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RESUMO

Brito G. O papel da proteina prion celular na regulacdo da resposta a
insulina. Sdo Paulo; 2014. [Tese de Doutorado-Fundacdo Antdnio

Prudente].

A proteina Prion Celular ou PrPc, € uma molécula de superficie celular
responsavel por desencadear varias cascatas de transdugcdo de sinal e
mediar muitos processos fisiolégicos como protecdo contra apoptose,
indugdo da proliferacdo, adesao celular entre outros. Devido a sua grande
gama de efeitos, hoje se acredita que PrPc seja um organizador de
plataformas lipidicas, ou lipid rafts, na membrana celular. O receptor de
insulina € uma proteina transmembrana também presente em plataformas
lipidicas e, interessantemente, a auséncia de componentes destas
plataformas, como caveolinas, por exemplo, leva a uma deficiéncia na
resposta a insulina. Desta maneira, acreditavamos que a auséncia de PrPc
poderia levar a uma desregulagdo das plataformas lipidicas e a uma
sinalizagao ineficiente do receptor de insulina. De fato, pudemos observar a
influéncia de PrPc no controle da glicemia sérica, através de experimentos
com camundongos que fizeram ingestdo de ragées com conteudo controlado
de gordura. Foi possivel verificar que camundongos deficientes para PrPc
nao possuem controle adequado da glicemia, de peso e dos niveis de
insulina. Estes resultados foram confirmados em duas cepas diferentes de
camundongos deficientes para PrPc. Por outro lado, camundongos que
superexpressam PrPc apresentam controle adequado de glicemia por mais
tempo que camundongos do tipo-selvagem quando alimentados com dietas
de alta porcentagem de gordura, sugerindo que a superexpressao de PrPc
promoveria uma resisténcia ao diabetes tipo Il, com maior sensibilidade a
insulina. As analises histolégicas também mostraram que os animais
deficientes para PrPc apresentam esteatose hepatica mais acentuada do

gue os animais do tipo selvagem, assim como hipertrofia dos adipécitos, o



que é caracteristico de obesidade. Porém ao longo dos nossos estudos com
fibroblastos derivados de camundongos deficientes para PrPc, do tipo
selvagem e que superexpressam PrPc, pudemos verificar que nossa
hipétese inicial de alteracdo na atividade do receptor de insulina nao foi
comprovada. No entanto, pudemos observar que o0s camundongos
deficientes para PrPc possuem menor quantidade de PPAR-y, um fator de
transcricgao envolvido na diferenciacdo de adipdcitos que possui influéncia
na regulagdo da glicemia. Adicionalmente, através de citometria de fluxo,
verificamos que a translocagao do transportador de glicose Glut4 para a
membrana apds o estimulo por insulina é altamente influenciada pela
presenca de PrPc. Desse modo, nossos dados indicam que PrPc exerce
influéncia sobre o metabolismo de glicose através da translocacao de Glut4
para a membrana e expressao de PPAR-y, podendo contribuir para

sensibilidade a insulina ou resisténcia ao diabetes tipo Il.



SUMMARY

Brito G. [The role of cellular prion protein in the regulation of insulin
signaling]. Sao Paulo; 2014. [Tese de Doutorado-Fundacdo Anténio

Prudente].

The cellular prion protein or PrPc is a cell surface molecule responsible for
triggering various signal transduction cascades and mediate many
physiological processes such as protection against apoptosis, inducing
proliferation, cell adhesion, among others. Due to its wide range of effects, it
is believed that PrPc is a lipid raft organizer in the cell membrane. The insulin
receptor is a transmembrane protein also present in lipid rafts. Interestingly,
the absence of lipid rafts’s components as caveolins, for example, leads to a
deficiency in insulin response. Thus, we believed that the absence of PrPc
could lead to a dysregulation of lipid rafts and inefficient insulin receptor
signaling. In fact, we observed the influence of PrPc in the control of serum
glucose, through experiments with mice that ingested diets with controlled fat
content. We found that mice deficient for PrPc do not have adequate control
of blood glucose, weight gain and insulin levels. These results were
confirmed in two different strains of PrPc knockout mice. On the other hand,
mice overexpressing PrPc exhibit adequate control of blood glucose longer
than wild-type mice when fed with high fat chow, suggesting that
overexpression of PrPc promote resistance to Type Il diabetes, with greater
insulin sensitivity. The histological analysis also showed that PrPc deficient
mice exhibit more pronounced hepatic steatosis than wild-type animals, as
well as adipocyte hypertrophy, which is characteristic of obesity. However,
throughout our studies with fibroblasts derived from mice deficient for PrPc,
wild-type and overexpressing PrPc, we could not prove our initial hypothesis
of change in insulin receptor activity. However, we observed that mice
deficient for PrPc have lesser amounts of PPAR-y, a transcription factor

involved in adipocyte differentiation that has influence on glucose regulation.



