs. C; ~0,01 vs. CG; 10,05 vs. CG
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4.5.3 Expressdo mRNA de MEF2A em EDL

Nao foram observadas diferencas significativas na expressao do mRNA de MEF2A no

EDL dos diferentes grupos analisados (figura 4).

Figura 4 - Andlise do mRNA de MEF2A em musculo EDL de ratos controles e obesos,
tratados (CG e MSG/G) e nao tratados (C e MSG) com glimepirida por 4

s€émanas.

1.2+ T

Conteudos dos mRNAs de MEF2A, normalizados por GAPDH2. Os resultados sdo média +EPM.

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

Nao foram observadas (figura 5) diferencas significativas na expressao do mRNA do

MEF2D no EDL dos diferentes grupos analisados.

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

MEF2D

1.54

Contetidos dos mRNAs de MEF2D, normalizados por GAPDH2. Os resultados sdo média = EPM.
Anova de 1 via para dados independentes/SNK:
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4.5.5 Expressdo mRNA de HIF1-a em EDL

Nao foram observadas (figura 6) diferencas significativas na expressao do mRNA do

HIF1-a em EDL dos diferentes grupos analisados).

Figura 6 - Analise do mRNA de HIF1-a em musculo EDL de ratos controles e obesos,
tratados (CG e MSG/G) e nao tratados (C e MSG) com glimepirida por 4
semanas.

HIF1-a
0.6+

T T

MSG  MSGI/G
n=6 n=>6

C
n=28

Contetidos dos mRNAs de HIF1-a, normalizados por GAPDH2. Os resultados sdo média +EPM.
Anova de 1 via para dados independentes/SNK:
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4.5.6 Expressdo de Slc2a4 e da proteina GLUT4 em EDL

No grupo obeso nao tratado, houve uma reducdo de 40% da expressao de Sic2a4
(MSG vs. C, p<0,01). Apos o tratamento de 4 semanas com glimepirida, o conteudo de
mRNA de S/c2a4 aumentou em 42% nos obesos (MSG/G vs. MSG, p<0,01), retornando a
valores semelhantes aos do controle. A glimepirida ndo alterou a expressao de Slc2a4 nos

animais controles.

Em relagdo a proteina, ndo foram encontradas diferengas significativas no contetido total

(PM + M) e nem nas fragdes subcelulares de GLUT4.
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Figura 7 - Analise do mRNA Sic2a4 (A) e da proteina GLUT4 (B) em musculo extensor
digital longo de ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e ndo tratados
(C e MSG) com glimepirida por 4 semanas.
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Em A: conteudos dos mRNAs de Sic2a4, normalizados por GAPD. Os resultados sdo média =EPM de
3 experimentos distintos. Em B: conteudo da proteina (UA/g tecido) em membranas totais (PM-+M).
Os resultados sdo 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 - Analise da proteina GLUT4 em membranas de fragdes subcelulares do musculo
extensor digital longo de ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e nao
tratados (C e MSG) com glimepirida por 4 semanas.

GLUT EDL (PM) GLUT4 EDL (M)
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A esquerda: Conteudo de GLUT4 em membranas plasmaticas (PM), contido numa mesma quantidade
de proteinas totais (40ug) submetidas a eletroforese. A direita: Conteido de GLUT4 em microssomas
(M), contido numa mesma quantidade de proteinas totais (40ug) submetidas a eletroforese. Abaixo:
Autorradiografias tipicas das fragdes PM e M. Os resultados sdo média + EPM, expressos em UA por
grama de tecido.

4.6 Analise de expressiao do conteido de mRNA dos genes SUR2A, KIR6.2, MEF2A,
MEF2D, HIF1-0, NF-KB e Sic2a4, e do contetido de proteina de KIR6.2 e GLUT4

em musculo esquelético séleo

As tabelas contendo média e desvio padrdo sdo apresentadas no item apéndice.
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4.6.1 Expressdo mRNA e proteina de SUR2A em Séleo

Alteracoes foram claramente observadas da expressdo de mRNA de SUR2A (Figura
9) em musculo sbéleo de animais obesos tratados por 4 semanas com glimepirida (aumento de

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

Figura 9 - Anélise do mRNA de SUR2a em musculo soleo de ratos controles e obesos,
tratados (CG e MSG/G) e ndo tratados (C e MSG) com glimepirida por 4

semanas.
mRNA SUR2a SOLEO
3-
R -
2-
1- J—
c 1 S —
C CIG MSG MSG/G
n=18 n=15 n=14 n=15

Contetidos dos mRNAs do SUR2A, normalizados por GAPD. Os resultados sdo média +tEPM. Anova
de 1 via para dados independentes/SNK:
** p<0,01 vs. C; M p<0,01 vs. CG; ## p<0,01 vs. MSG
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4.6.2 Expressdo mRNA e da proteina KIR6.2 em Soleo

