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Your work is going to fill a large part of your life, and the

only way to be truly satisfied is to do what you believe is great work.
And the only way to do great work is to love what you do.

If you haven't found it yet, keep looking. Don't settle.

As with all matters of the heart, you'll know when you find it. And, like
any great relationship, it just gets better and better as the years roll on.
So keep looking until you find it. Don't settle.

(Steve Jobs)



RESUMO

ALVES-WAGNER A. B. T. Efeito da associacio entre hipertensdo arterial e diabetes na
expressio do Slc2a4/GLUT4 no miusculo esquelético, proviavel participacio do sistema
nervoso autonomo simpdatico B-adrenérgico. 2012. 68 p. Tese (Doutorado em Fisiologia
Humana) Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2012.

A proteina GLUT4, codificada pelo gene Sic2a4 (Solute carrier 2a4) ¢ um transportador de
glicose responsivo a insulina que estd localizado principalmente em células musculares e
adipocitos. Alteragdes na expressio do GLUT4 correlacionam-se de maneira direta com o
aumento ou diminui¢do na homeostase glicémica. J4 foi demonstrado que o sistema f-
adrenérgico modula a expressio de GLUT4 no jejum, porém pouco se sabe no diabetes. O
diabetes pode levar o desenvolvimento de neuropatia, com isso nds hipotetizamos que alteragdes
na atividade B-adrenérgica possa modular a regulagdo do Slc2a4/GLUT4 induzida pelo diabetes.
Neste trabalho investigamos como a alta atividade simpatica atua na expressio do
Slc2a4/GLUT4 em musculo esquelético de ratos Wistar diabéticos e ratos espontineamente
hipertensos (SHR) diabéticos, os quais apresentam alta atividade simpatica no musculo
esquelético. Primeiramente utilizamos ratos Wistar, Wistar-Kyoto ¢ SHR diabéticos por 1 més
para analisarmos a expressdo do Slc2a4 e do GLUT4 em musculo oxidativo (sdleo) e glicolitico
(EDL), comparando com o0s respectivos animais nio diabéticos. O diabetes reduziu a expresséo
do Slc2a4 e GLUT4 em animais Wistar, como o esperado. Porém isso ndo foi observado em
Wistar-Kyoto e SHR, com isso decidimos usar o Wistar como controle do SHR. Ratos Wistar
diabéticos (W-normotenso) e ratos espontaneamente hipertensos — SHR diabéticos (S-
hipertenso) foram tratados com salina (S), insulina (I), propranolol (P) e propranolol+insulina
(PI). Os tratamentos foram feitos por uma semana, iniciando-se um més apos a indu¢do do
diabetes. Como esperado, o tratamento com insulina reduziu a glicemia, glicostria e volume
urinario, e aumentou 0 peso nos animais normotensos e hipertensos. O tratamento com
propranolol, que reduziu a pressio caudal dos animais hipertensos, ndo alterou os pardmetros
metabdlicos analisados. A expressdo do Slc2a4 no séleo foi aumentada pela insulina, nos
normotensos e hipertensos, e reduzida pelo propranolol, somente nos normotensos. No EDL, os
resultados foram, no geral, inversos, com a insulina reduzindo e o propranolol aumentando a
expressdo do mRNA. A associacio do propranolol+insulina mostrou que em soleo o efeito da

insulina foi preponderante, entretanto, no EDL o propranolol atenuou o efeito da insulina. Vale



ressaltar que, independente dos tratamentos, a expressdo do Slc2a4 se mostrou sempre mais alta

nos animais hipertensos (vs. respectivos animais normotensos), em ambos os musculos
estudados. A regulagio da expressio da proteina acompanhou parcialmente a regulacio do
mRNA, mostrando alteragdes pos-transcricionais em alguns casos, e alteragdo por Tnfa, em
outros casos. No so6leo, os animais hipertensos apresentaram maior quantidade de receptores [3,-
adrenérgicos. Em sintese, conclui-se que nos musculos esqueléticos a alta atividade simpatica
aumenta a transcrigdo do Slc2a4 no diabetes, porém a proteina sé aumenta no musculo
glicolitico. Estes resultados indicam que o comprometimento da expressdo do Slc2a4 induzido
pelo diabetes ¢ menor em animais SHR, provavelmente devido a sua hiper-atividade simpatica

presente no musculo esquelético.

Palavras-chave: Slc2a4. GLUT4. Diabetes mellitus. Atividade simpatica f-adrenérgica.



ABSTRACT

ALVES-WAGNER A. B. T. The effect of hypertension and diabetes association on
Slc2a4/GLUT4 expression, possible B-adrenergic sympathetic nervous system
participation. 2012. 68 p. Ph. D. thesis (Human Physiology) Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2012.

Slc2a4 gene, which encodes the GLUT4 protein, is expressed in insulin-sensitive tissues, such as
muscle cells and adipocytes. Altered GLUT4 expression is directly correlated with alterations in
glycemic homeostasis. We have demonstrated that the -adrenergic system regulates GLUT4
expression during fasting; nevertheless its role in diabetes is not clearly understood. Considering
that diabetic subjects can develop autonomic neuropathy, we hypothesize that changes in [-
adrenergic activity could modulate diabetes-induced regulation of Slc2a4/GLUT4 expression.
This study investigated the participation of sympathetic nervous system in the regulation of
Slc2a4/GLUT4 expression in skeletal muscle of diabetic-Wistar rats and diabetic-spontancously
hypertensive rats (SHR), the latter presenting high sympathetic activity in the skeletal muscle.
Firstly, Wistar, Wistar-Kyoto and SHR rats, were rendered diabetic, and one month later the
Slc2a4 mRNA and GLUT4 protein were analyzed in soleus (oxidative) and extensor digitorum
longus (EDL, glycolytic) skeletal muscle, comparing with respective non-diabetic animals.
Diabetes significantly reduced Sic2a4 mRNA and GLUT4 protein in Wistar, as expected.
However, that was not observed in diabetic Wistar-Kyoto and SHR. Thus, Wistar rats were
chosen as controls for the SHR. Diabetic-Wistar (W-normotensive) and diabetic-SHR (S-
hypertensive) rats were treated with saline (S), insulin (I), propranolol (P) and
propranolol+insulin (PI) for 1 week, after being kept diabetic for 1 month. As expected, insulin
treatment reduced glycemia, urinary volume and glucose, and increased body weight in both
SHR and Wistar. Propranolol, in a dose enough to reduce arterial blood pressure in hypertensive
rats, did not alter the metabolic parameters. Insulin increased Slc2a4 mRNA expression in soleus
muscle of both groups; whereas propranolol reduced it only in Wistar rats. Conversely, in EDL
muscle, insulin decreased whereas propranolol increased the mRNA expression. The association
of propranolol+insulin showed that in soleus the effect of insulin was preponderant, whereas in
EDL propranolol attenuates the effect of insulin. Importantly, despite the changes induced by
treatments, Slc2a4 expression in both muscles was always higher in SHR than in the respective

Wistar group. Finally, the GLUT4 protein expression was regulated similarly to the mRNA



modulation, with some specific discrepancies, indicating post-transcription regulation, or Tnfa-

related alteration. SHR showed an increase in (r-adrenergic protein expression only in soleus
muscle. In conclusion, high sympathetic activity increases Slc2a4 expression in soleus and EDL,
however the GLUT4 protein increased only in EDL. These results show that the decrease in
Slc2a4 expression during diabetes is preserved in SHR, probably because their high sympathetic

activity in skeletal muscle.

Keywords: Sic2a4. GLUT4. Diabetes mellitus. B-adrenergic sympathetic activity.
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1 INTRODUCAO

O Slc2a4 (Solute carrier 2a4) é o gene que codifica a proteina GLUT4 (glucose
transporter 4), que € um transportador de glicose responsivo a insulina, € que estd localizado
principalmente em células musculares e adiposas (SHEPHERD; KAHN, 1999), tecidos com alta
capacidade de captag@o de glicose quando o substrato esta disponivel abundantemente, tal como
no periodo pos-prandial, no qual a proteina é translocada para a membrana plasmatica sob
estimulo insulinico (THORENS et al., 1990). Modificagdes na expressdo deste gene, em musculo
esquelético e em tecido adiposo, correlacionam-se de maneira direta com aumento ou redugéo da
sensibilidade a insulina (THORENS et al., 1990).

O tecido muscular esquelético é o maior local envolvido na captagio de glicose
dependente de insulina, responsavel por ~ 80% da captacdo de glicose pés-prandial (BARON et
al., 1988), a qual é mediada pelo GLUTA4.

O tecido muscular esquelético soleo é constituido principalmente por fibras musculares
vermelhas de contracdo lenta, oxidativa, do tipo I; enquanto que o extensor digital longo (EDL) é
constituido principalmente por fibras musculares brancas de contragio rapida, glicolitica, do tipo
IIB. Existe uma notdvel heterogeneidade na sensibilidade e responsividade a insulina entre as
diferentes fibras musculares (JAMES; JENKINS; KRAEGEN, 1985), sendo as fibras musculares
vermelhas mais sensiveis e responsivas a insulina que fibras musculares brancas (KERN et al.,
1990). O transporte de glicose e o contetido de GLUT4 sdo maiores no musculo vermelho que no
musculo branco (KERN et al., 1990).

O tecido adiposo branco (WAT, white adipose tissue), além de armazenar substrato
energético, é capaz de produzir horménios. O WAT € controlado por interagdes de fatores
humorais (horménios e substratos) e neurais (sistema nervoso autonémico). Este tecido estoca
grande quantidade de triglicerideos. Insulina e adrenalina s3o os maiores reguladores do
metabolismo do tecido adiposo, entretanto, outros fatores, como glucagon, cortisol e o hormonio
do crescimento (GH) também exercem um efeito sobre ele. A insulina estimula a captacdo de
glicose e acidos graxos no WAT e, simultaneamente estimula a lipogénese ¢ inibe a lipdlise. A
adrenalina aumenta a lip6lise por meio da estimulagfo da lipase horménio sensivel aumentando a

liberagéo de acidos graxos e glicerol (FLIERS et al., 2003).



O aumento de acidos graxos livres esta tipicamente associado com estados de resisténcia

a insulina, incluindo obesidade e diabetes mellitus (SHULMAN, 2000). Em um estudo com
individuos jovens, ndo obesos, filhos de pacientes com diabetes mellitus tipo 2, foi encontrado
uma relacdo inversa entre a concentragdo de acidos graxos livres durante o jejum e a
sensibilidade & insulina (PERSEGHIN et al., 1997). Além disso, estudos que mediram o
contetido de triglicerideo intramuscular (PAN et al., 1997) e intramiocelular (KRSSAK et al.,
1999) mostraram uma forte relagdo entre acimulo de triglicerideo intramiocelular e resisténcia a
insulina.

O diabetes mellitus ¢ uma sindrome de etiologia multipla, decorrente da falta de insulina
e/ou da incapacidade da insulina exercer adequadamente seus efeitos. Caracteriza-se pela
presenga de hiperglicemia inapropriada e, frequentemente, por complicagdes cronicas
degenerativas (MASHARANI; KARAM, 2001). O diabetes mellitus ¢ atualmente classificado
em tipo 1 (T1IDM) ou tipo 2 (T2DM), na maioria dos casos. O T1DM ¢ caracterizado pela
destrui¢do, quase sempre por um mecanismo imunologico, das células beta pancreaticas; ja o
T2DM parece ser consequéncia de resisténcia 4 insulina, e com frequéncia estd associado a
obesidade, principalmente visceral, e falta de exercicios (WHITE, 2009).