Additionally, by flow cytometry, we found that the translocation of the glucose
transporter Glut4 to the membrane after insulin stimulation is highly
influenced by the presence of PrPc. Thus, our data indicate that PrPc
influences the metabolism of glucose through the translocation of Glut4 to
the membrane and expression of PPAR- y, which may contribute to insulin

sensitivity or resistance to type Il diabetes.
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1  INTRODUCAO

1.1 DOENCAS PRIONICAS

As doengas de prion pertencem a um grupo crescente de
enfermidades chamadas misfolding diseases, que sdo atribuidas a
deformagéo e agregacgao de proteinas em depdsitos insoluveis que levam a
neurodegeneragdo. Incluem a doenga de Alzheimer, doenga de Parkinson,
amiloidose sistémica, entre outras (POGGIOLINI et al. 2013).

As doengas de prion sdo enfermidades neurodegenerativas também
conhecidas como encefalopatias espongiformes transmissiveis (TSEs)
(BATE et al. 2011). Estas doengas sdo de natureza infecciosa, genética ou
esporadica e se caracterizam por neurodegeneracdo e deposicdo de
agregados de proteinas. Até o momento sdo doengas incuraveis e fatais
(KNIGHT e WILL 2004). As TSEs incluem o scrapie em ovelhas, a
encefalopatia espongiforme bovina (BSE) no gado, doenga debilitante
cronica em cervideos, kuru, sindrome Gerstmann-Straussler-Scheinker
(GSS), e a doenga de Creutzfeldt-dakob (CJD) em humanos (YUSA et al.
2012).

As doencas de prion sdo causadas pela alteracédo estrutural de uma
proteina celular normal, a proteina prion celular ou PrPc, em uma isoforma
altamente insoluvel chamada de prion scrapie ou PrPSc, que se agrega

formando depdsitos amiloides (BIASINI et al. 2012).



PrPsc possui a mesma sequéncia de aminoacidos que PrPc, porém
apresenta grande quantidade de estruturas secundarias denominadas
folhas-B, sendo resistente a digestdo por proteases (BIASINI et al. 2012).
PrPsc age como um molde molecular, convertendo moléculas de PrPc em
mais moléculas de PrPsc, através de um processo ainda ndao muito bem
elucidado, mas que necessita da interacdo fisica entre as duas moléculas.
Se atribui a este processo a natureza de auto propagacao das infecgdes por

prion (BIASINI et al. 2012).

1.2 PROTEINA PRION CELULAR (PrPc)

PrPc é uma glicoproteina endogena expressa em altos niveis no
sistema nervoso central e estda presente em uma grande variedade de
espécies, desde peixes até mamiferos (AGOSTINI et al. 2013). PrPc é
codificada pelo gene Prnp em humanos e esta presente no cromossomo 20
(KNIGHT e WILL 2004). Diversas fungbes séo atribuidas a PrPc, incluindo
adesdo celular, crescimento de neuritos, excitabilidade neuronal e
neuroprotecao (BIASINI et al. 2012).

A estrutura terciaria de PrPc inclui um dominio N-terminal n&o
estruturado (residuos 23-124) e uma regidao globular C-terminal (residuos
125-228) composta de trés a-hélices e duas folhas-3. A metade N-terminal
engloba uma regido contendo repeti¢cdes de octapeptideos (residuos 51-90)
com uma série de histidinas que podem ligar ions metalicos como Cu?*A

regidao central engloba uma regido carregada (residuos 105-111) seguida



por um dominio hidrofébico altamente conservado (residuos 112-130)
(BIASINI et al. 2012).

A biossintese de PrPc ocorre no reticulo endoplasmatico, onde o
peptideo sinal N-terminal (residuos 1-22) é removido e uma ancora de
glicosilfosfatidilinositol (GPI) é ligada na porgao C-terminal, no reiduo 230
(GALVAN et al. 2005). Duas cadeias de oligossacarideos também sao
adicionadas (BIASINI et al. 2012).