Aumento evidente foi observado (figura 10) na expressao de mRNA de KIR6.2 em
musculo séleo de animais obesos tratados com glimepirida, em relagdo aos demais grupos
(~76%, p<0,05 a p<0,01). O mesmo efeito da glimepirida foi observado em relacdo ao
conteudo da proteina KIR6.2 em membrana plasmatica (PM) que aumentou ~100% no grupo

MSG/G.
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Figura 10 - Analise do mRNA de KIR6.2 (A) e da proteina KIR6.2 (B) em musculo soleo de
ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e nao tratados (C e MSG) com
glimepirida por 4 semanas.
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Em A: conteidos dos mRNAs do KIR6.2, normalizados por GAPD. Os resultados sdo média = EPM.
Em B: contetdo da proteina (UA/g tecido) em membranas plasmaticas (PM). Abaixo:
Autorradiografia tipica da fragdo de membranas plasmaticas (PM). Os resultados sdo 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 Expressdo mRNA de MEF2A em Soleo

Nao foram observadas (Figura 11) diferengas significativas na expressao do mRNA do

MEF2A entre os diferentes grupos analisados.

Figura 11 - Andlise do mRNA de MEF2A em musculo séleo de ratos controles e obesos,
tratados (CG e MSG/G) e nao tratados (C e MSG) com glimepirida por 4

semanas.
MEF2A
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Conteudos dos mRNAs de MEF2A, normalizados por GAPDH2. Os resultados sdo média =EPM.
Anova de 1 via para dados independentes/SNK:
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4.6.4 Expressdo mRNA de MEF2D em Soleo

Nao foram observadas (figura 12) diferencas significativas na expressao do mRNA do

MEF2D entre os diferentes grupos analisados.

Figura 12 - Analise do mRNA de MEF2D em musculo soleo de ratos controles e obesos,
tratados (CG e MSG/QG) e ndo tratados (C e MSG) com glimepirida por 4
semanas.
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Contetidos dos mRNAs de MEF2D, normalizados por GAPDH2. Os resultados sdo média +EPM.
Anova de 1 via para dados independentes/SNK:
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4.6.5 Expressdo mRNA de HIFI-a em Soleo

Nao foram observadas (Figura 13) diferengas significativas na expressao do mRNA do

HIF1-a entre os diferentes grupos analisados.

Figura 13 - Analise do mRNA de HIF1 Aem musculo soleo de ratos controles e obesos,
tratados (CG e MSG/QG) e ndo tratados (C e MSG) com glimepirida por 4
semanas.

HIF1-a

2.04 1T

Contetidos dos mRNAs de HIF1-a, normalizados por GAPDH2. Os resultados sdo média +EPM.

Anova de 1 via para dados independentes/SNK:
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4.6.6 Expressdo mRNA de Slc2a4 e da proteina GLUT4 em Soleo

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

Apos tratamento com glimepirida, a expressdo de Sic2a4 elevou-se em relagdo ao grupo
controle (p<0,05). Resultado semelhante foi observado na proteina GLUT4, com a diferenca
de que o aumento observado em animais MSG/G foi estatisticamente significativo em relagao

a todos os demais grupos.
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Figura 14 - Analise do mRNA de Sic2a4 (A) e da proteina GLUT4 (B) em musculo soleo de
ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e nao tratados (C e MSG) com
glimepirida por 4 semanas.
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Em A: conteudos dos mRNAs do Sic2a4, normalizados por GAPD. Os resultados sdo média +EPM.
Em B: contetido da proteina (UA/g tecido) em membranas totais (PM+M). Os resultados sdo 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 - Analise da proteina GLUT4 em membranas de fracdes subcelulares do musculo
soleo de ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e ndo tratados (C e
MSG) com glimepirida por 4 semanas.
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A esquerda: Conteudo de GLUT4 em membranas plasmaticas (PM), contido numa mesma quantidade
de proteinas totais (40ug) submetidas a eletroforese. A direita: Conteido de GLUT4 em microssomas
(M), contido numa mesma quantidade de proteinas totais (40ug) submetidas a eletroforese. Abaixo:
Autorradiografias tipicas das fragdes PM e M. Os resultados sdo 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 sio mostrados os resultados da andlise de correlacdo entre as médias de
expressao de mRNA de Slc2a4, SUR2a, KIR6.2 e de proteina GLUT4, SUR2a e KIR6.2 em
musculo séleo. Em relacdo a expressdao dos mRNAs observou-se correlagdao positiva do
Slc2a4, com SUR2a e KIR6.2, assim como do SUR2a com o KIR6.2. Também houve
correlagdo positiva entre a proteina GLUT4 e a proteina KIR6.2. Para concluir, também
houve correlagdo positiva entre as variacdes dos mRNAs com as proteinas, destacando-se que
a correlacdo entre 0 mRNA do Slc2a4 e a proteina KIR6.2 apresentou uma significancia

marginal (P = 0.0662).
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Tabela 6 - Analise da correlagdo entre as médias de expressao de mRNA de Slc2a4, SUR2A,
KIR6.2 e de proteina GLUT4, SUR2A e KIR6.2. em musculo séleo de ratos
controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e nao tratados (C e MSG) com

glimepirida.
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
Proteina

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

Sic2a4 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

r = coeficiente de correlacao de Pearson

4.7 Analise do conteido de mRNA dos genes SUR2A, KIR6.2, MEF2A, MEF2D, HIF-

1o, NF-KB e Sic2a4 em cultura de células musculares L6.