Foi demonstrado por Camps et al. (1992) que o diabetes experimental, induzido por
streptozotocina, leva a uma diminui¢fo na expressdo do transportador de glicose GLUT4 no
tecido adiposo branco e marrom, e nos musculos cardiaco e esquelético, porém o mRNA
aumenta no musculo branco e diminui no vermelho (CAMPS et al., 1992). Modelo experimental
de T2DM, como camundongo tratado com glutamato monossodico, também revelou diminuigdo
da proteina GLUT4 em tecidos adiposo branco, musculo esquelético e coragdo (MACHADO et
al., 1993).

Aloxana e streptozotocina sdo os quimicos diabetogénicos mais conhecidos e usados na
pesquisa de diabetes insulino-privo. Ambos sdo citotoxicos analogos de glicose, e apesar da
citotoxicidade ser ativada por vias diferentes, a aloxana gera espécies reativas de oxigénio e a
streptozotocina causa o consumo excessivo de ATP celular; os mecanismos de lesdo seletiva das
células beta pancredticas sfo idénticos, sendo causados por necrose celular (LENZEN, 2008).

A etiologia da hipertensfo arterial ¢ multifatorial e o estado de resisténcia a insulina € um
fator postulado para predispor pacientes ao desenvolvimento da hipertensdo arterial

(BROWNLEE et al., 2002). Define-se hipertensdo arterial como pressédo arterial sistolica maior
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ou igual a 140 mmHg, pressdo diastolica maior ou igual a 90 mmHg, ou a necessidade de
utilizagio de medicacdio anti-hipertensiva (JOINT NATIONAL COMMITEE, 2004). Além
disso, ha um estado de pré-hipertensdo, denominada quando a pressdo arterial sistolica estd entre
120-139 mmHg e a diastdlica entre 80-89 mmHg, que exige uma mudang¢a no estilo de vida
(como por exemplo perda de peso, dieta saudavel com redugdo de sodio, € exercicio fisico) para
evitar o desenvolvimento da hipertensdo (JNC, 2004).

Hipertensdo arterial contribui para causas que levam a morbidade e mortalidade em
pacientes com diabetes, principalmente o T2DM, incluindo doenga coronariana, acidente
vascular cerebral, doenga vascular periférica, amputacio de extremidades, doenga renal e
retinopatia (COOPER et al., 2001; JNC, 2004). Por essas razdes, hipertensio arterial e diabetes
devem ser tratadas com rapidez e agressividade.

O modelo genético de hipertensfo arterial espontdnea em ratos, desenvolvido por Okamoto
e Aoki, denominado SHR (Spontaneously Hypertensive Rats), é o que mais se aproxima da
hipertensdo essencial no homem. Os SHRs foram desenvolvidos por cruzamento genético de
ratos Wistar-Kyoto, no qual se conseguiu estabelecer uma coldnia de ratos que desenvolveram
hipertensdo espontinea em 100% dos descendentes. Os SHRs nascem normotensos, mas
comecam a desenvolver hipertensfio arterial espontaneamente ao redor da quarta semana de vida.
A pressio arterial se eleva gradualmente nas semanas seguintes atingindo niveis de hipertensio
grave, que se mantém por toda a vida do animal (OKAMOTO; AOKI, 1963).

Em SHR, j4 foi demonstrado que a ativa¢io simpdtica neuronal estd aumentada em
musculo esquelético e tecido adiposo subcutdneo durante todo o curso natural de vida (5, 16, 30
e 54 semanas de vida), em animais acordados e com livre movimentagdo (CABASSI et al.,
2002). Isso mostra que além da hipertensdo, esses animais possuem uma maior atividade
simpéatica no musculo esquelético e tecido adiposo subcutineo.

Ha controvérsias quanto ao controle que deva ser usado quando se estuda a homeostase
glicémica em animais com hipertensdo arterial espontdnea (SHR), ja que foi demonstrado que os
ratos Wistar-Kyoto, assim como os SHR, possuem intolerdncia a glicose (KATAYAMA et al.,
1997).

Alteragdes na expressio do gene Slc2a4 ja foram mostradas em modelos experimentais
de hipertensdo arterial, como SHR (KATAYAMA et al., 1997; PATERNOSTRO et al., 1995) e

Milan (CAMPBELL et al., 1995). Alguns autores encontraram uma diminui¢do na expressdo de
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GLUT4 nas membranas intracelulares de musculo esquelético de animais hipertensos
(CAMPBELL et al., 1995), enquanto outros autores mostraram um aumento na expresséo do
mRNA, sem alterar a expressio da proteina GLUT4 em musculo esquelético gastrocnémio
(KATAYAMA et al., 1997). Estes estudos indicam que a regulagdo do Slc2a¢4/GLUT4 em
modelos de hipertensdo € varidvel.

Foi demonstrado que a insulina exerce uma ag¢30 no sistema nervoso auténomo, incluindo
estimulacdo da atividade simpatica no musculo de individuos saudaveis (BERNE et al., 1992),
além disso, autores mostraram que individuos resistentes a insulina, como ocorre na hipertensdo
essencial e obesidade, possuem uma atividade simpatica basal elevada (TENTOLOURIS;
ARGYRAKOPOULOU; KATSILAMBROS, 2008). Resisténcia a insulina, hiperinsulinemia
compensatoria e ativagio do sistema nervoso simpatico tem sido sugeridos como sendo os
principais responsaveis pela alta prevaléncia de hipertensdo arterial em pacientes diabéticos
(FRONTONI; BRACAGLIA; GIGLI, 2005).

Os efeitos do sistema nervoso simpatico no metabolismo de glicose e lipidios sdo
mediados pela concentragdo plasmética de adrenalina e pela inervagdio simpatica direta no
figado, tecido adiposo e musculo esquelético (NONOGAKI, 2000). Os neurbnios pos-
ganglionares simpaticos liberam noradrenalina, que excita algumas células efetoras, mas inibe
outras, enquanto a medula adrenal libera primordialmente adrenalina (WILLIS Jr, 2004).

Os receptores adrenérgicos sdo proteinas transmembrénicas com a terminagdo amino
extracelular e a terminagdo carboxil intracelular, possuindo 7 regides hidrofobicas na membrana
celular. Os receptores adrenérgicos sdo divididos em i, (@i, 0B € 1p), @2 (024, G28 € 02C) © B
(B1. B2. Bza € B3v) (GOLDFIEN, 2001; HUTCHINSON et al., 2002). Os receptores a; agem nas
células alvo por proteina Gq, ja os receptores a, agem por meio de proteina Gi, enquanto que 0s
receptores B agem por meio de Gs (B1, B2 e P3) efou Gi (B2 e B3) (EVANS et al, 1999;
GOSMANOV: WONG: THOMASON, 2002; LYNCH; RYALL, 2008; XIAO et al., 1999).
Portanto, os receptores a; aumentam o 1,4,5-inositol trifosfato e diacilglicerol intracelulares, os
0> diminuem o AMPc intracelular e os receptores p aumentam e/ou diminuem o AMPc
intracelular nos tecidos alvo (GOLDFIEN, 2001).

O tecido muscular esquelético possui os 3 subtipos de receptores 3-adrenérgicos (1, 2 e '
3). porém apresenta predominantemente o subtipo B, (KIM et al., 1991). O tecido adiposo branco

apresenta os 3 subtipos de receptores p-adrenérgicos, porém predominantemente o receptor B3
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(90% da populacio de adrenoceptores), sendo os 3 capazes de induzir a lipdlise (B3 >> B > B)
(GERMACK et al., 1997). Comparando-se os receptores - e a-adrenérgicos, os receptores a-
adrenérgicos sdo esparsos no musculo esquelético (RATTIGAN et al., 1986), enquanto no tecido
adiposo branco esta presente o receptor op, € uma pequena quantidade de receptor oy
(LAFONTAN; BERLAN, 1993).

A via de sinaliza¢do mais conhecida dos receptores PB-adrenérgicos ¢ a da proteina
quinase A (PKA), que foi caracterizada em diversos tipos celulares (LYNCH; RYALL, 2008).
No musculo esquelético a ativagio desta via parece ser, pelo menos em parte, responsavel pela
resposta anabdlica gerada pelo estimulo B-adrenérgico (LYNCH; RYALL, 2008). Foi
demonstrado que a administracio de inibidores de fosfodiesterase (gerando aumento de AMPc
intracelular) reduz o catabolismo proteico no musculo esquelético de ratos, podendo envolver
uma via indireta, inibindo a superprodugdo de TNFa em ratos sépticos; ou agindo diretamente na
via da PKA (LIRA et al., 2007), dependendo do inibidor utilizado.

TNF € uma citocina produzida em grandes quantidades por macréfagos, sendo também
produzido por tecido adiposo e musculo esquelético (SAGHIZADEH et al., 1995). Estudos
recentes revelaram que o TNF-a nfo s6 possui um papel na regulagéo da inflamagio, apoptose e
sobrevivéncia celular, citotoxicidade e produgéo de outras citocinas (IL-1 e IL6), como também
na inducgio da resisténcia a insulina induzida pela obesidade (NIETO-VAZQUEZ et al., 2008).
Foi demonstrado que o TNF-a regula a expressio génica, via NF-xB, de genes como:
adiponectina, GLUT4, IRS-1, C/EBPa, PPARYy e perilipin em adipécitos (NIETO-VAZQUEZ et
al., 2008).

A descoberta do Epac (exchange protein activated directly by cAMP) mostrou uma nova
via de sinalizacfio ativada pelos receptores P-adrenérgicos e AMPc, qual ja foi descrita em
musculo esquelético (LYNCH; RYALL, 2008). Estudos preliminares mostram que ativagdo do
Epac potencializa a resposta celular a insulina, através da ativagdo da PI3K e AKT via Rap-1
(LYNCH; RYALL, 2008).

Foi demonstrado por nosso laboratério, que a atividade simpética -adrenérgica mantém
a expressio do GLUT4 no musculo glicolitico durante o jejum (ALVES-WAGNER et al., 2009),
evidenciando a participagdo do sistema nervoso simpatico na regulagdo do gene Slc2a4 em

musculo esquelético.
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Estudos mostraram que o diabetes diminui a expressdo dos receptores -adrenérgicos e
aumenta dos receptores Ps-adrenérgicos no coragdo, o que pode estar envolvido com o
desenvolvimento de disfungéio cardiaca induzida pelo diabetes, o que € revertido parcialmente
com ftratamento com insulina (DINCER et al., 2001). Porém, ainda ndo est4 claro se ocorre essa
modulagdo em musculo esquelético.