PrPc permanece ancorado a face externa da membrana celular
através da ancora de GPI e, assim como outras proteinas GPIl-ancoradas,
tem se demonstrado que PrPc se associa predominantemente com
plataformas lipidicas, também chamadas lipid rafts (AGOSTINI et al. 2013).
A proteina prion celular cicla continuamente entre a membrana plasmatica e
compartimentos endociticos, conforme demonstrado na figura 1 (ZOMOSA-
SIGNORET et al. 2008). Este processo esta relacionado com a
disponibilidade da proteina na superficie celular, e envolve vias de
internalizagdo que podem ser criticas para as fungdes fisioldgicas de PrPc.
O trafego de PrPc é um evento celular complexo e pode envolver mais de
um mecanismo de internalizagao (ZOMOSA-SIGNORET et al. 2008).

Em um dos mecanismos propostos, PrPc ainda na superficie
celular, deixa a membrana e entdo entra em vesiculas revestidas de
clatrina (regides da membrana celular especializadas na endocitose
mediada por receptores), onde é endocitado. No entanto, PrPc
endocitado nao é direcionado para o reticulo endoplasmatico ou para o

complexo de Golgi, mas retorna para a superficie celular. Assim, PrPc



cicla constitutivamente entre a membrana plasmatica e endossomos
primarios, também através de um mecanismo clatrina-dependente
(ZOMOSA-SIGNORET et al. 2008).

A endocitose de PrPc também pode se dar através de uma via nao-
classica, como por exemplo, PETERS et al. (2003) estudaram a localizagao
e a internalizacdo de PrPc em células CHO utilizando microscopia eletrénica
cryoimmunogold. Os complexos PrPc-ouro foram transportados para a
regido pericentriolar via caveola, para estruturas endociticas, passando pela
via de internalizacido mediada pelas vesiculas cobertas por clatrina.

A saida de PrPc das plataformas lipidicas resulta em sua
internalizacdo. Nas células neuronais, por exemplo, através da ligagcao de
cobre ao octapeptideo N-terminal, PrPc é translocado para fora das
plataformas lipidicas indo para regides detergente-soluveis da membrana
plasmatica antes de ser endocitado pelo mecanismo clatrina-dependente
(TAYLOR e HOOPER et al. 2006).

Parte de PrPc reciclado pode ser secretado para o meio extracelular
associado a exossomos. Estas estruturas vesiculares sao derivadas dos
corpos multivesiculares formados dentro do sistema endossomal e tem sido
associado a transferéncia de moléculas entre as células (LINDEN et al.

2008).
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Fonte: LINDEN et al. (2008).
Figura 1 — Trafego intracelular de PrPc. Os principais sistemas vesiculares

envolvidos tanto na sintese (canto inferior direito), quanto o ciclo endocitico de PrPc, e sua
liberagéo através de exossomos (canto inferior esquerdo) estdo indicados com letras pretas.
As moléculas envolvidas na via clatrina-dependente estédo indicadas com letras vermelhas.
As setas indicam o trafego, os caminhos mais provaveis baseados em evidéncias
experimentais atuais estao indicados por setas vermelhas. Clatrina esta representada em
circulos azuis escuros e a caveolina em roxo. PrPc esta associado com as plataformas

lipidicas na via secretéria e PrPc da superficie cellular deixa as plataformas para ser

internalizado via clatrina.

1.3 INSULINA E SEU RECEPTOR

A insulina € o hormdnio principal para a regulagdo do metabolismo da
glicose. E liberado para a circulacdo pelas células B das ilhotas de
Langerhans do pancreas em resposta a mudancgas dos niveis de glicose no

sangue (LI et al. 2007).



O receptor de insulina (IR) pertence a uma subfamilia de receptores
tirosina-quinase. E uma proteina heterotetramérica que consiste de 2
subunidades a e 2 B que funcionam como enzimas alostéricas onde a
subunidade a inibe a atividade tirosina-quinase da subunidade 3 apds o
estimulo por insulina (PATTI e KAHN 1998). A ligacdo da insulina a
subunidade a leva a autofosforilagdo das subunidades f e uma mudancga
conformacional que posteriormente aumenta sua atividade quinase. A
autofosforilacdo do receptor catalisa a fosforilagdo de proteinas celulares
como os membros da familia IRS (insulin receptor substrate), Shc e Cbl
(PATTI e KAHN 1998).