As tabelas contendo média e desvio padrdo sdo apresentadas no item apéndice.



61

4.7.1 Expressdo mRNA de SUR2A

Foi observada elevacao da expressao de SUR2a no grupo glimepirida, em relagdo 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 - Andlise do mRNA de cultura de células musculares L6. Grupos: controle,
controle + insulina, glimepirida e glimepirida + insulina. Contetidos dos mRNAs
de SUR2A, normalizados por GAPDH2.
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Os resultados sdo 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 Expressdo mRNA de KIR6.2

O grupo controle + insulina reduziu a expressao de mRNA de KIR6.2 em relagdo ao
controle (p<0,05). O tratamento com glimepirida resultou em aumento da expressdo de
KIR6.2, em relacdo ao grupo controle (p<0,001) e controle + insulina (p<0,001). A
associacao de glimepirida + insulina resultou em diminui¢dao de KIR6.2 em relagcdo ao grupo

glimepirida (p<0,01).

Figura 17 - Andlise do mRNA de cultura de células musculares L6. Grupos: controle,
controle + insulina, glimepirida e glimepirida + insulina.
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Contetidos dos mRNAs de KIR6.2, normalizados por GAPDH2. Os resultados sdo 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 Expressdo mRNA de Slc2a4

No grupo glimepirida foi observado redugao da expressao de Slc2a4 em relagdo ao grupo
controle e controle + insulina (p<0,001). A adi¢@o de insulina conjuntamente com glimepirida

elevou a expressdo em relacdo ao grupo glimepirida (p<0,01).

Figura 18 - Andlise do mRNA de cultura de células musculares L6. Grupos: controle,
controle + insulina, glimepirida e glimepirida + insulina.
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Contetidos dos mRNAs de Sic2a4, normalizados por GAPDH2. Os resultados sdo média +tEPM.
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 Expressdo mRNA de MEF2A

Nao foram observadas (Figura 19) diferengas significativas na expressao do mRNA do

MEF2A entre os diferentes grupos analisados.

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

Nao foram observadas (Figura 20) diferengas significativas na expressao do mRNA do

MEF2D entre os diferentes grupos analisados.

Figura 20 - Andlise do mRNA de cultura de células musculares L6. Grupos: controle,
controle + insulina, glimepirida e glimepirida + insulina.
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4.7.6 Expressdo mRNA de HIF la

Nao foram observadas (Figura 21) diferengas significativas na expressao do mRNA do

HIF-1a entre os diferentes grupos analisados.

Figura 21 - Andlise do mRNA de cultura de células musculares L6. Grupos: controle,
controle + insulina, glimepirida e glimepirida + insulina.
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4.7.7 Expressao mRNA de NF-KB

Foi observado que insulina provocou reducao discreta da expressao de NF-KB no
grupo controle + insulina em relagdo ao controle (p<0,05). A glimepirida elevou a expressao
de NF-KB em relagdo aos grupos controle e controle + insulina (p<0,01). A insulina junto
com a glimepirida foi suficiente para reduzir o aumento da expressao de NFKB induzido pela

glimepirida (p<0,01).

Figura 22 - Analise do mRNA de cultura de células musculares L6. Grupos: controle,
controle + insulina, glimepirida e glimepirida + insulina.
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Contetidos dos mRNAs de NF-KB, normalizados por GAPDH2. Os resultados sdo 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 DISCUSSAO

No presente estudo investigaram-se alteragdes da expressao de Slic2a4/GLUT4 e dos
genes Sur2a e Kir6.2, que codificam as proteinas que compdem o KATP, em um modelo de
animal obeso, pois espera-se que o maior conhecimento da fisiopatologia da obesidade possa
trazer beneficios tanto para o tratamento como para a prevencao desta alteragao.

A administra¢do neonatal de glutamato monossodico (MSG) produz necrose neuronal
seletiva na eminéncia média e nos nucleos pré-optico e arqueado do hipotdlamo. A érea
postrema, 6rgao subfornical e neurdnios do hipocampo rostral também sao danificados apos
injecdo neonatal de MSG. Ocorre desenvolvimento de varias alteragdes neuro-endocrinas 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 varios sistemas neuro/endocrinos neste quadro de
obesidade esta de acordo com o observado em humanos obesos, nos quais alteracdes no GH e
nos eixos hipotalamo-hipofise-gonada e hipotdlamo-hipofise-adrenal ja foram descritas
(MORTON et al., 2004).