O aumento da atividade simpdtica e o aumento da concentragio de catecolaminas
circulantes estio envolvidos com a génese e a manutengéo de estados patolégicos que acometem
o sistema cardiovascular, entre eles a hipertensio arterial essencial (ESLER; KAYE, 2000), tanto
em humano como em modelo animal (GUYENET, 2006). Por outro lado, neuropatia autonémica
diabética € uma complicagfio frequente do diabetes, ainda pouco conhecida e entendida, apesar
do alto impacto negativo na sobrevivéncia e qualidade de vida das pessoas portadoras de diabetes
(VINIK et al., 2003). A neuropatia autondomica diabética pode afetar o sistema nervoso
autdnomo inteiro, ou seja, as fibras simpaticas e parassimpaticas. A neuropatia autonémica é
manifestada pela disfuncdo de um ou mais Orgdos ou sistemas (VINIK et al., 2003).
Complicagdes do sistema nervoso autondmico podem ser detectadas nos primeiros anos apos o
diagnostico do diabetes, e as principais manifestagdes sdo disfungdes cardiovasculares,
gastrointestinais e do sistema urindrio (BROWNLEE et al., 2002). Reducdo na tolerancia ao
exercicio, edema, hipertensdo noturna, intolerdncia ao calor devido a um desequilibrio na
termorregulagio, sdo consequéncias da neuropatia autondmica (BROWNLEE et al., 2002). A
neuropatia autonémica diabética pode ser a precursora da morte precoce, que ocorre numa larga
proporgéo de pacientes afetados (CRYER, 1986).

A neuropatia autondmica, assim como outras complicacdes que ocorrem no diabetes,
provavelmente depende da manutengfo de alta glicemia por um longo periodo de tempo (VINIK
et al., 2003).

Ja foi demonstrado que ratos hipertensos (PATERNOSTRO et al., 1995) e ratos
diabéticos (CAMPS et al., 1992) possuem alteragdes na expressio do Slc2a4/GLUT4, mas nio se
estudou o efeito da associagdio diabetes hipertensio arterial. Também ji se observou que o
sistema f-adrenérgico atua na expressdo do GLUT4 durante o jejum (ALVES-WAGNER et al.,
2009), o que poderia participar dos efeitos do diabetes e/ou hipertensio. Por isto, neste trabalho
investigamos se a hiperatividade simpatica, como é o caso do SHR, regula a expressio do

GLUT4 no diabetes. Além disso, sendo o propranolol um bloqueador B-adrenérgico utilizado na



pratica clinica, é importante investigar seus efeitos sobre a homeostasia glicémica, sobretudo

quando diabetes/neuropatia estiverem associados.
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2 OBJETIVOS

Investigar a participagfio do sistema nervoso auténomo simpatico B-adrenérgico sobre a
expressdo do gene Slc2a4 e da proteina GLUT4 em musculo esquelético de ratos diabéticos e/ou

hipertensos.

2.1 Objetivos especificos

a) Investigar qual o melhor controle para estudo de ratos SHR diabéticos. Para isto analisamos a
expressdo do mRNA Slc2a4 e da proteina GLUT4 em musculo esquelético oxidativo (s6leo) e
glicolitico (EDL) de animais Wistar, Wistar-Kyoto e SHR n#o diabéticos e diabéticos por 1 més.

b) Investigar o efeito do propranolol em ratos diabéticos e/ou hipertensos. Para isto utilizamos
apenas animais diabéticos, normotensos (Wistar) e hipertensos (SHR), tratados ou ndo com
insulina e/ou propranolol (antagonista ;- e 3,-adrenérgicos) por 7 dias (apos 1 més de diabetes),
e analisamos a expressdo do mRNA Slc2a4 e da proteina GLUT4 em musculo oxidativo (séleo)

e glicolitico (EDL).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar, Wistar-Kyoto e SHR (espontaneamente hipertensos) de 12
semanas (fornecidos pelo Biotério Central do Intituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Sdo Paulo), acondicionados em biotério termorregulado (23 °C £ 2 °C), com ciclo de
luz/escuriddo 12/12 horas (inicio do periodo claro as 6 h) e 4gua e alimentagdo a vontade.

Nestes animais foi induzido ou ndo o diabetes, para serem estudados 1 més depois.

No estudo 1, apés 1 més de diabetes, os animais foram divididos nos seguintes grupos
experimentais: Wistar (W), Wistar diabético (WD), Wistar-Kyoto (K), Wistar-Kyoto diabético
(KD), SHR (S) e SHR diabético (SD).

No estudo 2, apés 1 més de diabetes, os animais foram divididos em oito grupos

experimentais, descritos no quadro 1.

Quadro 1- Grupos experimentais do estudo 2.

Ratos Wistar diabéticos

Ratos SHR diabéticos

WS: Normotenso diabético tratado com salina

SS: Hipertenso diabético tratado com salina

WI: Normotenso diabético tratado com
insulina

SI: Hipertenso diabético tratado com insulina

WP: Normotenso diabético tratado com

SP: Hipertenso diabético tratado com

propranolol propranolol
WPI: Normotenso diabético tratado com | SPI: Hipertenso diabético tratado com
propranolol+insulina propranolol+insulina

Fonte: Alves-Wagner (2012).

O controle de peso corporal dos animais foi feito através de 3 pesagens:

a) peso no dia da inducéo do diabetes;

b) peso no dia da eutanasia (estudo 1) ou no inicio do tratamento (estudo 2);

¢) peso no dia da eutandsia, apds tratamento (estudo 2).

O protocolo experimental foi aprovado pela Comisséo de Etica em Experimentagfo

Animal (CEEA) do ICB, USP, protocolo n°® 015 - fls. 55- livro 02, ano 2008, renovado em 2011.



3.2 Tratamento para induciio de diabetes

O diabetes foi induzido por aloxana (Alloxan monohydrate - A7413, Sigma-Aldrich, Inc.,
St. Louis, USA), que é capaz de promover necrose especifica das células beta da ilhota
pancreatica, em animais com 12 semanas de vida. A droga foi aplicada em uma dose de 38
mg/kg (Wistar) ou 40 mg/kg (SHR) ou 42 mg/kg (Wistar-Kyoto) de peso corpdreo, por via
endovenosa (veia peniana). O animal estava em jejum prévio de 12 horas, para aumentar a
seletividade na célula beta e evitar os danos renais e hepaticos, e foi rapidamente sedado com
¢ter etilico. Ap6s 2 horas os animais foram alimentados com rag@o e foi oferecida 4gua com
sacarose (por 12 horas), evitando hipoglicemia.

Dentre os animais tratados com aloxana foram selecionados, apdés 1 més, aqueles que
apresentaram diurese acima de 40 mL em 24 horas, glicosuria acima de 50 mg/dL e que estavam

em bom estado geral (auséncia de caquexia e hiperventilacio).
3.3 Tratamentos com insulina e antagonista -adrenérgico (estudo 2)

Devido a condigdo experimental do diabetes, todos os animais foram colocados em
gaiolas metabolicas durante o tratamento.

Os tratamentos abaixo s6 foram realizados nos animais do estudo 2, estando
exemplificado na figura 1.

a) Administrag¢do de insulina

A insulina (NPH, Humulin®, Eli Lilly and Company, Indiandpolis, EUA) foi
administrada por via subcutinea em 2 inje¢des didrias, numa dose total de 6U/dia, sendo 2U as 8
hs e 4U as 17 hs (FREITAS et al., 2005). Os animais diabéticos ndo tratados receberam salina
nas mesmas condi¢des.

b) Administra¢do do antagonista p-adrenérgico

O blogqueador B-adrenérgico utilizado foi o propranolol, antagonista dos receptores Bi- e
B,-adrenérgicos. O tratamento com cloridrato de DL-propranolol (P0884 - Sigma-Aldrich, Inc.,
St. Louis, USA) foi por via intraperitonial, 8 mg/kg de peso corporal, 2X ao dia (7 hs e 19 hs),
por 7 dias (KIMURA; MIYAMOTO; OHSHIKA, 1993). O propranolol foi diluido em solugdo
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acida (citrato de sédio pH = 3.0), por ser estavel em pH = 3.0, sendo decomposto rapidamente

em pH bdsico. Os animais ndo tratados receberam citrato de sodio nas mesmas condigdes.

Figura 1- Esquema do tratamento com insulina e/ou propranolol feito nos animais do estudo 2 (Wistar e

SHR diabéticos).
Nascimento
do Rato 3 meses 8°dia

E : | | | | ! | | i
I E | l | | I l | [

1°dia 7°dia !

HL e o )
Injecéode e Eutanasia
Aloxana Tratamento:

1més 2meses 4 meses
|
|

salinaou insulina
(8 e 17h) elou citrato
de sodio ou
propranolol (7 e 19h)

Fonte: Alves-Wagner (2012).

3.4 Coleta das amostras de sangue ¢ tecido

Os animais foram anestesiados (tiopental sdédico, 5 mg/100 g de peso corporal,
intraperitonial - Thiopentax®, Cristalia, Itapira, SP, Brasil) para retirada de amostras de sangue e
tecidos. O sangue, coletado da veia cava inferior, foi utilizado para andlise da concentragio de
glicose em sangue total (glicosimetro - Precision Q.LD., Medisense, Abbot Laboratory
Company, Bedford, Massachusetts, USA), dosagem de insulina plasmatica (radioimunoensaio -
Coat-a-Coat, Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, USA) e dosagem de dcidos graxos
no plasma (metodologia descrita posteriormente). Foi feita a dissecagdo das patas e os tecidos
musculares esqueléticos séleo e EDL foram excisados. Mantidas em freezer a - 75 °C, as
amostras foram utilizadas para analise do conteutdo de mRNA Sic2a4 e¢ Tnfa por Northern
Blotting e PCR, respectivamente, e do conteudo de proteina GLUT4 e receptores B,-adrenérgico
por Western Blotting.

Apbs a retirada dos tecidos os animais foram mortos com superdosagem do anestésico

(tiopental sédico - Thiopentax®, Cristalia, Ttapira, SP, Brasil).
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3.5 Quantificacio do mRNA Slc2a4

a) Preparagdo dos tecidos para o Northern Blotting

Os tecidos foram homogeneizados em TRIZOL Reagent® (LIFE TECHNOLOGIES —
GIBCO BRL, Gaithersburg, USA) e centrifugados. Ao sobrenadante foi adicionado cloroférmio,
e apds outra centrifugagdo, no qual obteve-se outro sobrenadante, adicionou-se isopropanol.
ApOs a centrifugago final o precipitado foi lavado com etanol 70%, e foi adicionada agua DEPC
(Dietil Pirocarbonato) para solubiliza¢do do precipitado final a 65 °C, e apos foi colocado em
gelo por 5 minutos.

b) Avaliagdo da concentragdo de RNA total

Foi retirado 1 pl da amostra e adicionados 79 pl de dgua DEPC para leitura em
espectrofotdmetro (Gene Quant, Amershan Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK) em 260
nm. Essa leitura permitiu o célculo da concentragdo de acido nucléico da amostra. Uma unidade
de densidade o6ptica (DO) corresponde a aproximadamente 40 pg/ml de fita simples e a relagdo
DO 260/DO 280, sempre > 1,65, permite estimar a pureza do acido nucléico da amostra.

c¢) Northern Blotting

A avalia¢iio do mRNA Scl2a4 foi feita através da técnica de Northern Blotting (DAVIS;
KUEHL; BATTEY, 1994), sumarizada a seguir:
e FEletroforese

Vinte pg de RNA total de musculo foram precipitados por centrifugacdo a vacuo.
“Running Buffer” 10X (MOPS 0,2 M, EDTA 10 mM, NaOAc 50 mM, pH 7.0); formaldeido e
formamida foram adicionados ao RNA total e incubados a 65 °C, e em seguida colocados em
gelo. Foram adicionados 2,5 pl de tampéo de aplica¢do (“loading buffer”: glicerol 30%; azul de
bromofenol 0,025% em agua DEPC) e 2 pl de brometo de etidio (diluido 1:20).

