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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 expressdao de Slc2a4 em rela¢do
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 HIF1-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.



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 Organiza¢gdo Mundial da Saude (WHO, 2006), o
crescimento dos casos de diabetes est4 relacionado com alteragdes no estilo de vida e no pertil
socioecondmico 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
sindrome, no entanto, no que se refere a perda do controle glicémico envolve desarranjo
metabolico/funcional em trés territorios: 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 secrecao de insulina pelas
células beta pode estar preservada, gerando um estado relativo de insuficiéncia de insulina.
Com o tempo, a secrecao de insulina pode evoluir para uma deficiéncia absoluta, por exaustao
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, come¢a a diminuir a secrecao de insulina (SPELLMAN, 2007).
Estudos recentes comprovam que uma das vias de deterioracdo da fungdo 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 exposicao
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 cardter 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-



transporte com o ion sdédio, 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 distribuigdo 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



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
dimerizacao 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,



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 hipdxia, 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 cé€lulas, 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, IKKB 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



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 secre¢do 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 combinag¢des 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
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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 expressdao 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.



12

6 CONCLUSAO

No presente estudo, observou-se que:

* 0 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 observagdes 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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