Alguns fatores tém sido apontados como responsaveis pela obesidade em animais
tratados com MSGQG, tais como:

1. deficiéncia do hormoénio do crescimento (GH). Esta poderia ser uma causa para o
crescimento anormal, além do acimulo de gordura, j4 que este hormdnio possui
atividade lipolitica e a redugdo do mesmo favorece elevada lipogénese (MAITER et
al., 1991; NAKAI et al., 1996; NEMOROFF et al., 1977).

2. reduzida atividade termogénica do tecido adiposo marrom (TAM) (HIMMS-
HAGEN, 1989);

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

Adicionalmente, os animais MSG sao hiperinsulinémicos e resistentes a insulina, ¢ a
elevacdo da glicemia pode alcangar niveis suficientes para diagnodstico de diabetes tipo 2
(MACHADO; SHIMIZU; SAITO, 1993; PAPA; SERAPHIM; MACHADO, 1997).

A obesidade nem sempre estd associada com elevado peso corporal e por isso, indices
de massa adiposa devem ser utilizados como critérios de identificacdo da obesidade. Rogers e
Webb (1980) fizeram a correlagdo de varios parametros (indice de Lee, densidade, conteudo
de agua corpoérea e peso relativo do tecido adiposo gonadal) com a porcentagem da massa

gordurosa corporea e verificaram que em uma populacdo de camundongos normais e obesos
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(macho e fémeas) todos os quatro parametros citados acima se correlacionam
significativamente com a massa gordurosa.

Resultados obtidos no presente estudo demostraram que ratos tratados com MSG no
periodo neonatal apresentaram-se claramente obesos, conforme esperado. Os animais
apresentaram peso corporeo absoluto e peso dos musculos significativamente menores do que
os animais controle. Porém, o menor peso dos tecidos musculares foi reflexo do prejuizo no
crescimento, provavelmente relacionado a menor secre¢do de GH (KOVACS et al., 2000;
MARMO et al., 1994). Quando se avaliou o indice 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 incorporacdo em massa em relagdo ao ganho em comprimento do
animal.

Neste estudo, animais obesos apresentaram menor consumo absoluto de racao e agua,
mas o consumo relativo ndo se alterou, de modo que podemos considera-los hipo ou
normofagicos. Morris e colaboradores (1998) demostraram que estes ratos MSG acumulam
gordura, apesar da ingestdo caldrica ser normal ou reduzida, pelo fato de que apresentam
menor gasto energético. Considerando-se que a obesidade decorre do desequilibrio energético
em que o aporte energético € maior que o gasto energético, compreende-se o desenvolvimento
de obesidade na vigéncia de normofagia.

Alteragdes da homeostase glicidica decorrentes do tratamento neonatal com glutamato
monossodico ja 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 ndo apresentaram
diferencas quando comparadas a dos ratos controles, diferentemente do que ja foi descrito na
literatura em ratos Sprague-Dawley (MACHO et al., 2000) e em camundongos (FURUYA et
al.,, 2009). As células B-pancreaticas sdo capazes de aumentar a secre¢dao de insulina na
tentativa de contrabalancear a resisténcia a insulina, resultando em um estado de
hiperinsulinemia, comumente encontrado na obesidade (JEANRENAUD, 1978; PAPA et al.,
1997). Entretanto, a presenca da resisténcia insulinica em nossos ratos MSG somente foi
confirmada pelo teste de tolerancia a insulina (ITT), o que ja havia sido relatado em estudo
anterior de nosso laboratério (MORI et al.,, 2008). A presenga de normoinsulinemia na
vigéncia de resisténcia a insulina pode indicar um estado inicial de desenvolvimento da
resisténcia, no qual o distirbio glicémico ainda ndo ¢ suficiente para acionar hiperinsulinemia

detectavel. Considerando que os animais MSG, quando desafiados com o secretagogo de



70

insulina, foram capazes de aumentar significativamente a insulinemia, podemos concluir que,
no presente estudo, os animais obesos estavam em estagio precoce de desenvolvimento da
resisténcia a insulina, ainda com boa reserva pancreatica.

Em resumo, as caracteristicas dos animais MSG estao de acordo com o esperado para
um estado de obesidade acompanhada por resisténcia insulinica ainda em desenvolvimento.
Como ja foi comentado acima, quadros graves de obesidade induzida por MSG em
camundongos ja foram demonstrados, nos quais ocorre hiperglicemia suficiente para
diagnostico de DM2SG (MACHADO, 1993).

No presente estudo, utilizamos a glimepirida, uma droga do grupo das sulfoniluréias,
que sao secretagogos de insulina e, por isso, indicados apenas para pacientes que tenham
reserva pancreatica do hormonio. 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 a insulina (KRAMER et al., 1996; MORI et al., 2008;
MULLER; GEISEN, 1996).