A eletroforese para separagdo do RNA total foi realizada sob corrente constante de 400
mA, 100 V, em gel analitico de agarose 1,3% (agarose 0,78 g, agua DEPC 43,8 ml, 6 ml
“Running Buffer” 10X, 10,2 ml formaldeido) durante aproximadamente 3 horas, em um sistema
de eletroforese horizontal submersa em “Running Buffer” 1X (TampZo de corrida).
e Transferéncia

As amostras foram transferidas para a membrana de nylon Hybond ®N (Amesham

Biosciences, Buckinghamshire, UK) através do método de transferéncia por capilaridade,



durante aproximadamente 18 horas. O RNA foi fixado a membrana através da radiagdo

ultravioleta 254 nm, por 3 minutos.
e Hibridacdo

Foram utilizados 25 ng de ¢cDNA do Slc2a4 e/ou pf-actina, 25 pCi de o**-P dCTP
(Redivue-Tip a->*P dCTP- Amersham Biosciences), e o kit Random Primers DNA Labeling
System (Invitrogen™ Life Technologies, Gaithersburg, USA) para obtengdo da sonda radioativa
utilizada na hibridagdo. A membrana foi pré-hibridada em 100 pg/ml de DNA de esperma de
salmfo desnaturado, durante 3 horas, a 60 °C. Apés, a membrana foi hibridada em solugio
tampdo de hibrida¢do (NaH,PO4.H,0 0,5 M; Na,HPO4.7H,0 0,5 M; SDS 10%; EDTA 0,5 M;
1% BSA) com a sonda radioativa, durante 20 horas a 60 °C.
o Autorradiografia e densitometria

A membrana de nylon foi exposta a filme (Kodak X-Omat LS, Kodak Company,
Rochester, NY) durante aproximadamente 4 dias, a - 70 °C. O filme foi revelado em solugéo
reveladora e refor¢adora GBX (Kodak Brasileira, Sdo Paulo, BR) e fixado em solugéo fixadora e
reforgcadora GBX (Kodak Brasileira, Sdo Paulo, BR).

A intensidade do “blots” foi avaliada por densitometria dptica, utilizando-se o “software”
Image master 1D (Pharmacia Biotech, Uppsala, SW).
e Normalizag¢do dos valores

Para correcdo das quantidades de RNA total aplicado na eletroforese, os valores em
unidades arbitrarias (UA) obtidos dos “blots” de mRNA do transportador foram normalizados
pelos respectivos valores de UA da p-actina.
o [Lxpressdo dos resultados

Os resultados foram expressos em unidades arbitrarias, a partir dos valores normalizados
pela B-actina, e considerando 100 o valor obtido em cada experimento para o controle W (estudo

1) ou WS (estudo 2).

3.6 Quantificacio do mRNA Trnfa

A reagdio de transcri¢dio reversa foi realizada a partir de 1 pg de RNA total, com primers

randdmicos e enzima Improm II (Promega, Madison, WI, EUA). A partir dos cDNAs obtidos,
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foram realizadas as curvas de ciclos de amplifica¢do para cada primer, com 8 pontos para cada
curva. Os experimentos foram realizados com um numero de ciclos abaixo do ponto de
saturacfio (platd), utilizando-se GoTaq Green Master Mix (Promega, Madison, WI, EUA). Para
0 gene estudado foi realizado, em paralelo, a amplificagdo de um gene constitutivo (Gapdh). Os
produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose-EtBr e visualizados
com iluminacdo UV. As imagens, adquiridas em equipamento de fotovideodocumentagio (UVP
Biolmagin System), foram submetidas a andlise densitométrica com o software Image Quant IT
(GE Healthcare Biosciences, Upsalla, Sweden). A expressio do gene alvo foi normalizada pela

expressdo do gene constitutivo.
O experiment foi realizado 2 vezes, para confirmagio do resultado final.
As sequéncias dos primers e condi¢des para amplificagdo encontram-se na tabela 1.

Tabela 1- Primers utilizados para quantificagdo da expressdo de mRNA de diferentes genes por PCR.

Tamanho
Primer Sequéncia (5’ — 3%) Tw (°C) Ciclos do produto
(bp)
Tnfa 35 (s6leo)
CGTCAGCCGATTTGCC 59 116
Forward AL 39 (EDL)
Tnfa 35 (soleo)
TGGGCTCATACCAGGGCTTGAG 59 116
Reverse 39 (EDL)
Gapdh ACATCATCCCTGCATCCACT 55,7 34 258
Forward
Gapdie GGGAGTTGCTGTTGAAGTCA 55,7 34 258
Reverse

Fonte: Alves-Wagner (2012).

3.7 Quantificacio da protei’na GLUT4 e receptor Bz-adrenérgico

a) Preparacdo dos tecidos para Western Blotting

As amostras foram centrifugadas em tampdo de homogeneizagdo (Tris HCl 10 mM;
EDTA 1,0 mM; sacarose 250 mM) numa propor¢do de 1:6 (peso:volume). O homogeneizado foi
submetido a uma centrifugagdo 1.000 g durante 10 minutos, e o sobrenadante gerado foi
submetido a uma ultracentrifugacdo (146.000 g durante 75 minutos). O pellet produzido foi

ressuspendido em tampdo de homogeneizagdo, e representa uma fragdo de proteinas de
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membranas celulares que contém o GLUT4 e o receptor Pr-adrenérgico totais (membrana
plasmatica + microssoma).

b) Determinagdo da concentragdo de proteinas

A concentragdo de proteinas totais nas amostras foi determinada pelo método de Lowry
(LOWRY etal., 1951), sumarizado a seguir:

Em 100 pl de amostra, foi acrescentado 1 ml de solugdo C (solugdo A: Na,CO3 189 mM;
NaOH 100 mM, Tartarato de Na e K 0,7 mM adicionada de solugédo B: CuSO4 . 5SH>O 16 mM,
numa propor¢do de 50 volumes de solugdo A: 1 volume de solugdo B). Apés 10 minutos de
incubacdo a 37 °C, adicionou-se a solugdo de Folin Coiceareau (75 pl). Apos 30 minutos de
incubacdo a 37 °C, a concentragio de proteina foi avaliada por leitura em espectrofotdmetro (750
nm), utilizando-se uma curva padrio de calibragio de albumina sérica bovina (BSA fracdo V) de
0,05 a 0,5 mg/ml. Os valores de concentra¢io proteica das amostras de fragdes de membrana
foram aferidos nesta curva de calibragéo.

c) Western blotting

Amostras de proteinas totais de membranas foram submetidas a Western blotting para a
quantificagdo das proteinas GLUT4 e receptor 3,-adrenérgico, que envolveu as seguintes etapas:
o “SDS-PAGE”

Foi utilizado o método desenvolvido por Laemmli e modificado por Garfin (GARFIN,
1990), que envolve um sistema descontinuo de dois géis contiguos: gel de empacotamento
(stacking gel) e gel de separacio (resolving gel) das amostras, que foram acrescidas de glicerol
15%: tris 0,05 M; Bromofenol Blue 0,05%; SDS 9%, com 6% de 2-mercaptoetanol 1:1, fervidas
por 5 minutos e colocadas em gelo até o uso.

A eletroforese foi realizada em tampdo Tris HCL 25 mM, glicina 190 mM, SDS 10%,
EDTA 2 mM com voltagem constante para o gel de empacotamento (75 V) e corrente constante
para o gel de separagéio (60 mA).

o Transferéncia Eletroforética

A transferéncia eletroforética para a membrana de nitrocelulose Hybond-ECL®
(Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK) foi realizada sob corrente constante de 40 mA,
por 16 horas a 4 °C, em tampdo de transferéncia (Tris HCL 0,25 M, Glycine 1,9 M, agua milliQ

e metanol).
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A qualidade da transferéncia e o controle interno foram verificados corando-se o gel com

azul brilhante de coomassie (TIMMONS: DUNBAR, 1990; TOWBIN; STAEHELIN;
GORDON, 1979).

®  “ECL- Enhanced Chemiluminescence”

Primeiramente foi feito o bloqueio inespecifico da membrana em leite desnatado (8%,
Molic0®-Nest1é) diluido em PBS 1X pH 7.2 [NaCl 0,8%; NazHPO4.(12H20) 0,115%; KCI
0,02%; KH,PO, 0,02%] por 1 hora, sob agitagfo constante.

Ap6s, incubou-se com anticorpo primério anti-GLUT-4 (07-1404 - Polyclonal antibody,
Millipore, Temecula - CA) (1:4000) em PBS 1X (BSA 8%) por 3 horas a 37 °C, sob agitacfo;
ou overnight a 4 °C, sob agitagdo constante, com o anticorpo B2-adrenérgico [SC569 - B2-AR
(H-20), Rabbit Polyclonal IgG, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz - CA] (1:500) em PBS
1X (BSA 1%).

Posteriormente, a membrana foj incubada com anticorpo secundério (NA934 -
Amersham ECL Anti-rabbit IgG, GE Healthcare, Uppsala — SE) conjugado com enzima
peroxidase-HRP (1:10000 e 1:5000, respectivamente para GLUT4 e para B,-AR) em PBS 1X +
0,1% Tween + 1% de leite desnatado por 1 hora, sob agitagdo a temperatura ambiente,

A reagdio da oxidagdo do luminol pela peroxidase tendo como substrato peréxido de
hidrogénio, foi visualizada por meio de quimioluminescéncia (ECL - enhanced
chemiluninescence) utilizando-se kit (ECL - Amersham Biosciences).

A membrana foi exposta a filme (Kodak X-Omat LS, Kodak Company, Rochester, NY),
por um tempo variavel de 1,5 a 5 minutos. Apos esse periodo o filme foi revelado e fixado com

solugdo reveladora e reforgadora GBX e solugdo fixadora e refor¢adora GBX (Kodak Brasileira,

S&o Paulo, BR), respectivamente.
® Densitometria éptica

A intensidade dos “blots” foi avaliada por densitometria 6ptica, utilizando-se o programa
(imID - Pharmacia Biotech, Uppsala, SW) e o resultado numérico foj expresso em unidades
arbitrarias (UA), total ou por grama de tecido, em relagdio a quantidade de proteina que foi

aplicada para a eletroforese, e considerando 100 o valor obtido em cada experimento para a
amostra de W (estudo 1) ou WS (estudo 2).



3.8 Determinaciio da concentraciio plasmatica de acidos graxos livres

A dosagem de acidos graxos livres foi feita pelo método de Chromy et al. (1977).

