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REGULAQAO DO SLC2A4 E PPARGC1A EM DIFERENTES TIPOS DE FIBRA DO
MUSCULO ESQUELETICO DE RATOS APOS EXERCICIO EXAUSTIVO AGUDO
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RESUMO

O exercicio exaustivo trata-se de um exercicio fisico de alta intensidadeque alcanca o limite
energético da musculatura esquelética. O masculo esquelético é caracterizado por fibras
glicoliticas e oxidativas. A pratica do exercicio contribui para 0 aumento do contetdo
mitocondrial nessas fibras com melhora capacidade oxidativa e captacdo da glicose. O
objetivo do estudo foi analisar a expressdo dos genes SLC2A4 e PPARGC1A envolvidos no
metabolismo energético em diferentes tipos de fibra do muasculo esquelético de ratos apos
exercicio exaustivo.O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso de Animais da
Universidade Estadual do Ceara. Foram20 ratos machos divididos em Grupo Controle(10);
grupo Exercicio(10). Apds duas semanas de adaptacdo, o grupo EXC foi submetido a uma
sessdo de exercicio exaustivo. Os animais foram sacrificados por eutanasia e amostras do
gastrocnémio, porcdo branca(GB) e vermelha(GV) e sbéleo(SOL) foram dissecadas para
posteriores analises. A analise quantitativa da expressdo génica foi realizada através da
técnica de PCR em tempo real utilizando o sistema Biorad CFX 96. Os resultados apontam
um aumento significativo da expressdo do gene SLC2A4 no grupo EXC na porcédo GV(3,63)
e no musculo SOL(2,7), enquanto foi reduzido no GB(1,04) com p <0,05. Além disso, a
expressdo do gene PPARGC1a foi maior na por¢cdo GV (2,03) e no musculo SOL (2,06) em
comparacdo com a por¢doGB (1,19).Em conclusdo, osresultados do presenteestudo
sugeremque os efeitos positivos do exercicio exaustivo agudo na regulacdo do metabolismo
glicolitico observadas com a resposta transcricional do SLCA4 podem estar associados a
resposta transcricional do PGC-1a induzida pelo exercicio sendo esse efeito mais consistente
em fibras musculares com maior capacidade oxidativa.
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INTRODUCAO

O musculo esquelético tem um papel vital na locomocdo e da uma importante
contribuicdo ao metabolismo energético corporal, dispondo cerca de 80% do carregamento da
glicose pdés-prandial DEFRONZOet al,. 1985; ZIARATH; HAWLEY, 2004). A saude
metabolica corporal esta associada a habilidade do musculo esquelético em transitar entre a
captacdo e oxidacdo de substratos derivados de lipidios e carboidratos em resposta a
biodisponibilidade desses substratos e de hormonios (KELLEY, 2005). Em diversas doencas
relacionadas ao estilo de vida, como a obesidade e o diabetes tipo 2, ha uma perda da
plasticidade muscular na qual as taxas de oxidagdo de substratos ndo aumentam
eficientemente em resposta a sua disponibilidade (GALGANI;MORO; RAVUSSIN, 2008,
2008; KELLEY, 2005; KELLEY;MANDARINO, 2000).

A glicose é um substrato essencial para o metabolismo e homeostase de células
eucariotas, sendo o musculo esquelético critico para a disponibilidade e regulacdo da glicose
sérica. A glicose nao pode difundir passivamente na célula sendo transportada através da
membrana celular por transportadores de glicose (GLUTS). O SLCA4 ¢ a principal isoforma
de transportador de glicose expresso no musculo esquelético e tem uma elevada capacidade
em aumentar o transporte de glicose através da membrana celular por meio da difusdo
facilitada (GOODYEAR;KHAN, 1998).0s mecanismos pelos quais a contracdo/exercicio
estimula a translocacdo de SLCA4 e captacdo de glicose parecem surgir de fatores locais no
masculo esquelético como o célcio, CaMK, MAPKp38, AMPK e as espécies reativas de
oxigénio e o oxido nitrico (MERRY;MCCONELL, 2009).

Uma importante adaptacdo do musculo esquelético que ocorre com o exercicio fisico é
0 aumento do contetdo mitocondrial na fibra muscular pelo aumento da biogénese
mitocondrial. Aumentos da biogénese mitocondrial no musculo esquelético induzido pelo
exercicio estdo associados a uma variedade de beneficios relacionados a satde incluindo
melhoras na capacidade oxidativa, tolerancia ao exercicio e resisténcia a insulina
(HOLLOSZY, 1967; HOLLOSZY;COYLE, 1984; IRRCHER et al. 2003, 2008; ZIARATH,;
HAWLEY, 2004).