Conforme descrito na metodologia, a glimepirida foi administrada aos animais na dgua
de beber, e ndo deve ter alterado a palatabilidade da agua, pois ndo afetou a ingestdo hidrica.
Também nao se alteraram as caracteristicas morfométricas dos animais tratados, indicando
que os efeitos da droga ndo decorreram de emagrecimento, por exemplo. A dose diaria 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 tolerancia a insulina, esta dose foi eficiente
na reversao da resisténcia insulinica. Em relagdo a glicemia, ndo foram encontradas diferencas
significativas apos o tratamento com glimepirida, porém a insulina elevou-se
significativamente. A explicacao para este estado homeostasico em que na vigéncia de maior
insulinemia a glicemia permanece inalterada, a despeito de maior sensibilidade ao hormonio,
ainda ¢ dificil de ser encontrada, e mereceria estudos adicionais.

Estudo anterior de nosso laboratorio ja havia demonstrado que a glimepirida
aumentava a sensibilidade insulinica de animais obesos por MSG, efeito este que envolveu
maior capacidade do musculo oxidativo captar glicose. Assim, no presente estudo passou-se a
investigar mecanismos moleculares acionados no musculo esquelético, que poderiam explicar
o efeito sensibilizador da glimepirida.

Foram selecionados dois diferentes tipos de tecidos musculares esqueléticos: o
musculo soleo, composto predominantemente por fibras vermelhas, oxidativas, € o extensor

digital longo (EDL), musculo predominantemente branco, glicolitico, com a finalidade de
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estudar a regulacdo da expressdo de GLUT4, proteina chave para a captagao de glicose
estimulada por insulina. A regulacdo da expressdo de Sic2a4 ¢ variavel de acordo com as
diferencas na composicao das fibras, sendo as fibras oxidativas (vermelhas) mais sensiveis a
acdo da insulina, com maior contetido de GLUT4 e taxa de transporte maximo de glicose mais
alta (RICHARDSON et al., 1991). Nossos resultados reforcam a importancia do séleo na
homeostasia, pois importantes efeitos foram observados neste musculo, enquanto minimas
alteracdes foram observadas no EDL.

O contetido de GLUT4 em musculo esquelético na obesidade tem sido amplamente
estudado, no entanto os resultados descritos sdo variados. Acredita-se que as diferencas sejam
decorrentes do modelo experimental, do estado metabdlico e ou do tipo de fibra muscular
utilizados. Os primeiros estudos de GLUT4 em animais obesos por MSG foram realizados em
camundongos com alto nivel de resisténcia a insulina, jd& com alteracdes glicémicas
compativeis com diabetes tipo 2 (MACHADO et al., 1993; MACHADO et al., 1994; PAPA
et al.,, 1997); nestes animais, redu¢do importante no conteido de proteina GLUT4 foi
detectada em musculo misto gastrocnemius. Interessantemente, de Carvalho Papa (2002)
demonstrou que a alteragdo (redu¢dao) do GLUT4 no gastrocnemius de camundongos MSG ¢
um efeito tardio durante a evolucao da obesidade dos ratos. Analisando animais de 2, 4 ¢ 7
meses de idade, foi demonstrado que o GLUT4, no musculo, mostrou-se inalterado aos 2 ¢ 4
meses, sendo que aos 4 meses de idade ja havia resisténcia a insulina. Somente aos 7 meses
de idade ¢ que a resisténcia se agravo, ¢ o GLUT4 mostrou-se reduzido no musculo (DE
CARVALHO PAPA et al., 2002). Semelhantemente ao demonstrado nos camundongos MSG
de 4 meses, Mori e colaboradores (2008) ndo observaram alteragdo da proteina GLUT4 em
musculo so6leo de ratos obesos por MSG, ja com resisténcia a insulina.

No presente estudo, a obesidade por MSG nao induziu alteragdes no mRNA do Sic2a4
no so6leo, somente apds tratamento por glimepirida, mas diminuiu no EDL, o que nao se
refletiu em alteragdes importantes no conteudo total da proteina. Estes resultados estdo de
acordo com o descrito por Mori e colaboradores (2008), e sugerem um estagio ainda inicial no
desenvolvimento da obesidade, o qual devera culminar com reducao no GLUT4

Apesar do GLUT4 inalterado neste estagio, isto ndo exclui a participagdo do musculo
esquelético na determinagdo da resisténcia a insulina do animal obeso. De fato, Mori e
colaboradores (2008) ja demonstraram que a captacao de glicose pelo séleo de animais MSG
esta reduzida, mesmo com GLUT4 ainda inalterado. Isto pode decorrer de aumento de

gordura intramiocelular, o qual estd associado com resisténcia a insulina seja por induzir
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defeito na sinalizacdo desse hormonio, e consequente translocagdo do GLUT4, seja por alterar
o gradiente de difusdo da glicose (VIRKAMAKI et al., 2001).