Em tubos de ensaio com tampa, foram pipetados 1 ml de tampdo fosfato (2 KH,PO,
0,033 M: 1 NaHPO4 0,033 M), 100 pl de plasma e/ou padrdo e 6 ml de solugdo extratora (CHM
— cloroformio: heptano [v/v] e 2% de metanol). Os tubos foram agitados vigorosamente por 10
minutos, € apos 15 minutos de repouso, centrifugados (377 g, 10 minutos). A parte superior do
liquido foi removida, por sucgfo, e transferiu-se 4 ml da fase inferior para outro tubo contendo 2
ml de Cobre-TEA (Cu(NO3) 0,05 M; TEA 0,1 M; NaOH 0,06 N; NaCl 8,3 M; pH 8,1), e agitou
por 20 minutos. Apos, o tubo foi centrifugado (377 g, 20 minutos) e transferiu-se 2 ml da fase
superior para tubo de leitura, acrescentando 0,5 ml de solugdo DPC (reativo de cor —
Difenilcarbazida, difenilcarbazona, etanol e TEA). Apos agitagdo em vortex foi realizada a
leitura em espectrofotdmetro a 550 nm. A quantificagfio da concentrag¢do foi feita com base em

uma curva padréo feita com acido palmitico.

3.9 Medida de pressio caudal

A pressio caudal foi medida em ratos acordados usando o pletismografo modelo LE 5001
PRESSURE METER (PANLAB — Technology for Bioresearch). Antes de medir a pressdo
inicial, os ratos foram submetidos, em 2 dias diferentes, ao sistema de aferi¢do de pressédo arterial
para adaptag¢fio. Para a obtengfo das medidas, os ratos foram aquecidos por 10 minutos (35 °C) e,
apos, foram medidos 10 valores de pressdo caudal a partir dos quais se obteve uma média, sendo
esse o valor usado como representativo de um animal. Aferiu-se a pressdo caudal antes a apds o

tratamento com propranolol.

3.10 Analise dos resultados

Os resultados foram analisados através de analise de varidncia ANOVA de uma via,
seguida pelo pos-teste de comparagio (Newman-Keuls); ou ANOVA de duas vias, seguida pelo
pés-teste de comparagdo (Bonferroni). Quando necessario foi feito o teste “t” para compara¢éo
de apenas dois grupos experimentais. Essas analises foram feitas com auxilio do programa

computacional GraphPad Prism®, v. 3,02 (GraphPad, USA).
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4 RESULTADOS

Estudo 1

Primeiramente fizemos um estudo para analisar a expressdo do GLUT4 nos animais
Wistar (W), Wistar diabético (WD), Wistar-Kyoto (K), Wistar-Kyoto diabético (KD), SHR (S) e
SHR diabético (SD). Este estudo foi feito para selecionarmos o melhor controle para o estudo 2.

A tabela 2 mostra o peso corporal e dos tecidos musculares soleo e EDL, no dia da
eutanasia (1 més de diabetes no grupo WD, KD e SD), glicemia e insulinemia (no hordrio da
cutanasia, ~ 9 hs), volume urindrio e glicostiria (24 horas antes da eutanasia). Os SHR e Wistar-
Kyoto apresentaram peso corporal menor que os animais Wistar. O diabetes causou uma queda
de peso nos grupos WD e KD, comparando com W e K, respectivamente, assim como causou
uma diminui¢fo no peso do tecido muscular esquelético EDL em WD. A glicemia foi maior nos
grupos diabéticos, tendo um aumento muito maior no grupo WD. A concentragio de insulina
plasmatica foi maior nos animais hipertensos quando comparado aos normotensos (Wistar e
Wistar-Kyoto) e os grupos diabéticos apresentaram menor insulinemia que os grupos ndo

diabéticos. O volume urinario e a glicostiria foram maiores em animais diabéticos do que nos

animais nfo diabéticos.
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4.1 mRNA Sic2a4

As figuras 2 e 3 mostram a quantidade de mRNA Slc2a4 presente no miisculo esquelético
soleo e EDL, respectivamente. No s6leo, os animais dos grupos K e S apresentaram um aumento
do mRNA (vs. W); e o diabetes, reduziu o conteado de mRNA em WD (vs. W) e SD (vs. S). No
EDL, o diabetes reduziu a expressdo de Slc2a4 apenas WD (vs. W); ainda, tanto S como SD

Figura 2- Expressdo do mRNA Slc2a4 no musculo esquelético séleo dos animais dos grupos Wistar (W),
Wistar diabético (WD), Wistar-Kyoto (K), Wistar-Kyoto diabético (KD), SHR (S), SHR
diabético (SD). Quantidade de mRNA em UA, unidades arbitrarias

Slc2a4 o

i
|
|
|
|
|
|
apresentaram maior contetido de S/c2a4 no EDL (vs. W e K diabéticos ou nio).
i
|
|
|
|
:

B-actina | gy 9 @ @ @ W

200 1
160 1 2 *

< 120 1
= 80
i

40 |+|

0 ; -
W WD K KD S SD

Valores sdo média £ EPM de 7 (W), 5 (WD) a 6 (K, KD, S e SD) animais por grupo. ###P<0.001 vs.
demais grupos, ¥*P<0,05 vs. W, °P<0,05 vs. S. One way ANOVA, pds teste Newman-Keuls.
Fonte: Alves-Wagner (2012).
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Figura 3- Expressio do mRNA S/c2a4 no misculo esquelético EDL dos animais dos grupos Wistar (W),
Wistar diabético (WD), Wistar-Kyoto (K), Wistar-Kyoto diabético (KD), SHR (S), SHR
diabético (SD). Quantidade de mRNA em UA, unidades arbitrarias

Slc2ad | - e
B-actina | S0 9 @ Q @ o

200 1 *
160 - FIJ: 00
< 120 -
il
40 - -
gt LA L )
W WD K KD S SD

Valores sdo média + EPM de 7 (W), 5(WD) a6 (K,KD, S e SD) animais por grupo. ##P<0.01 vs.

demais grupos, *P<0,05 vs. W, +P<0,05 vs. K, 00P<0,01 vs. KD. One way ANOVA, pés teste Newman-
Keuls.

Fonte: Alves-Wagner (2012).

4.2 Proteina GLUT4

As figuras 4 e 5 mostram a quantidade de proteina GLUT4 total no tecido muscular
esquelético séleo e EDL, respectivamente. O diabetes reduziu o conteudo de proteina tanto no

soleo quanto no EDL dos animais do grupo WD, e apenas no EDL de animais hipertensos (SD
vs. Se KD).
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Figura 4- Expressdo da proteina GLUT4 total no musculo esquelético sdleo dos animais dos grupos
Wistar (W), Wistar diabético (WD), Wistar-Kyoto (K), Wistar-Kyoto diabético (KD), SHR
(S), SHR diabético (SD). Quantidade de proteina em UA, unidades arbitrarias. Controle
interno refere-se a faixa de 40-60 kDa do gel corado pos transferéncia com azul brilhante de
coomassie.

Controle
interno
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3000 -
2000 A #

GLUT4 total

1000 1

0 L) L) L] | ¥ L}
w wb K KD S SD

Valores sdo média + EPM de 7 (W) e 5 (WD, K, KD, S e SD) animais por grupo. #P<0,05 vs. demais
grupos. One way ANOVA, pos teste Newman-Keuls.
Fonte: Alves-Wagner (2012).
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Figura 5: Ex.presséo da proteina GLUT4 total no musculo esquelético EDL dos animais dos grupos
Wistar (W), Wistar diabético (WD), Wistar-Kyoto (K), Wistar-Kyoto diabético (KD), SHR
(S), SHR diabético (SD). Quantidade de proteina em UA, unidades arbitrrias. Controle

interno refere-se a faixa de 40-60 kDa do gel corado pés transferéncia com azul brilhante de
coomassie.

GLUT4 |Sas T E R m

Controle
interno

4000 -
30004 [ - g
OO

2000 -
1000 5
0 &3]

1 T T L} ¥ 1

W Wb kK Kb 8 8B

GLUT4 total

Valores sdo média + EPM de 6 (W)e5 (WD, K, KD, S e SD) animais por grupo. ##P<0,001 vs. demais

grupos; °°P<0,001 vs. S; 00P<0,01 vs. KD. One way ANOVA, pds teste Newman-Keuls.
Fonte: Alves-Wagner (201 2).

Com base na resposta diferenciada dos animais Wistar-Kyoto diabéticos, que nio
reduziram a expressio de Slc2a4/GLUT4 conforme extensivamente demonstrado na literatura,

passamos a utilizar ratos diabéticos normotensos Wistar como controle dos diabéticos SHR,

tratados ou ndo com insulina e/ou propranolol por 7 dias.
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Estudo 2

4.3 Peso corporal, volume urindrio e glicostria

A tabela 3 mostra o peso corporal, volume urindrio e glicosuria antes (inicial) e apods o
tratamento de 7 dias (final) dos animais normotensos e hipertensos tratados com salina, insulina,
propranolol e propranolol+insulina.

Os animais diabéticos, normotensos e hipertensos, tratados com insulina (na presen¢a ou
auséncia do propranolol) tiveram um aumento significativo do peso corporal e uma diminui¢io
significativa do volume urinario e da glicostiria em relagdo aos valores iniciais (antes do

tratamento). O tratamento com propranolol nfo alterou esses fatores analisados.
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4.4 Glicemia

A glicemia foi medida em sangue obtido da veia cava inferior na hora da eutanasia. Os
animais diabéticos, normotensos e hipertensos, tratados com insulina, na auséncia e na presenga

de propranolol, tiveram uma redugéo significativa na glicemia (vs. WS e SS, respectivamente).

Figura 6- Glicemia dos animais dos grupos Wistar diabéticos tratados com salina (WS), insulina (WI),
propranolol (WP) e propranolol + insulina (WPI) e SHR diabéticos tratados com salina (SS),
insulina (SI), propranolol (SP) e propranolol + insulina (SPI)

5 400f[| = o
(®)] | *3%%
= 300

WS WI WP WPl SS SI SP SPI

Valores sio média + EPM de 7-10 animais por grupo. **P<0,01, ***P<0,001 vs. WS; 0P<0,05,
000P<0,001 vs. SS.

Linhagem: P<0,05; tratamento: P<0,0001 e interagdo: P<0,01. Two way ANOVA, pés teste Bonferroni.
Fonte: Alves-Wagner (2012).

4.5 Insulinemia

A concentragdo de insulina plasmatica dos animais diabéticos tratados com insulina (na
presenga ou auséncia do propranolol) aumentou significativamente, tanto nos normotensos
quanto nos hipertensos, conforme esperado.

Destaca-se que, comparando-se apenas animais ndo tratados com insulina (ANOVA de
uma via, poés teste Newman-Keuls), observou-se que os animais hipertensos tiveram maior
concentragdo de insulina que os animais normotensos (WS e WP) (P<0,01). Adicionalmente,
observou-se que o tratamento com propranolol nos hipertensos aumentou ainda mais a
concentra¢do plasmatica de insulina (SS vs. SP, P<(0,01). Estas comparag¢des ndo sdo mostrada

na figura 7.
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Figura 7: Concentra¢do de insulina plasmatica dos animais dos grupos Wistar diabéticos tratados com
salina (WS), insulina (WI), propranolol (WP) e propranolol + insulina (WPI) e SHR diabéticos
tratados com salina (SS), insulina (SI), propranolol (SP) e propranolol + insulina (SPI)
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S 40
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Valores sdo média + EPM de 4-8 animais por grupo. ***P<(,001 vs. WS; 0P<0,05, 00P<0,01 vs. SS.