O co-ativador-1o do receptor ativado de proliferador de peroxima -y (PPARGC-1a)
tem sido citado como um regulador integral da biogénese mitocondrial (Olesen et al, 2010). O

gene PPARGC1-1a interage e co-ativa uma variedade de fatores transcricionais e receptores
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nucleares envolvidos na regulacdo aumentada de ambos genes nucleares e mitocondriais
(Olesen et al, 2010). Tem sido demonstrado que 0 PPARGC-1a regula uma variedade de
processos celulares como a termogénese, metabolismo de glicose, remodelamento do tipo de
fibra, e fosforilacdo oxidativa em varios tecidos (PUIGSERVER et al. 1998; WUet al. 1999;
LINet al,.2002. A expressdo de PPARGC-lo no musculo pode ser induzido por uma
variedade de estimulos associados ao exercicio (GOTOet al,.2000; BAAR et al,.2002;
IRRCHER et al. 2003; PILEGARRD etal.,2003; RUSSELL et al,.2003).

Enquanto alguns estudos tém confirmado que o exercicio crénico podem ativar vias
que levam a inducdo do PPARGC-1a e SLC2A4(SAFDAR, et al., 2011; POPOV 2014,
CONCEICAO et al., 2016;), pouco se sabe sobre o papel especifico desses genes em fibras

oxidativas e glicoliticas de ratos apds uma sessao de exercicio exaustivo.

METODOLOGIA

Material Bioldgico

O projeto foi realizado no Laboratério de Bioguimica e Expressdo Génica (LABIEX),
no Instituto Superior de Ciéncias Biomédicas (ISCB), da Universidade Estadual do Ceara
(UECE). O trabalho foi submetido ao Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA), nimero
5236655/2016 na UECE, respeitando os principios éticos de experimentacdo e uso de
animais.

Foram utilizados 20 ratos machos albinos (da linhagem wistar), com dois meses de
vida peso de 220 a 250g, obtidos do biotério pertencente ao ISCB da Universidade Estadual
do Ceara. Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas cada, em ambiente de
temperatura controlada de 22 a 25°C, com racao e agua ad libitum.

O estudo foi composto por dois grupos experimentais: Controle (CTL) e Exercicio
(EXC), ambos os grupos foram compostos por oito animais cada.Os animais foram
ambientados a uma esteira ergométrica para uso de roedores, por duas semanas durante a
noite. A adaptagdo a esteira consistiu de uma caminhada em esteira motorizada durante 5
minutos, a uma velocidade de 0,4km/h na primeira semana e 10 minutos, a 0,4km/h na

segunda semana.O exercicio exaustivo consistiu de um exercicio incremental com etapas de 3
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minutos de corrida com carga constante e incrementos de 0,2 km/h entre as etapas
subseqientes do exercicio fisico até a exaustdo do animal.

Os animaisforam anestesiados com Tiopental sodico (150mg/Kg) via intraperitoneal e
eutanasiadospor decapitacdo, 24 ap0s 0 exercicio. As amostras do musculo s6leo e
gastrocnémio (porcdo branca e vermelha) foram dissecadas, pesadas e congeladas em
nitrogénio liquido. Apds, foramacondicionadas no freezer -80°C.

Analise da Expressao Génica por PCR quantitativo

Os genes quantificados no presente estudo foram: o Peroxisomeproliferator-activated
receptor gammacoactivator 1-alpha (PPARGC1A) e o Solute Carrier Family 2 (SLC2A4). O
RNA total ser& extraido utilizando o reagente Trizol® de acordo com as especificacbes do
fabricante. A concentragdo do RNA foi determinada a 260 nm e a pureza do RNA determinada
pela razdo 260/280 (~1.9) via espectrofotdbmetro. A Sintese de DNA complementar (cDNA)foi
realizado pelo kit ImProm-Il Reverse Transcription System de acordo com as especificacdes

do fabricante.