Conforme ja apresentado, estudo anterior demonstrou que a glimepirida era capaz de
aumentar a sensibilidade a insulina em ratos MSG, por aumentar a captacao de glicose em
musculo séleo, o que envolveria aumento na expressao do GLUT4 (MORI et al., 2008). No
presente estudo, o tratamento dos animais obesos com glimepirida também induziu no
musculo s6leo um aumento do S/c2a4, o qual se refletiu em aumento importante da proteina,
o que deve contribuido para melhorar a captagdo de glicose neste tecido, € consequentemente
contribuir para recuperar a homeostasia glicémica. Considerando que a glimepirida ativa o
receptor SUR2A, associado a KIR6.2, procurou-se correlacionar esses potenciais efetores da
acdo da droga com expressao do GLUT4, principalmente em soleo.

Foi observado, que ratos obesos tratados com glimepirida por 4 semanas, aumentaram
a expressao de mRNA de SUR2a e KIR6.2 em soéleo, assim como aumentaram as proteinas
SUR2A e KIR6.2. Estas observagdes indicam que a glimepirida deve alterar o KATP dos
animais obesos, pelo menos no so6leo, podendo induzir alteracdes metabdlicas que se
relacionem com a melhora da homeostasia glicémica.

Embora ambos os grupos tratados com glimepirida (CG e MSG/G) tenham
apresentado insulinemias elevadas, ndo podemos atribuir a insulina o aumento do GLUT4,
pois este efeito ndo foi observado no grupo controle tratado com a droga (grupo CQG). Por
outro lado, hiperinsulinemia cronica tem sido correlacionada com repressdao da expressao do
Slc2a4 (MACHADO et al., 1993; PAPA et al., 1997). Portanto, isto reforca um efeito proprio
da glimepirida em aumentar a expressao do GLUT4, independente do concomitante efeito
repressor da hiperinsulinemia.

MEF2A e MEF2D sao fatores transcricionais que tém sido frequentemente
relacionados a aumento da expressao do gene Sic2a4 induzido por contragdo muscular
(SILVA et al., 2005). Além disso, Thai e colaboradores (1998) demostraram que em musculo
de camundongo diabético ha reducao da expressdo e da atividade de MEF2A e MEF2D, o que
pode estar relacionado a reducdo da expressao do Slc2a4 observada nesta condigdo.
Entretanto, nossos resultados ndo detectaram alteracdes de expressao de mRNA dos fatores
transcricionais MEF2A e MEF2D, o que sugere que estes ndo estejam participando do
aumento de expressao observado. Entretanto, o mRNA inalterado dos MEF2A e D nao 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 condicdo de normodxia, o HIF-1a ¢ rapidamente degradado pela via
proteossomal da ubiquitina, sendo praticamente inexistente na célula (HUANG et al., 1998).
Entretanto, minimas condi¢des de hipoxia tecidual, como as induzidas pela contragao
muscular (SILVA et al., 2005) e pelas alteragdes de perfusdo dos tecidos induzidas pelo
diabetes (LEE et al., 2003) sdo capazes de inibir a degradagdao do HIF-1a, o qual transloca ao
nucleo onde ativa transcricionalmente genes alvos. Interessantemente, o gene do HIF-1a ¢
considerado um gene que se autorregula, de tal forma que o padrao de expressao do mRNA
do HIF-1a serve como parametro da sua atividade transcricional. Uma vez que em nosso
estudo o tratamento com glimepirida ndo tenha alterado o mRNA do HIF-1a, podemos inferir
com que este fator transcricional nao esté participando da regulacdo do Slc2a4 observada. Até
o momento, ndo existe na literatura estudos de MEF2A, MEF2D e HIF-1a em ratos obesos,
tratados ou nao com sulfoniluréias.

Em adicdo aos efeitos sobre a expressao do Sic2a4 e da proteina GLUT4, outros
efeitos ja atribuidos a glimepirida ndo podem ser excluidos, tais como aumento na
metabolizacdo oxidativa e estimulo na glicogeniogénese (MULLER; GEISEN, 1996).
Entretanto, a observacdo de que as alteragdes de expressdao do Slc2a4 e da proteina se
correlacionaram positivamente com alteracdes de expressao dos componentes do KATP
sugerem que pode haver uma relagdo causa-efeito entre estas variaveis, ou entdo que elas
estejam sujeitas a fatores reguladores comuns.

Com o objetivo de esclarecer um pouco mais possiveis mecanismos envolvidos na
regulacdo do Slc2a4 induzida pela glimepirida, estudamos células musculares L6 incubadas
durante 24 horas com a droga. O perfil da regulagdao do Slc2a4 (redugdo) foi semelhante ao
observado no musculo EDL, que ¢ o tecido que deu origem a esta linhagem celular.
Entretanto, o tratamento com glimepirida induziu aumento na expressao dos mRNAs SUR2A
e KIR 6.2, indicando que nesta linhagem celular a regulacdo do KATP foi paralela a
regulacdao do Slc2a4. Interessantemente, neste modelo in vitro observamos que a glimepirida
aumentou o mRNA de NF«B, o que em geral ocorre em paralelo a atividade transcricional
deste fator. O NF-kB ¢ um potente repressor da expressdao do Slc2a4 (RUAN et al., 2002;
SILVA et al., 2005), e recentemente nosso grupo determinou os sitios de ligagdo do NF-«B na
regido promotora do gene Slc2a4 (FURUYA et al., in press). O NF-kB ¢ um mediador
importante dos indutores de inflamacao, e diminui¢ao da atividade inflamatorio ¢ sabidamente