Tratamento: P<0,0001. Two way ANOVA, pos teste Bonferroni.
Fonte: Alves-Wagner (2012).

4.6 Acidos graxos livres (AGL)

A concentragdo de AGL foi avaliada do plasma de sangue obtido no momento da
eutanasia. Os animais normotensos e hipertensos tratados com insulina (na presenga ou auséncia
de propranolol) tiveram um aumento na concentragdo de AGL comparados aos animais tratados
com salina. Analisando os grupos SS e SP por teste “t”, observou-se redugdo na concentragio de

AGL nos animais tratados com propranolol (P=0.0127), comparago niio mostrada na figura 8.



Figura 8- Concentracdo de 4cidos graxos livres dos animais dos grupos Wistar diabéticos tratados com
salina (WS), insulina (WI), propranolol (WP) e propranolol + insulina (WPI) e SHR diabéticos
tratados com salina (SS), insulina (SI), propranolol (SP) e propranolol + insulina (SPI)
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Valores sdo média + EPM de 4-6 animais por grupo. **P<0,01 vs. WS; 00P<0,01 vs. SS.

| Linhagem: P<0,05; tratamento: P<0,0001. Two way ANOVA, po6s teste Bonferroni.
| Fonte: Alves-Wagner (2012).

4.7 Pressio caudal

A figura 9 mostra a medida da pressdo caudal obtida antes e apos o tratamento com
propranolol por 7 dias, somente nos animais dos grupos Wistar diabético (WP) e SHR (SP)
diabético. O tratamento com propranolol reduziu a pressdo caudal nos animais hipertensos, néo

alterando a pressdo dos animais normotensos.



Figura 9- Pressdo caudal obtida dos animais dos grupos Wistar diabéticos antes (W) e apGs o tratamento

com propranolol, por 7 dias (WP) e SHR diabéticos antes (S) € apos o tratamento com
propranolol, por 7 dias (SP).
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Valores sdo média + EPM de 13 (W), 6 (WP), 7 (S) e 5 (SP) animais por grupo. ***P<0,001 vs. W e WP:
000P<0,001 vs. S. One way ANOVA, poés teste Newman-Keuls.
Fonte: Alves-Wagner (2012).
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4.8 mRNA Sl/c2a4

No soleo (Fig. 10A), o tratamento com insulina, com ou sem propranolol, aumentou o
contetdo de Slc2a4 nos animais normotensos e hipertensos (vs. WS e S8, respectivamente).

Analisando os grupos WS ¢ WP por teste “t”, foi possivel ver uma reducéo na expressio
do mRNA dos animais tratados com propranolol (P=0,006). Além destes grupos, também
comparamos (teste “t”) os grupos SI e SPI quando observamos aumento na expressio do mRNA
nos SPI (P=0,0004). Estas comparacdes ndio foram mostradas na figura 10A.

Diferentemente, no EDL, o tratamento com insulina reduziu e o tratamento com
propranolol aumentou 0 mRNA Slc2a4 em ambas as linhagens (vs. grupo injetado somente com
salina). Quando o tratamento foi associado (propranolol+insulina) o efeito da insulina (reduzir o

mRNA) foi abolido (Fig. 10B).

Deve-se destacar que os animais hipertensos mostraram maior expressdo do Slc2a4 que

0s respectivos animais normotensos, tanto no séleo quanto no EDL.



Figura 10- Expressio do mRNA

Wistar diabéticos tratados com salina (WS), insulina (WI), propranolol (WP) e propranolol +

insulina (WPI) e SHR diabéticos tratados com salina (SS), insulina (SI), propranolol (SP) e
propranolol + insulina (SPT)
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Valores sio média + EPM de 5-8 animais por grupo.*P<0,05, ***¥P<0,001 vs. WS; 0P<0,05, 000P<0,001

vs. SS.

Interacdo: P<0,001 (A), P<0,05 (B); linhagem e tratamento: P<0,0001 (A e B). Two way ANOVA, pos
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4.9 Proteina GLUT4

No musculo séleo a insulina aumentou significativamente a proteina GLUT4 nos animais
normotensos (vs. WS), associada ou ndo ao propranolol. Enquanto que nos animais hipertensos o
tratamento com propranolol gerou esse aumento (vs. SS), independentemente da insulina (Fig.
11A).

No musculo EDL a expressdo de GLUT4 aumentou nos animais normotensos tratados
com propranolol+insulina (vs. WS), ndo ocorrendo esse aumento quando tratados isoladamente.
Nos animais hipertensos, o propranolol aumentou a expressdo de proteina GLUT4 quando
comparado ao grupo tratado somente com salina (SS). Deve-se destacar que neste tecido os

animais hipertensos tiveram maior expressdo de proteina GLUT4 que os animais normotensos.
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Figura 11- Expresséo de GLUT4/g de tecido nos musculos esqueléticos soleo (A) e EDL (B) dos animais
dos grupos Wistar diabéticos tratados com salina (WS), insulina (WI), propranolol (WP) e
propranolol + insulina (WPI) e SHR diabéticos tratados com salina (SS), insulina (SD),

propranolol (SP) e propranolol + insulina (SPI). Controle interno refere-se a faixa de 40-60
kDa do gel corado pés transferéncia com azul brilhante de coomassie.
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ANOVA, p6s teste Bonferroni.

Fonte: Alves-Wagner (2012).



4.10 mRNA Tnfa

No séleo o tratamento com propranolol, tanto s6 quanto associado a insulina, reduziu a
expressdo do mRNA Thrfa, nos animais hipertensos diabéticos (vs. SS) (Fig. 12A).

Ja no EDL, ndo houve diferenca significativa entre os grupos (Fig. 12B). Porém,
comparando os animais WS e WPI, teste “t”, verificou-se que os animais do grupo WPI

apresentaram menor expressdo de Tnfa (P<0,05), comparagdo ndo mostrada na figura 12B.
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Figura 12- Expressio relativa de 7; nfa/Gapdh em musculos esqueléticos soleo (A) e EDL (B) dos animais
dos grupos Wistar diabéticos tratados com salina (WS), insulina (WI), propranolol (WP) e
propranolol + insulina (WPI) e SHR diabéticos tratados com salina (SS), insulina (SI),
propranolol (SP) e propranolol + insulina (SPI).
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4.11 Receptores B,-adrenérgicos

A expressdo dos receptores Po-adrenérgicos foi maior em animais hipertensos que
normotensos (P<0,01), no musculo esquelético soleo (Fig. 13A). Neste mesmo tecido, os animais
normotensos tratados com propranolol+insulina tiveram uma redugdo na quantidade de
receptores quando comparados aos animais tratados somente com propranolol (WP vs. WPI).
Quando analisado por teste “t” (WS vs. WP) os animais do grupo WP tiveram um aumento no
numero de receptores (P=0,0123), comparagéo ndo mostrada na figura 13A.

Nao houve alteragdo, tanto entre as linhagens quanto nos tratamentos, no musculo

esquelético EDL (Fig. 13B).
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Figura 13- Expressio de receptores B,-adrenérgico em musculos esqueléticos séleo (A) € EDL (B) dos
animais dos grupos Wistar diabéticos tratados com salina (WS), insulina (WI), propranolol
(WP) e propranolol + insulina (WPI) e SHR diabéticos tratados com salina (SS), insulina
(SI), propranolol (SP) e propranolol + insulina (SPI). Controle interno refere-se a faixa de 40-
60 kDa do gel corado pos transferéncia com azul brilhante de coomassie.
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5 DISCUSSAO

A resisténcia a insulina estd associada a inimeras doencas cronicas como diabetes,
obesidade e hipertensdo arterial. Estudos que possam identificar mecanismos relacionados a
alteracdes na acfio ¢ na sensibilidade a insulina nos tecidos periféricos sdo de extrema
importincia para a prevengdo e tratamento dessas doengas.

Neste trabalho usamos o modelo de diabetes induzido por aloxana. A aloxana
primeiramente inibe a glicoquinase (resposta rapida); e posteriormente induz a formagdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), resultando na necrose seletiva de células beta pancredticas
(resposta mais lenta). Este modelo € importante para o entendimento dos mecanismos pelos quais
ROS medeia a morte das células beta pancreaticas, que ocorre no diabetes tipo 1 e 2 (LENZEN,
2008). Este modelo representa um quadro de diabetes insulino privo, embora os animais
apresentem uma secrecéo residual de insulina. Entretanto, esta secregfio de insulina ¢ insuficiente
para promover o ganho de peso natural (veja evolugio ponderal de animais Wistar na Tabela 1),
embora seja capaz de impedir o desenvolvimento de um quadro cetético com acidose metabdlica.
Portanto, este modelo também pode representar um diabetes tipo 2 que necessite de insulina para

alcangar o controle glicémico.

Estudo 1

O primeiro estudo nos permitiu identificar diferengas na expressdo do Slc2a4 ¢ do
GLUT4 nos animais Wistar, Wistar diabético, Wistar-Kyoto, Wistar-Kyoto diabético, SHR e
SHR diabético apos 1 més de evolugdo do diabetes. Este estudo foi realizado com base nas
controvérsias sobre qual o melhor controle (Wistar ou Wistar-Kyoto) para animais SHR, um dos
focos do presente estudo.

Estudos anteriores mostraram que os ratos Wistar-Kyoto possuem intolerdncia a glicose
decorrente de resisténcia a insulina (KATAYAMA et al., 1997). De fato, prejuizo na atividade da
via de sinaliza¢io da insulina também ja foi demonstrado em ratos Wistar-Kyoto (KATAYAMA
et al., 1997). Nossos resultados indicam que, em animais Wistar-Kyoto o efeito classico de
redugdo do Slc2a4/GLUT4 pelo diabetes (BERGER et al., 1989; OKAMOTO et al., 2011;
SIVITZ et al., 1989) ndo foi observado no EDL, e no séleo até aumentou 0 mRNA Slc2a4.

Assim escolhemos ratos Wistar como controle do SHR ja que ratos Wistar-Kyoto apresentam
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resisténcia a insulina (KATAYAMA et al., 1997) e alteragdes paradoxais na expressdo génica do
Slc2a4/GLUT4 quando diabéticos. A justificativa de que Wistar-Kyoto € geneticamente
semelhante ao SHR, e por isto deveria ser seu controle nio se aplica no presente estudo, que visa
contribuir para a fisiopatologia do diabetes, a qual sofre importante modulagdo de fatores
genéticos distintamente expressos na populacéo.

Além de nosso trabalho ter utilizado o Wistar como controle do SHR, outros trabalhos
defendem essa comparagéo (Wistar ¢ SHR), j4 que quando comparados a ratos Wistar, os ratos
Wistar-Kyoto possuem alteragdes tanto no sistema cardiovascular (AIELLO et al., 2004), quanto
na homeostase glicémica (KATAYAMA et al., 1997).