A anélise da expressdo génica foi realizada por PCR em tempo real utilizando o
sistema Biorad CFX 96 e os ensaios foram realizados em duplicata utilizando cDNA
previamente sintetizado. O gene de referéncia utilizado foi o TBP (proteina de ligacao

TATAbox). Os valores normalizados de Ct (Q) séo calculados através a formula 24,
Tratamento Estatistico

Os resultados foramanalisados tomando como base a média das replicatas utilizadas e
seu correspondente erro padrdo. A significancia estatistica foi considerada quando o0s
resultados apresentarem probabilidade de ocorréncia da hipdtese nula ser menor que 5%

(p<0,05). Para comparacdo entre os grupos foi utilizado a Andlise de Variancia (ANOVA)

one-way.
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DESENVOLVIMENTO

Musculo esquelético

O mausculo esquelético compreende 55% da massa corpérea de mamiferos, com
funcdo locomotora e onde uma série de eventos moleculares ocorrem alterando o
metabolismo energético. As fibras do musculo esquelético s&o divididas em trés tipos: tipo |
(oxidativa), tipo lla (oxidativa) e tipo Ilb (glicolitica). A fibras dos tipos | e lla, sdo aerobicas,
enquanto a do tipo Ilb sdo anaerobicas. As fibras oxidativas sdo caracterizadas por maior
oxidacdo dos acidos graxos e maior taxa de concentracdo mitocondrial e atividade de
enzimas. O musculo esquelético regula a produgdo energética e € a maior fonte de reserva de
glicogénio, cerca de 4x maior que o presente no figado, também possui alta sensibilidade das
fibras a insulina, com foco nas fibras glicoliticas. Foi relatado que uma unica sessdo de
exercicio ja proporciona maior sensibilidade das fibras a insulina por até 48h ndo apenas no
musculo esquelético como em todo o corpo. (ZIARATH; HAWLEY, 2004; GALGANI;
MORO, RAVUSSIN, 2008; EGAN; KORATH, 2012)

A proporc¢do do tipo de fibra e seu papel em determinados tipos de exercicio fisico
visto sua herogeneidade foram intensamente estudados, observando por exemplo que atletas
possuem maior proporc¢do de fibras oxidativas, enquanto em velocistas tem maior nimero de
filbras glicoliticas. A PGC-1laé um dos fatores reguladores do feno6tipo da musculatura
esquelética, coativando fatores transcricionais ativadores de genes mitocondriais, que
estimulam a biogénese mitocondrial. (ZIARATH; HAWLEY, 2004)

Gene PPARGC-1a

O gene PPARGC-1a (co-ativador-1a do receptor ativado de proliferador de peroxima -
v) é codifica a proteina é denominada PGC-1a, na qual a ativacdo se deve a fosforilacdo por
AMPK. A PGC-laatua como regulador da transcricdo de genes ativadores de enzimas e
biogénese mitocondrial(LITTLE, et al., 2010). A biogénese mitocondrial é um processo Gnico
e complicado j& que as mitocéndrias sdo compostas por produtos génicos de ambos genomas
nuclear e mitocondrial. Ainda, a biogénese mitocondrial requer uma coordenada resposta dos
genomas nucleares e mitocondriais para manter o arranjo de proteinas durante a sintese de
organelas. Esta reposta coordenada é alcancada por uma grande variedade de fatores de
transcri¢do e coativadores transcricionais (HOOD, 2001; ADHIHETTYet al. 2003).
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Gene SLC2A4

O geneSLC2A4 é localizado no meio intracelular, assim, sua translocacdo a superficie
celular é essencial para a manutencdo da homeostase geral da glicose em resposta a
perturbacdes agudas na glicose sérica (BRYANTet al., 2002). A captacdo de glicose no
musculo esquelético durante o exercicio dindmico pode aumentar em até 50 vezes (KATZet
al,. 1986) e é regulado através da entrega da glicose a célula muscular, do seu transporte
através da membrana plasmatica e do seu fluxo através do metabolismo intracelular
(GOODYEAR; KHAN, 1998). Sob condigdes submaximas de exercicio com niveis
adequados de glicose extracelular, a captacdo de glicose parece ser limitada pelo transporte de
glicose na membrana celular (RICHTER et al., 2001)