um mecanismo que reduz a resisténcia a insulina (FURUYA et al., 2010).
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Na literatura, ndo ha estudos de expressdao do canal de KATP em musculo esquelético
de ratos obesos, ou em células musculares tratadas ou ndo com sulfoniluréias, € nem uma
possivel relagdo com GLUT4. Os resultados do presente estudo permitem concluir que
glimepirida aumenta expressdo do gene Slc2a4 em musculo soleo de ratos resistentes a
insulina, o que se correlaciona com aumento de mRNA de SUR2A/KIR6.2, sugerindo uma
relagdo entre estas varidveis, ou a existéncia de fatores reguladores comuns. Um candidato
importante a regulador comum destes genes ¢ o NF-xkB, um importante mediador da resposta
inflamatoéria, Estas regulagdes devem estar envolvidas no efeito sensibilizador da glimepirida

sobre a sensibilidade a insulina in vivo.
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6 CONCLUSAO

No presente estudo, observou-se que:

* o tratamento dos animais obesos com glimepirida induziu no musculo s6leo um aumento
do Sic2a4, o qual se refletiu em aumento importante da proteina, o que deve contribuido
para melhorar a captagdo de glicose neste tecido, € consequentemente contribuir para

recuperar a homeostasia glicémica.

* glimepirida aumentou a expressdao de mRNA de SUR2a e KIR6.2 em soleo, assim como
aumentaram as proteinas SUR2A e KIR6.2. Estas observagoes indicam que a glimepirida
deve alterar o KATP dos animais obesos, pelo menos no soleo, podendo induzir alteragdes

metabolicas que se relacionem com a melhora da homeostasia glicémica.

* no modelo in vitro, glimepirida aumentou 0 mRNA de NF-kB, o que em geral ocorre em
paralelo a atividade transcricional deste fator, sendo um mecanismo que reduz a resisténcia

a insulina.

Com base nos resultados destacados acima, conclui-se que glimepirida aumenta
expressao do gene Slc2a4 em musculo séleo de ratos resistentes a insulina, o que se
correlaciona com aumento de mRNA de SUR2A/KIR6.2, sugerindo uma relagdo entre estas
variaveis, ou a existéncia de fatores reguladores comuns. Um candidato importante a
regulador comum destes genes ¢ o NF-kB, um importante mediador da resposta inflamatoria,
Estas regulacdes devem estar envolvidas no efeito sensibilizador da glimepirida sobre a

sensibilidade a insulina in vivo.
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APENDICE - Tabelas

Tabela A1 — (Referente a figura 2) - Contetido de mRNA de SUR2A de musculo EDL de
ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e nao tratados (C ¢ MSG) com
glimepirida, por 4 semanas.

GRUPO mRNA (27°°¢Y
C (n=12) 1,032 + 0,036
CG (n=17) 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 a figura 2) - Contetido da proteina de SUR2A de musculo EDL de
ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e nao tratados (C ¢ MSG) com
glimepirida, por 4 semanas

GRUPO PROTEINA (UA/g tecido)
C n=5) 2556+ 11,2
CG (n=5) 281,8+ 18,9
MSG (n=5) 2682+ 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 a figura 3) - Contetido de mRNA e proteina de KIR6.2 de musculo
EDL de ratos controles e obesos, tratados (CG ¢ MSG/G) e ndo tratados (C e
MSG) com glimepirida, por 4 semanas.

GRUPO mRNA (27°°¢Y PROTEINA (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 a figura 4) - Contetdo de mRNA de MEF2A de musculo EDL de
ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e ndo tratados (C e MSG) com
glimepirida, por 4 semanas

GRUPO mRNA (27°°¢Y
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 AS - (Referente & figura 5) - Contetido de mRNA de MEF2D de musculo EDL de
ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e ndo tratados (C e MSG) com
glimepirida, por 4 semanas

GRUPO mRNA (27°°¢Y
C(@m="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 a figura 6) - Conteido de mRNA de HIF1-a de musculo EDL de
ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e nao tratados (C e MSG) com
glimepirida, por 4 semanas

GRUPO mRNA (27°°¢Y
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 a figura 7) - Contetdo de mRNA do Slc2a4 de musculo EDL e da
proteina (PM + M) de GLUT4 de ratos controles e obesos, tratados (CG e
MSG/G) e ndo tratados (C e MSG) com glimepirida, por 4 semanas.