As proteinas IRS sdao uma familia de proteinas adaptadoras
citoplasmaticas que transmitem sinais dos receptores de insulina e IGF-1
(insulin-like growth factor) induzindo a resposta celular. IRS-1 é um dos
primeiros mediadores na regulagdo do metabolismo da glicose na maioria
dos tipos celulares. IRS-1 é recrutada e fosforilada em residuos de tirosina
pelo receptor de insulina ativado, gerando sitios de ligagdo para recrutar
efetores “downstream”. IRS-1 contém multiplos sitios de ligagdo que
recrutam e ativam PI3K (fosfatidil-inositol 3 quinase). PI3K é uma quinase de
lipideos responsavel por fosforilar fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) em
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3). O aumento de PIP3 recruta AKT para
a membrana, onde esta é ativada através da fosforilacdo em T308 por
PDK1. A ativacdo de AKT dispara diversas cascatas intracelulares que
levam a diversos fendmenos bioldgicos distintos. Entre estes fendbmenos

estd o aumento na captacéo de glicose. A ativacdo de AKT dependente de



IRS-1 estimula a fosforilagdo de AS160 (Akt Substrate of 160 kDa, Akt1S1),
inibindo sua atividade GAP (GTPase activating protein) sobre as proteinas
Rab (proteinas envolvidas com o trafego de endossomos). Como resultado,
as proteinas Rab permanecem em sua forma ativa ligadas a GTP e
promovem o trafego de transportadores de glicose (SHAW 2011).

A maioria das células de mamiferos importa glicose através de um
processo de difusdo facilitada mediada por membros da familia de proteinas
transportadoras de glicose - Glut. Quatorze proteinas Glut sdo expressas em
humanos e incluem transportadores de outros substratos além de glicose,
como frutose, por exemplo (ZAID et al. 2008).

Os transportadores de glicose 1 (Glut1) e 3 (Glut3) pertencem a
familia de transportadores de solutos 2 (SLC2) e sdo os dois Gluts mais
importantes no cérebro, e, entre eles, Glut3 é o principal em neurbnios,
sendo responsavel pela captagdo de glicose nestas células (YAN et al.
2014). Glut4 é um transportador de alta afinidade por glicose que é expresso
predominantemente em células do musculo e do tecido adiposo. Na
auséncia de insulina, a maioria destas proteinas esta distribuida entre
endossomos, no complexo de Golgi e em vesiculas de armazenamento. A
quantidade de Glut4 na superficie celular € determinada pelo equilibrio entre
a endocitose e a exocitose de Glut4. Na auséncia de insulina, a hipoglicemia
€ evitada através da rapida endocitose e da lenta exocitose deste
transportador nos tecidos adiposo e muscular. Apds o estimulo com insulina,

através dos mecanismos descritos acima, os niveis de Glut4 na membrana



aumentam, levando ao aumento do transporte de glicose (LETO e SALTIEL

2012) (Figura 2).
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Fonte: PAULI et al. (2009).

Figura 2 - Via de sinalizagdo de insulina. A insulina se liga ao receptor (IR),
resultando na fosforilagdo do substrato do receptor de insulina (IRS-1), levando a ativagao
de PI3K e AKT, que faz com que Glut4 se transporte para a membrana, promovendo assim

a entrada de glicose na célula

O controle sobre a sinalizagdo de insulina também é dado por
autorregulagao, via “feedback” negativo. O receptor de insulina (IR) e as
proteinas IRS s&o alvos desses mecanismos de controle, sendo a
fosforilagdo das proteinas IRS em residuos de serina, um ponto-chave para
esse processo (GUAL et al. 2003; ZICK 2005). A ativacdo da via de
PI3K/AKT por insulina, leva a ativagdo da proteina mTOR (mammalian
Target of Rapamycin) e seus efetores downstream, como S6K (70kDa
ribossomal protein S6 kinase) (CARLSON et al. 2004). Interessantemente,
S6K é capaz de fosforilar a Ser 636/639 de IRS, conferindo inibigdo de sua

atividade (BOURA-HALFON e ZICK 2009).



Como visto, para a correta captagcdo da glicose plasmatica em
resposta a um aumento de ingestao de alimentos, € necessario que haja um
bom funcionamento do receptor de insulina e de sua sinalizacao
downstream. Quando ndo ha uma resposta adequada através deste
receptor, pode se caracterizar a resisténcia a insulina.

A resisténcia a insulina (fig.3) € uma condigdo genética ou adquirida,
na qual concentragdes fisioldégicas de insulina provocam uma resposta
subnormal na captagao de glicose pelas células, especialmente no musculo
e adipdcitos. Em consequéncia da menor captagado de glicose, torna-se
necessaria uma maior producdo de insulina pelo pancreas para a
manutencao dos niveis glicémicos normais, aumentando-se desta forma os
niveis circulantes de insulina e, portanto, a situacéo de resisténcia a insulina
€ acompanhada de hiperinsulinemia (PESSIN e SALTIEL 2000). Existem
muitas causas para resisténcia a insulina: fatores genéticos, medicagoes,

sindrome metabdlica, gravidez, estresse, entre outras (CORREIA et al.
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Fonte: DE LUCA et al. (2008)

Figura 3 - Resisténcia a insulina — defeito na utilizagdo da insulina pela célula,
fazendo com que a glicose continue na corrente sanguinea.
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1.4 PLATAFORMAS LIPIDICAS, PrPc E O RECEPTOR DE

INSULINA

Como dito anteriormente, PrPc esta ligado a membrana celular
através de uma ancora de GPI e se localiza preferencialmente em dominios
de membrana ricos em esfingolipidios e colesterol (plataformas lipidicas)
(GALVAN et al. 2005).