O SHR ¢ um animal que apresenta resisténcia a insulina, ja tendo sido descrito: menor
captacdo de glicose pelo adipocito (REAVEN et al., 1989), menor fosforilagdo em tirosina no
receptor de insulina (IR) e no substrato do receptor de insulina (IRS1) em miisculo (ZECCHIN et
al., 2003), menor translocacio do GLUT4 no tecido adiposo (CHIAPPE DE CINGOLANTI;
CALDIZ, 2004) e maior acumulo lipidico em figado e musculo (RODRIGUEZ et al., 2008).
Nossos resultados mostram que a resisténcia a insulina de SHR, embora néo seja suficiente para
alterar a glicemia basal, ¢ capaz de induzir significativa hiperinsulinemia, um potente marcador
de resisténcia a insulina.

Os ratos hipertensos (SHR) mostraram maior expressdo do mRNA Slc2a4 no séleo e no
EDL, o que ndo se refletiu na proteina GLUT4. Resultados semelhantes (aumento do mRNA sem
alteracdio da proteina) ja foram observados por Katayama et al. (KATAYAMA et al., 1997).
Estes dados indicam a ocorréncia de alteragdes pos-transcricionais, que impedem uma regulaciio
paralela entre mRNA e proteina GLUTA4, e sugerem que, reduciio da proteina GLUT4 ndo esteja
participando da resisténcia a insulina, pelo menos nesta fase de desenvolvimento.

O diabetes, conforme ja foi descrito (MORA; PESSIN, 2000), reduz a expressdo do
Slc2a4 e da proteina GLUT4 nos animais normotensos Wistar, tanto no musculo séleo quanto no
EDL. Em relagdo & proteina GLUT4, ja foi demonstrado que o efeito do diabetes esta
relacionado & hiperglicemia per se (glicotoxicidade), ja que redugfio desta hiperglicemia com
florizina € capaz de restaurar o conteudo do GLUT4 e/ou a captagiio de glicose no diabetes
(DIMITRAKOUDIS et al., 1992; NAPOLIL; HIRSHMAN; HORTON, 1995).

No presente estudo, em SHR, embora o diabetes tenha reduzido a quantidade do mRNA

Slc2a4, no houve redugdo na proteina GLUT4 em musculo oxidativo (séleo), o que deve evitar
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um prejuizo maior na homeostasia glicémica desses animais. Diferentemente, no EDL de SHR
diabéticos, a expressdo do mRNA Slc2a4 ndo alterou (vs. S), mas houve uma reducfo da
proteina GLUT4, que ainda permaneceu maior do que o observado no grupo WD. Estas
variagdes discrepantes entre mRNA e proteina indicam a ocorréncia de regulagdo pos-
transcricional, o que ¢ frequentemente observado neste gene. Nosso grupo ja observou
discrepancias entre mRNA e proteina (Slc2a4/GLUT4) em gastrocnémio de ratos obesos
resistentes a insulina (SERAPHIM et al., 2007) e em soleo e EDL de ratos jejuados (ALVES-
WAGNER et al., 2009), e em ambas as situa¢des foi demonstrada a ocorréncia de alteragdes no
tamanho da cauda poli(A) dos mRNAs, explicando alteragfo na eficiéncia de tradugfo. Como
alteragio de tamanho de cauda poli(A) reflete-se em alteragdo do tamanho do transcrito, e
consequentemente da migracio do transcrito na eletroforese, a técnica de Northern blotting é
capaz de indicar essas alteragdes, e por isso foi escolhida no presente estudo.

Sabe-se que humanos portadores de diabetes podem desenvolver neuropatia autonémica,
reduzindo o tonus simpatico em varios territérios do organismo (FERRARI; WEIDMANN,
1990; SCARPINI et al., 1993; VINIK et al., 2003). Em ratos, ja foi demonstrado que o diabetes
reduz o tOonus simpatico no musculo cardiaco, tecido adiposo marrom e pancreas (YOSHIDA et
al., 1985) e na glandula salivar de animais normotensos e hipertensos (SABINO-SILVA et al.,
2010). Portanto, € possivel que a diminui¢do da atividade simpatica gerada pelo diabetes possa
estar envolvida na redugdo da expressdo do Slc2a4 e GLUT4, principalmente em situagdes de

hiperatividade simpatica, como observado em soleo e EDL, respectivamente, de SHR.

Estudo 2

No segundo estudo, buscamos demonstrar a participagdo da atividade simpatica f-
adrenérgica na regulagio da expressdo do Slc2a4 e GLUT4, utilizando a ferramenta de bloqueio
do sistema com propranolol.

Os animais diabéticos (W e SHR), quando tratados com insulina (7 dias), aumentaram
significativamente o peso corporal, pois a insulina ¢ um potente anabolizante, estimulando a
sintese de glicogénio, proteina ¢ gordura, o que se reflete em ganho de peso. Alguns autores
demonstraram que este efeito da insulina €, sobretudo, marcante sobre o tecido adiposo
epididimal, retroperitonial e subcutdneo, aumentando o peso dos ratos tratados (SALANS;

ZARNOWSKI; SEGAL, 1972).



Em relagdo ao controle metaboélico, conforme esperado, o tratamento com insulina

diminuiu significativamente a glicemia dos animais diabéticos (W e SHR), embora nzo tenha
normalizado, e isto se refletiu em diminui¢fo da glicostiria. Vale ressaltar que a dltima dose de
insulina foi injetada as 17 horas do dia anterior, ou seja, no dia da eutanasia os animais nio
receberam injegdio, por isso as glicemias devem estar mais altas do que o normalmente observado

durante o tratamento. Entretanto, conforme desejado, a insulinoterapia induziu uma importante

melhora no quadro diabético.

E importante comentar que a glicosria observada nos animais diabéticos ndo tratados foi
significativamente menor nos animais SHR (P<0,01 vs. Wistar) (comparaciio nio mostrada na
Tabela 3). Este dado poderia, a principio, ser interpretado como se o grau de diabetes fosse
bastante distinto entre as duas linhagens. Entretanto, destaca-se que, pareados pela idade, os
animais SHR apresentam clarg reducdio na massa corporal, de forma que, se a glicostiria (o
mesmo vale para o volume urinario) for analisada relativamente ao peso corporal, o valor
encontrado € semelhante em Wistar e SHR, ~ 70 mg de glicose em 24 horas por 100 g de peso
corporal (dado nio mostrado). Os valores de glicemia confirmaram grau de diabetes semelhante

entre Wistar e SHR ndo tratados,

O tratamento com insulina também foi capaz de aumentar os niveis de acidos graxos
livres (AGL) em todas as condi¢des experimentais. O aumento de AGL tem sido regularmente
associado, entre outras situagdes, & condigio de resisténcia a insulina (SAMUEL.: PETERSEN;
SHULMAN, 2010) ou de importante deficiéncia de insulina (SZTALRYD; KRAEMER, 1995).
No presente estudo, o aparente paradoxal aumento de AGL em resposta a insulinoterapia pode
decorrer do fato de os diabéticos terem esgotado massa adiposa ao ponto de terem restrita sua
capacidade lipolitica; ou ainda do fato de o tratamento com insulina induzindo hiperinsulinemia,
ter causado resisténcia 3 insulina, conforme recentemente demonstrado (OKAMOTO et al.,
2011). Além disso, estudos in vitro mostraram que células adiposas, tratadas com insulina,
desenvolvem uma super sensibilizagdo adrenérgica, aumentando a produgdo de AMPe, devido a
uma inibigdo da internalizacdo dos receptores  Br-adrenérgicos (HUPFELD:; DALLES;
OLEFSKY, 2003). Assim, seria possivel que nos animais tratados com insulina o aumento de
AMPc ativaria a PKA, que no tecido adiposo fosforila ¢ ativa a lipase horménio sensivel,

ativando a lipélise, e elevando a concentracio plasmatica de AGL.



Nos animais hipertensos diabéticos tratados com propranolol, foi encontrada uma

redugdio na concentracio de AGL (comparagdo ndo mostrada na figura 8). Conforme ji
comentado acima, a atividade adrenérgica estimula lipolise (STRALFORS; BJORGELL:
BELFRAGE, 1984), aumentando AGL plasmiticos, e, portanto, era esperado que o bloqueio
com propranolol reduzisse dcidos graxos livres, o que parece ter sido mais evidente em animais
hipertensos, talvez por sua alta atividade simpdtica.

O tratamento com propranolol no alterou a pressdo arterial de ratos Wistar, porém, como
esperado, reduziu nos animais hipertensos (TAKEDA et al., 1979; TAKEDA; BUNAG, 1980),
mostrando que o tratamento foi eficiente. Sabe-se que o bloqueio B-adrenérgico diminui a
pressdo em humanos e em animais hipertensos, por causar queda do débito cardiaco e perda de
sodio e 4gua pelo tabulo renal (SMITS; STRUYKER-BOUDIER, 1982). J4 foi demonstrado que
0 aumento da pressdo em resposta a adrenalina e angiotensina II é reduzido em SHR tratados
com propranolol (KUBOTA; YAMADA, 1984). Além disso, a literatura indica que o
propranolol reduz a sintese de noradrenalina (ELAYAN; KENNEDY:; ZIEGLER, 1992),
reduzindo o ténus simpético. Portanto, pelo descrito acima, compreende-se que os animais
tratados com propranolol tiveram uma redugdo na atividade B-adrenérgica.

No séleo, 0 mRNA Slc2a4 aumentou nos animais diabéticos tratados com insulina, tanto
€m normotensos como hipertensos. O resultado em animais Wistar esta de acordo com o descrito
na literatura, mostrando que o tratamento de ratos diabéticos com insulina aumenta o GLUT4 em
soleo e musculo cardiaco (RICHARDSON et al.,1991), assim como em tecido adiposo (SIVITZ
et al., 1992). Em animais SHR diabéticos, que ja mostravam mRNA S/c2a4 aumentado (em
relacdio a Wistar diabético), o tratamento com insulina foi capaz de induzir um aumento adicional
neste mRNA.

No soleo, o propranolol causou diminui¢io na expressdo de Slc2a4 nos animais
diabéticos normotensos (comparacdo nfo mostrada na figura 10A). Esta regulacio ja foi descrita
em soleo de animais normotensos nfo diabéticos (ALVES-WAGNER et al., 2009), e reforca a
importéncia do sistema B-adrenérgico em manter a expressdo do Slc2a4 no musculo esquelético.
Porém, o propranolol ndo alterou o Slc2a4 no séleo de SHR diabético. A auséneia de efeito do
propranolol na expressdo do transportador em SHR diabético pode estar relacionada ao fato de

que: 1) estes animais apresentam hiperatividade simpatica, de forma que mesmo tratados com



propranolol, a atividade p-adrenérgica permanece maior que a de ratos Wistar-diabéticos; e 2)

outros componentes do sistema Nervoso simpatico permaneceram hiperativos.

O tratamento associado de propranolol e insulina reverteu o efeito do propranolol em
sOleo de normotensos diabéticos, indicando um efeito preponderante da insulina. Curiosamente,
em SHR, a associagdio propranolol/insulina proporcionou expressio de mRNA Sic2a4 até mais
elevados do que os observados em hipertensos diabéticos tratados apenas com insulina,
contrariando o efeito inibidor do propranolol claramente observado em animais normotensos. J4
foi documentado que a insulina aumenta a atividade simpatica (FERRARI: WEIDMANN, 1990),
portanto a insulina pode ter gerado um aumento da atividade simpética que superou o efeito do
bloqueio com propranolol, preponderando o estimulo adrenérgico.