GRUPO mRNA (27°°¢Y PROTEINA (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%* A 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 a figura 8) - Contetdo de proteina GLUT4 nas fragdes de membranas
plasmaticas (PM) e microssomais (M) de musculo EDL de ratos controles e
obesos, tratados (CG e MSG/G) e ndo tratados (C e MSG) com glimepirida, por

4 semanas.
GRUPO PM (UA/g tecido) M (UA/g tecido)
Cm=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 a figura 9) - Conteudo de mRNA de SUR2A de musculo soleo de ratos
controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e nao tratados (C e MSG) com
glimepirida, por 4 semanas

GRUPO mRNA (27°°%Y

C 1,124 +0,113

CG 0,944 + 0,157
MSG 1,101 £ 0,192
MSG/G 2,184 + 0,379%* ##

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 a figura 10) - Contetido de mRNA de KIR6.2 e de proteina KIR6.2
(membranas plasmaticas) de musculo so6leo ratos controles e obesos, tratados (CG
e MSG/G) e nao tratados (C e MSG) com glimepirida, por 4 semanas.

GRUPO mRNA (27°°%Y PROTEINA (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*"## 559,02 + 58,5%** " #

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 a figura 11) - Contetido de mRNA de MEF2A de musculo s6leo de
ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e ndo tratados (C e MSG) com
glimepirida, por 4 semanas.

GRUPO mRNA (27°°¢Y
C (n=13) 0,989 + 0,103
CG (n=17) 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 a figura 12) - Contetido de mRNA de MEF2D de musculo séleo de
ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e ndo tratados (C e MSG) com
glimepirida, por 4 semanas.

GRUPO mRNA (27°°¢Y
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 a figura 13) - Conteudo de mRNA de HIF1-a de musculo séleo de
ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e ndo tratados (C e MSG) com
glimepirida, por 4 semanas.

GRUPO mRNA (27°°¢Y
C (n= 13) 1,316 0,239
CG (n=17) 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 a figura 14) - Contetido de mRNA Sic2a4 e de proteina GLUT4 de
musculo s6leo de ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e nao
tratados (C e MSG) com glimepirida, por 4 semanas.

GRUPO mRNA (27°°%Y PROTEINA (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 a figura 15) - Conteudo de proteina GLUT4 nas fragdes de
membranas plasmaticas (PM) e microssomais (M) de musculo SOLEO de
ratos controles e obesos, tratados (CG e MSG/G) e ndo tratados (C e MSG)
com glimepirida, por 4 semanas.

GRUPO PM (UA/g tecido) M (UA/g tecido)

C (=38) 406,74 + 73,37 59,55+ 8,76

CG (n=38) 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 a figura 16) - Analise do mRNA de SUR2a em cultura de células
musculares L6. Grupos: controle, controle + insulina, glimepirida e glimepirida
+ insulina por 24 horas.

GRUPO mRNA (27°°¢Y
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 a figura 17) - Anélise do mRNA de KIR6.2 em cultura de células
musculares L6. Grupos: controle, controle + insulina, glimepirida e glimepirida
+ insulina por 24 horas.

GRUPO mRNA (27°°¢Y
Controle 0,964 + 0,066
Controle + Insulina 0,692 +0,084*
Glimepirida 1,507 £ 0,113/ Ax%*
Glimepirida + Insulina 1,102 £ 0,054## "

Tabela A18 - (Referente a figura 18) - Analise do mRNA de Slc2a4 em cultura de células
musculares L6. Grupos: controle, controle + insulina, glimepirida e glimepirida
+ insulina por 24 horas.

GRUPO mRNA (27°°¢Y
Controle 0,977 £ 0,053
Controle + Insulina 1,201 + 0,832
Glimepirida 0,638 £ 0,101 **A\A
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 a figura 19) - Analise do mRNA de MEF2A em cultura de células
musculares L6. Grupos: controle, controle + insulina, glimepirida e glimepirida
+ insulina por 24 horas.

GRUPO mRNA (27°°¢Y
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 a figura 20) - Analise do mRNA de MEF2D em cultura de células
musculares L6. Grupos: controle, controle + insulina, glimepirida e glimepirida
+ insulina por 24 horas.

GRUPO mRNA (27°°¢Y
Controle 1,073 + 0,085
Controle + Insulina 0,970 £ 0,071
Glimepirida 1,118 +£0,089
Glimepirida + Insulina 0,788 £ 0,106%*"##

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 a figura 21) - Analise do mRNA de HIF-1a em cultura de células
musculares L6. Grupos: controle, controle + insulina, glimepirida e glimepirida
+ insulina por 24 horas.

GRUPO mRNA (27°°¢Y
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 a figura 22) - Andalise do mRNA de NF-KB em cultura de células
musculares L6. Grupos: controle, controle + insulina, glimepirida e glimepirida
+ insulina por 24 horas.

GRUPO mRNA (27°°¢Y
Controle 1,085 £ 0,071
Controle + Insulina 0,758 £0,076%*
Glimepirida 1,439 £ 0,094 3**A A
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