As plataformas lipidicas s&o definidas como pequenos dominios
heterogéneos, altamente dinédmicos, enriquecidos por colesterol e
esfingolipidios que compartimentalizam processos celulares e podem ser
estabilizados para formarem plataformas maiores através de interagdes
proteina-proteina e proteina-lipidio (PIKE 2006).

Anormalidades nas plataformas lipidicas tém sido encontradas em
diversas doencas, incluindo aterosclerose, diabetes, céancer, distrofia
muscular e doengas neurodegenerativas como doenga de Alzheimer.

Atualmente, acredita-se que PrPc poderia ser um organizador destas
plataformas lipidicas. Um cross-linking entre moléculas de PrPc poderia
induzir a um rearranjo das plataformas lipidicas através de movimento lateral
(MAYOR e RAO 2004). De fato, o agrupamento de PrPc desencadeia varios
processos de transdugao de sinal, incluindo o recrutamento de moléculas de
adesao (TAYLOR e HOOPER et al. 2006). Como as plataformas lipidicas
contém receptores e proteinas especializadas em sinalizacao celular, é
possivel que PrPc possa modular a atividade destas proteinas através da

reorganizagao destas estruturas (LINDEN et al. 2008).
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Em adipdcitos, a localizacdo do receptor de insulina se da em
estruturas denominadas cavéolas, invaginagdes da membrana consideradas
como dominios especializados das plataformas lipidicas, que se originam da
oligomerizacdo das caveolinas (GUSTAVSSON et al. 1999).
Interessantemente, a caveolina-1 funciona como um ativador da sinalizacao
do receptor de insulina e animais deficientes para caveolinas-1 e 3 sofrem
de resisténcia a insulina (COHEN et al. 2003; CAPOZZA et al. 2005). Desta
maneira, a ativacdo do receptor de insulina depende das plataformas
lipidicas e uma alteragdo em PrPc com a consequente modificagdo das
plataformas, poderia afetar a atividade do receptor de insulina.

Além da hipdtese de PrPc participar da regulagdo do receptor de
insulina pelo fato de ambos estarem presentes nas plataformas lipidicas,
também existe a possibilidade de uma regulacédo através da via de
sinalizagdo downstream do receptor de insulina. Por exemplo, ja foi
demonstrado que PrPc esta envolvido na via de sinalizagcdo de PIBK-mTOR,
mediando a sintese de proteinas em resposta a ligagdo com a proteina STI1
(STI1 — stress inducible protein 1) (ROFFE et al. 2010). Interessantemente,
um dos substratos de mTOR, a quinase S6K1, esta envolvida em um ciclo
de “feedback” negativo para IRS1. S6K1 ativada aumenta a fosforilagdo dos
residuos S307 e S636/S639 de IRS1, que estdo envolvidos com a
resisténcia a insulina. Desta maneira, a ativacido da via de mTOR em
condicbes de abundancia de nutrientes leva a uma ativagao de S6K1 que

regula negativamente a sinalizagcéo de insulina (UM et al. 2004).
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Camundongos deficientes em S6K1 sdo hipoinsulinémicos,
intolerantes a glicose e possuem massa de células B diminuida. No entanto,
estes mesmos camundongos mantém os niveis de glicose normais apos
jejum, sugerindo hipersensibilidade a insulina (PENDE et al. 2000). Portanto,
como PrPc é um ativador da via de mTOR e consequentemente de S6K1,
levanta-se a possibilidade de que possa ter alguma influéncia sobre o
“feedback” negativo da via de sinalizagao da insulina.

Em outro estudo recente, demonstrou-se que PrPc é altamente
expresso em adenocarcinomas colorretais e esta envolvido na regulagao da
expressdo de Glut1l através da via Fyn-HIF2-a. Como Glut1 é um
transportador de glicose e € necessario para a alta atividade da via glicolitica
vista nos tumores colorretais, o silenciamento de PrPc reduziu a taxa de
proliferacdo e a sobrevivéncia das células tumorais in vitro e in vivo (LI et al.
2011).