No EDL, de uma forma geral, as alteragdes do mRNA Slc2a4 mostraram um padrio
inverso ao observado em soleo. Tanto em normotensos como em hipertensos, a insulina diminuju
enquanto o propranolol, isoladamente, aumentou o mRNA Slc2a4. Em relagio ao efeito da
insulina em animais diabéticos, menor efeito da insulina no musculo esquelético branco,
comparado ao tecido adiposo e ao séleo, ja foi descrito (RICHARDSON et al., 1991), indicando
a presenca de uma regulacio tecido especifica. Em relagdio ao propranolol, esse aumento do
Sle2a4 ¢ diferente do descrito em muisculo EDL de ratos submetidos ao bloqueio com
propranolol durante o jejum, quando se observou redugiio (ALVES-WAGNER et al., 2009).
Estas diferengas podem se relacionar & presenga do diabetes. A associagdo propranolol/insulina
induziu efeitos intermediarios aos observados separadamente em cada condigdo experimental.

O tratamento com insulina aumentou os niveis de 4cidos graxos livres, provavelmente
gerando um acumulo de lipidios e seus intermedidrios no musculo esquelético (SHULMAN,
2000), o que poderia ativar NFxB (ZHANG et al., 2010), reduzindo a expressdo de Slc2a4
(SILVA et al., 2005). Como o miusculo glicolitico possui menor capacidade de oxidar acidos
graxos (WATRAS, 2004), é possivel que o acimulo lipidico tenha sido maior no musculo EDL,
€ assim o efeito da insulina seria repressor. Além disso, o uso de propranolol pode ter reduzido o
fluxo sanguineo no musculo esquelético, por reduzir o efeito vasodilatador dos receptores -
adrenérgicos (HAGSTROM-TOFT et al., 1998), podendo ter gerado uma hipéxia muscular,
estimulando HIF1-a (hypoxia inducible Jactor I-a), descrito como ativador da transcricdo do
GLUT4 (SILVA et al., 2005), aumentando entdio a expressdo do Slc2a4. Como o musculo

glicolitico possui menor densidade de capilares (LEVY, 2004), é possivel que a redugéio do fluxo



sanguineo tenha sido maior nele do que em musculo oxidativo. Isso explicaria as respostas

opostas encontradas no EDL.

Ainda, observou-se tanto em séleo como em EDL, que os animais hipertensos diabéticos
tiveram maior expressdo de Slc2a4. Estes resultados refor¢am a ideia de que o sistema nervoso
simpatico esteja estimulando a expressdo deste gene, ji que nesta idade estudada (~ 16 semanas)
ja foi demonstrado um importante aumento da atividade atividade simpatica em musculo
esquelético (CABASSI et al., 2001), apesar do efeito paradoxal observado com o propranolol no
EDL.

Concluidas as analises da regulacfio da expressio do gene (andlise do conteddo do
mRNA Slc2a4), passamos a avaliar a expressdo da proteina GLUT4, que nem sempre varia
estequiometricamente de acordo com 0 mRNA.

No miusculo oxidativo soleo, a expressdo de GLUT4 foi estimulada pela insulina nos
animais normotensos, de acordo com o observado no mRNA. Aumento da expressdo do GLUT4
total em tecido adiposo e muscular de ratos diabéticos tratados com insulina ja foi relatado na
literatura (OKAMOTO et al., 2011; SIVITZ et al., 1992). O propranolol aumentou a proteina
GLUT4 somente nos animais hipertensos, isoladamente ou em associa¢do com a insulina, o que
corresponde apenas parcialmente ao observado no mRNA. Neste sentido, j4 foi demonstrado que
o bloqueio P-adrenérgico com propranolol previniu parcialmente a reducio da captagdo
periférica de glicose induzida pelo TNFa (LANG, 1993), diminuindo a resisténcia a insulina
(DEIBERT; DEFRONZO, 1980; LANG, 1993). Além disso, a literatura indica que a adrenalina
estimula a transcrigéio e tradugfio de Tnfa em musculo esquelético de ratos em condigdes basais
(LANG; NYSTROM; FROST, 2008).

Esta bem demonstrado que o Tnfa diminui a expressdo do GLUT4 em células adiposas
(STEPHENS; PEKALA, 1991), assim como a sinalizagfio da insulina em tecido muscular de
humanos (PLOMGAARD et al., 2005), sendo o mesmo expresso em musculo esquelético e
cardiaco de humanos e ratos ¢ em cultura de células musculares, e tendo sua expressdo
aumentada em individuos diabéticos e com resisténcia a insulina (SAGHIZADEH et al., 1996).
Portanto, o Tnfa parece ser um importante mediador das altera¢des de Slc2a4/GLUT4 induzidas
pelo diabetes.

Ja foi descrito que no diabetes observa-se alta expressdo de Tnfa (SAGHIZADEH et al.,

1996). Adicionalmente, a atividade P-adrenérgica estimula a expressdo do Tnfa (LANG;



NYSTROM; FROST, 2008). O Tnfa, além de inibir a expressdo génica do Slc2a4, estimula a

degradagdo de proteinas totais em célula muscular (LI et al., 1998), o que pode induzir
diminui¢&o da proteina GLUT4 independentemente da regulagdo do mRNA Sic2a4. No presente
estudo, no soleo, observou-se alta expressdo de Tnfa em todos os grupos, exceto SP e SPL. Nos
grupos SP ¢ SPL, o Trfa foi reduzido, e isto pode ter contribuido para que a proteina aumentasse
paralelamente ao aumento do mRNA (quando comparados aos respectivos controles). Nos
grupos SS e SI, a proteina ndo aumentou (conforme o mRNA), o que pode estar relacionado 4
alta concentrag@o local de Tnfa.

No musculo glicolitico, a variagdo da proteina GLUT4 seguiu o padrio geral do
observado no mRNA. Destaca-se a observagio de que os animais hipertensos tratados ou n#o
com insulina ou propranolol tiveram maior conteudo de GLUT4, reforgando a ideia de que a
atividade B-adrenérgica seja estimuladora da expressio do Slc2a4/GLUT4. J4 foi demonstrado
que a adrenalina per se induz a translocagdo do GLUT4, aumentando a captagéio de glicose em
musculo esquelético (HAN; BONEN, 1998). Em conjunto com a presente observagdo de que alta
atividade simpdtica aumenta o contetido celular total de GLUTA4, fica claro que a atividade -
adrenérgica aumenta a utilizacdo de glicose em musculo.

No musculo EDL, a expressdo do Tnfa mostrou-se diminuida apenas no grupo WPI, o
que poderia explicar os altos niveis de proteina observados neste grupo, e que nfio diferiram do
observado em SPI, apesar do aumento do mRNA neste ultimo.

Embora a densidade de receptores B-adrenérgicos seja maior em musculo oxidativo
(FELL et al., 1985; WILLIAMS; CARON; DANIEL, 1984), j4 foi demonstrado que o efeito de
antagonistas P-adrenérgicos ¢ maior em fibra glicolitica (WATSON-WRIGHT; WILKINSON,
1986), explicando assim porque os efeitos na expressdo do GLUT4 foram mais proeminentes em
EDL que em s6leo de animais hipertensos.

Algumas alteracdes de expressio de mRNA Slc2a4 e da proteina GLUT4, na mesma
condigdo experimental, foram discrepantes, mostrando a ocorréncia de alteragbes pos-
transcricionais. Conforme ja comentado, discrepéncias entre a expressdo do mRNA e proteina no
tecido muscular esquelético ja foram descritas por nosso laboratorio, nas quais foram observadas
alteragdes no tamanho da cauda poli(A) do mRNA (ALVES-WAGNER et al., 2009;
SERAPHIM et al., 2007). Sabe-se que quanto maior a cauda poli(A) maior a estabilidade do

mRNA e maior a sua eficiéncia de tradugfo, de tal forma que quantidades semelhantes de mRNA
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podem induzir quantidades bastante distintas de proteina. Por exemplo, no presente estudo, em
séleo de animais Wistar diabéticos, o propranolol diminuiu 0 mRNA mas nfio alterou a proteina
GLUTH4. Esta regulagdo é exatamente a mesma observada em soleo de animais nio diabético
submetidos a bloqueio com propranolol durante evolugdo de jejum, condi¢dio em que foi
demonstrado aumento da cauda poli(A) do mRNA Slc2a4, explicando diminui¢fo no conteudo
do mRNA sem alterar a proteina (ALVES-WAGNER et al., 2009).

A andlise dos receptores B2-adrenérgicos, mostrou que em musculo esquelético soleo os
animais hipertensos possuem maior quantidade que os animais normotensos. Apesar de j4 ter
sido demonstrado que os receptores adrenérgicos ndo se alteram em musculo oxidativo de SHR
(ATRAKCHI et al., 1989), ¢ importante ressaltar que esse grupo comparou SHR com Wistar-
Kyoto, o que pode explicar a diferenca dos resultados apresentados aqui, ja que utilizamos
Wistar (vs. SHR).

Além disso, um trabalho recente mostrou que o tratamento com propranolol, carvedilol e
bisoprolol aumentou 0 mRNA de receptores adrenérgicos B; e B, em coragio (CHEN et al.,
2010). Mostrando que tratamento com B-bloqueadores pode alterar a quantidade de receptores,
como o observado no musculo séleo (WS vs. WP, compara¢iio nio mostrada na figura 13A).
Apesar dos resultados encontrados quando o propranolol foi associado a insulina.

No EDL a quantidade de receptores Ba2-adrenérgicos nfo foi alterada, lembrando que
musculo glicolitico possui menor expressio de P-receptores que misculo oxidativo (FELL et al.,
1985; WILLIAMS et al., 1984).

Em conjunto, os resultados apresentados evidenciam a participagdo do sistema [-

adrenérgico na regulagdo da expressio de Slc2a4/GLUT4 na presenca de diabetes mellitus.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que animais SHR, conhecidos por sua alta atividade
simpatica, aumentam a expressdo de Slc2a4/GLUT4, principalmente em musculo glicolitico. Por
outro lado, animais diabéticos Wistar ¢ SHR diminuem a expressdo de Slc2a4/GLUT4. O
tratamento com propranolol reforgou o efeito estimulador B-adrenérgico em soéleo de animais
normotensos. O Tnfa parece ter participagdo nas regulagdes induzidas pelo diabetes, assim como
nos efeitos do propranolol sobre a proteina GLUT4 em soéleo de animais SHR. Embora tenha
ficado claro que o sistema adrenérgico regule a expressdo do gene Slc2a4, os mecanismos
transcricionais envolvidos ainda sdo completamente desconhecidos, merecendo estudos futuros.

Considerando a importincia do GLUT4 na homeostasia glicémica, o presente estudo
também sugere que a neuropatia autondmica possa piorar a homeostase glicémica, por induzir
uma maior redugio na expressio de GLUT4. Portanto, o desenvolvimento de drogas que possam
ativar especificamente a via simpatica em musculo esquelético poderia contribuir para melhorar

a homeostase glicémica em individuos portadores de diabetes mellitus.
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