Tanto o exercicio crébnico como o agudo promovem alteracdes na expressao do gene
SLC2A4, especialmente no exercicio agudo hd um aumento na fosforilacdo do receptor da
insulina,aumento da transducdo do sinal da insulina e captacdo da glicose.O mecanismo de
translocacdo da GLUT4 estimulado pela sensibilizacdo por insulina foi definido como
diferente do produzido pela contratibilidade do exercicio fisico. (ROCKL, et al 2010;
CORREA- GIANELLA et al. 2013).Relatos da literatura descrevem uma possivel relaco
entre a ativacdo do NFKB via inflamacdo, com a repressdao do SLC2A4. A literatura também
relaciona o aumento da glicose sérica com o desenvolvimento de inflamacéo e ativacdo de
cascatas prooxidantes, o que poderia explicar em parte 0 mecanismo de resisténcia a insulina
diminuir a expressividade da SLC2A4. (CORREA- GIANELLA et al., 2013; MORAIS et al.,
2014; YONAMINE et al., 2017)

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Os resultados encontrados no presente estudo apontam o nivel de mRNA do gene
SLC2A4 aumentado no grupo exercicio em comparagao com o grupo controle na por¢do GV
e no masculo SOL, enquanto que foi reduzido no GB do gastrocnémio.O gene SLC2A4 no
grupo EXC foi maior na porcdo GV(3,63 p <0,05) e no musculo SOL(2,7 p <0,05) em
comparacdo ao GB (1,19 p <0,05). Além disso, a expressdo do gene PPARGC1a foi maior na
porcdo GV (2,03 p <0,05) e no musculo SOL (2,06 p <0,05) em comparagdo com a porgao
GB (1,19 p <0,05). O presente estudo demonstrou um aumento expressivo do gene
PPARGCI1A nas fibras do tipo | ou oxidativa do musculo esquelético (SOL e GV).

Sabe-se que o exercicio agudo e crénico promove modificacbes na transcricdo dos
genes, ativando ou reprimindo. O PPARGC1A e o SLC2A4 sdo genes regulados
positivamente pelo exercicio cronico, porém ainda ndo e citado na literatura como ocorre a
expressdo desses genes horas ap6s uma sessao de exercicio exaustivo em diferentes tipos de
fibras.O exercicio agudo é descrito em alguns estudos como capaz de ativar o PPARGC1A
citosélico. De fato, o presente estudo aponta um aumento da expressdo desse gene com
respostas diferentes de acordo com o tipo de fibra estudado. (TERADA; TABATA, 2004,
WRIGHT et al., 2007; LITTLE et al., 2011; BONAFIGLIA et al., 2017)

O SLC2A4 no musculo esquelético é estimulado pela contracdo muscular, portanto
exercicios aerobicos ou anaerdbicos promovem uma maior producdo de SLC2A4 na celular
muscular, permitindo uma maior sensibilidade a insulina e portanto maior captacdo da glicose
sérica. (KIDO, et al. 2016). Corréa-Gianella e colaboradores (2013) relataram que a minima
translocacdo da proteina GLUT4 promovida pelacontracdo muscular ja poderia alterar
significativamente a captacdo de glicose. Uma Unica sessao de exercicio exaustivo, portanto

possivelmente aumentaria a expressédo de SLC2A4como mostra no presente estudo.

Esses resultados sugerem um aumento de proteina intracelular com ativacdo pos-
transcricional mediada pela fosforilagdo de AMPK e p38 MAPK. O PGC-la age pela
coativacdo de outros fatores de transcrigdo, incluindo coativadores capazes de acetilacdo de
histonas. Essa coativacdo esta envolvida na regulagéo transcricional e no processamento de
RNA (OLESEN et al.,2010).

O PPARGC-1a co-ativa muitos genes ligados ao metabolismo energético, como o
gene SLC2A4, que codifica um principal transportador de glicose no musculo esquelético
(PACHECOet al., 2017). Estudos anteriores reportam esta regulagdo positiva e negativa em
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culturas de células (YANG et al., 2018) e em camundongos deficientes em PPARGCla
(VAINSHTEIN et al., 2015) e em camundongoscom sobre-expressao de PPARGC1a. Assim,
os tipos de fibra GV e o SOL predominantemente oxidativos mostraram uma forte resposta

transcricional do gene SLC2A4.

CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo concluiu que uma sessdo de exercicio exaustivo foi capaz de
modular positivamente a expressdo dos genes PPARGC1A e SLC2A4. Ainda, 0 exercicio
exaustivo agudo induziu uma alta resposta na regulacdo do metabolismo energético
intracelular em tecidos oxidativos quando comparados a tecidos glicoliticos.Ainda, o gene
PGC-1la parece ser um regulador chave nesse processo por ser altamente modulado pelo
exercicio fisico e pela sua capacidade de expressar diversos genes importantes envolvidos no

metabolismo intracelular.
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