Deste modo, podemos levantar a hipotese de que PrPc influencia
uma resposta celular e sistémica a insulina através de diversos mecanismos

distintos.

1.5 DOENCAS PRIONICAS, OBESIDADE E RESISTENCIA A

INSULINA

Existem diversos estudos que demonstram que a infeccédo por PrPsc

altera fungdes fisioldgicas importantes, como por exemplo, a deficiéncia na
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sinalizagdo do receptor de insulina, ou causando a obesidade até mesmo
antes de aparecerem os primeiros sintomas clinicos das doencgas.

STROM et al. (2013) demonstraram que a infecgdo de um macaco
cinomolgo (Macaca fascicularis) por BSE (encefalopatia espongiforme
bovina), causou ganho de peso em um estagio muito inicial da fase pré-
clinica da infeccdo. Foi descrito também que a infeccido por PrPsc causa
obesidade em camundongos, mais especificamente a cepa scrapie ME7
(CARP et al. 1998). O mesmo grupo demonstrou anteriormente que
camundongos infectados que se tornaram obesos também apresentaram
intolerancia a glicose e hiperglicemia (CARP et al. 1989).

Outro estudo demonstrou que o trafego vesicular pds-Golgi é
atrasado em células de neuroblastoma N2a com PrPsc. A expressao de
PrPc na superficie celular diminuiu e se acumulou no complexo de Golgi.
Também foi demonstrado que o receptor de insulina assim como sua
autofosforilacdo e a proteina atractina estao reduzidos na superficie celular
em células infectadas (UCHIYAMA et al. 2013). O estudo sugere que existe
prejuizo na sinalizagao de insulina devido a redugdo de IRa na membrana
por causa do comprometimento do trafego de vesiculas pds-Golgi
(UCHIYAMA et al. 2013).

BAILEY et al. (2008) avaliou as alteragbes induzidas por prion no
pancreas apo6s a infeccdo de hamsters com PrPsc, medindo as
concentragbes de insulina e a glicemia pds-prandial e de jejum. Apds a
infeccdo por prions os hamsters apresentaram hiperinsulinemia e

hiperglicemia em estagios pré-clinicos da doenca. Foram observadas
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alteragdes das fungdes enddcrinas do pancreas, porém estas alteracdes néo
foram associadas a deposi¢cao de PrPsc no mesmo 6rgao. O autor acredita
que as alteragdes induzidas por prion na homeostase da energia podem
ocorrer em areas do hipotalamo que controlam a saciedade e em centros
autonémicos que controlam as atividades pancreaticas (BAILEY et al. 2008).
De fato, na presenca de concentragdes basais de insulina, o estimulo da
sinalizacao de insulina no hipotalamo € suficiente para inibir a producédo de
glicose (pelo figado). A perda desta regulagao pode resultar em intolerancia
a glicose e, portanto a resisténcia a insulina no hipotalamo pode possuir
papel na patofisiologia da diabetes mellitus tipo 2.

Além do envolvimento das infecgdes por prion na atividade do
receptor de insulina, também foram observadas alteragdes no transportador
de glicose Glut3 apds infecgcao por TSEs em hamsters. Glut3 € o principal
transportador de glicose em neurdnios, sendo responsavel pela captagao de
glicose nos mesmos. Os niveis de HIF-1a (fator induzido por hipoxia -1) que
regula positivamente a expressdo de Gluts foram reduzidos
significativamente no cérebro dos animais apés a infecgao, reduzindo assim
a expressao de Glut3 muito antes do que o aparecimento dos sintomas
clinicos (YAN et al. 2014).

Outro estudo também mostra a conexdo da regulagdo da glicemia
com a proteina prion celular. Neste estudo foi demonstrado que a expressao
de PrPc esta suprimida em células B-pancreaticas de ratos hiperglicémicos
sugerindo uma regulagcao de PrPc na homeostase da glicose. No mesmo

estudo também observaram que camundongos deficientes para PrPc
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possuem intolerancia a glicose, sem no entanto, estabelecer nenhum

mecanismo para esta deficiéncia (STROM et al. 2011).

1.6 PPAR-Y E RESISTENCIA A INSULINA

Em condi¢gbes normais o tecido adiposo branco armazena o excesso
de energia na forma de gordura. Quando a entrada de energia € maior do
gue o gasto energético, o tecido adiposo se expande devido a hiperplasia e,
principalmente pela hipertrofia dos adipécitos. Os adipdcitos hipertrofiados
secretam adipocinas (leptina, adiponectina e resistina, por exemplo) que
podem interferir diretamente na sinalizacdo de insulina (SIERSBAEK et al.
2010).

A adipogénese € um processo que envolve fatores de transcricdo que
agem em diferentes pontos durante a diferenciacdo. PPAR-y é um
regulador-chave no desenvolvimento de adipdcitos tanto in vitro como in
vivo. PPARs sdo ativados por uma variedade de acidos-graxos e seus
derivados, como por exemplo, as prostaglandinas (SIERSBAEK et al. 2010).

Drogas agonistas de PPAR-y (Tiazolidinedionas — TZDs) aumentam a
sensibilidade a insulina, além de aumentar a capacidade de armazenamento
de acidos-graxos nos adipocitos, diminuindo assim a quantidade de acidos-
graxos circulantes. PPAR-y ativa a expressao de adiponectina, que esta
envolvida na sensibilizacdo do figado e do musculo a insulina (SIERSBAEK

et al. 2010).
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A expressao e funcado de Glut4 pode ser regulada a niveis proteicos e
de mRNA. As TZDs aumentaram o mRNA de Glut4 em tecido muscular.
Uma vez que as TZDs se ligam a PPAR-y, causam o desacoplamento de co-
supressores e a ligacao de co-ativadores, que levam ao desligamento de
PPAR-y do gene promotor de Glut4. Isto leva a diminuigcdo da supressao
génica, aumentando a expressdo de Glut4 e, subsequentemente,

aumentando a resposta a insulina (KARNIELI e ARMONI 2008).
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OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho é estabelecer a relacdo entre PrPc e a

resposta sistémica a insulina. Para isto, os objetivos especificos sao:

1

Estabelecer a glicemia basal pds-prandial, no jejum e em resposta a
administragdo de insulina em camundongos do tipo-selvagem,
deficientes para PrPc e que superexpressam PrPc. Assim como
estabelecer os niveis de insulina no jejum e apds a administragao de
glicose.

Verificar o efeito de dietas de alta gordura sobre a glicemia basal pos-
prandial e no jejum em animais do tipo-selvagem, deficientes para
PrPc e que superexpressam PrPc.

Verificar o efeito de dietas de alta gordura sobre a estrutura dos
tecidos e peso em animais tipo-selvagem, deficientes para PrPc e que
superexpressam PrPc.

Determinar os mecanismos moleculares através dos quais PrPc afeta
a resposta a insulina. Particularmente, determinar o estado de
ativacao das proteinas de resposta a insulina (IR, IRS), da via de AKT
e dos transportadores de glicose em tecidos extraidos dos
camundongos ou em células P-MEF dos trés gendtipos distintos.
Verificar a translocagao de Glut4 para a membrana apds o estimulo
com insulina nas células P-MEF dos diferentes gendtipos através de

citometria de fluxo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CAMUNDONGOS

Os camundongos Zrch ou ZPrnp0/0 foram construidos por BUELER
et al. (1992) e tiveram o gene Prnp deletado na regido dos aminoacidos 4 a
186, sendo que esta sequéncia foi substituida por um cassete de neomicina.
Estes animais tém background genético misto C57/BL6J X 129 Sv.

Como controle para os experimentos, foram gerados camundongos
controle Zrch Prnp** (ZPrnp**) através do acasalamento entre os animais
C57/BL6J e 129 Sv. O cruzamento continuo a partir dos F1 destes animais
gerou a cepa tipo-selvagem de background misto que é controle para os
camundongos ZPrnp®®.

Utilizamos também animais que superexpressam PrPc, denominados
TG20 (FISCHER et al. 1996). Estes animais s&o transgénicos construidos a
partir de blastocistos do camundongo ZPrnp0/0. Neles foram inseridas
copias adicionais do gene de PrPc que levam a expressao de
aproximadamente 6 vezes mais proteina do que os animais tipo-selvagem.
Estes animais tém, portanto, o mesmo background genético dos ZPrnp0/0.

Os experimentos foram repetidos em outra linhagem de animais
deficientes para PrPc (Edinburgh ). Os camundongos Edbg Prnp-/- foram
construidos por MANSON et al. (1994), e neles o cassete de neomicina foi

inserido no sitio de restricdo da enzima Kpn-1 presente na ORF de Prnp.
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Nos ultimos anos estes animais foram re-acasalados com animais de
background C57/BL10 por 20 geragbes no Laboratério do Dr. Bruce
Chesebro (Rocky Mountains NIH). Na tentativa de controlar o background
genético desta linhagem dentro dos experimentos, animais heterozigotos
(Edbg Prnp+/-) sdo continuamente acasalados com C57/BL10 (backcross).
Os 50% de animais heterozigotos provenientes destes acasalamentos sao
acasalados entre si e geram uma prole onde 25% dos animais sao
homozigotos para a deplecéo (EPrnp-/-) 25% sao controles homozigotos
sem deplecéo EPrnp+/+ e 50% sao heterozigotos (EPrnp+/-). Estas proles
entdo sado usadas para os experimentos, pois ttm o mesmo background e o
controle tipo-selvagem vindo do mesmo acasalamento.

Também foram utilizados os animais Backcross, que sédo o resultado
do acasalamento dos animais Zrch | com C57/BL6 por no minimo 10
geragoes, para diminuir interferéncias de background genético.

Todas as linhagens foram divididas em gaiolas de acordo com o sexo,
gendtipo e porcentagem de gordura da ragédo. Logo apdés o desmame (3
semanas de idade) os camundongos foram alimentados exclusivamente
com dietas de alto conteudo de gordura (60% das calorias provenientes de
gordura, catdlogo numero D12492|, 45% das calorias provenientes de
gordura, catalogo numero D124511 ou conteudo normal de gordura, sendo
10% das calorias provenientes de gordura; D12450BI, todas da Research
Diets). Duas vezes por semana, era adiconado conteudo previamente

pesado de racdo, antes disso porém, o restante era pesado para se ter o
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controle da ingestdo. Os experimentos foram iniciados aos 2 meses de

idade.

3.2 MEDIDAS DA CONCENTRACAO DE GLICOSE E INSULINA

IN VIVO

Para a medida de glicemia e insulina em jejum foram utilizados
camundongos sob alimentagcdo normal ou sob jejum de 18 horas. Duas
amostras de 20ul cada de sangue por camundongo foram obtidas. Para isso
o camundongo foi colocado sobre uma superficie horizontal e foi realizada
uma pequena pungao da cauda, com o auxilio de uma agulha ou bisturi, com
o intuito de promover um leve sangramento, ndo foi necessaria a contengao
do animal. Para a medida de insulina, glicemia, uma amostra de 20ul de
sangue foi armazenada em um tubo de microcentrifuga com solugdo de
fluoreto anticoagulante para obtengdo de plasma, que é obtido com a
centrifugacao dos tubos por 15 minutos a 2500 rpm.

Para a medida de glicemia, foi utilizado o kit glicose monoreagente
K082 da empresa Bioclin. Se trata de um teste enzimatico colorimétrico, cujo
principio de acado é a oxidagao enzimatica da glicose pela glicose oxidase,
gerando peréxido de hidrogénio, que, em presenga da peroxidase reage
com 4-Aminoantipirina e Fenol, formando um cromégeno vermelho cereja

cuja intensidade é proporcional a concentragao de glicose.
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As amostras foram lidas em espectrofotometro a 505nm. Para a
medida de insulina sérica foi utilizado o teste de ELISA (Cat. # EZRMI-13K)

para camundongos, comercializado pela empresa Millipore.

3.3 CURVA DE TOLERANCIA A INSULINA E GLICOSE

Para a realizacdo da curva de toleréncia a insulina, foi retirada
uma amostra de sangue de 20uL (como descrito no item 3.2) no periodo
pos-prandial, depois injetou-se 0,012Ul de insulina por camundongo, uma
amostra de sangue de 20uL foi retirada a cada 30 minutos até completar
90 minutos. A medida da glicose foi feita como descrito no item 3.2.

Para a realizagdo da curva de tolerédncia a glicose, os animais
foram mantidos em jejum por 18 horas, apos este periodo retirou-se uma
amostra de 20uL de sangue. Injetou-se 2g/Kg de (glicose por
camundongo, uma amostra de sangue de 20uL foi retirada a cada 30
minutos até completar 90 minutos. A medida de insulina foi feita

conforme descrito no item 3.2.

3.4 TRIGLICERIDES MONOREAGENTE

Os animais foram deixados em jejum por 18 horas. Foram coletados
20uL de sangue de cada animal através de puncdo na cauda em tubo
contendo anticoagulante fluoreto. O sangue foi centrifugado a 2500rpm por

15 minutos e o plasma foi separado para analise. Foi utilizado o kit
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Triglicérides monoreagente da Bioclin cat. K117, que € um teste
colorimétrico. O principio do teste se baseia na seguinte reacdo: Lipase
Lipoprotéica — Glicerol Quinase — Glicerol-3-Fosfato Oxidase — Peroxidase —

Cromégeno Cereja. As amostras foram lidas em espectrofotdmetro a 505nm.

3.5 REMOCAO DOS TECIDOS PARA ANALISE

Os tecidos foram removidos dos animais apds jejum de 18 horas.
Foram extraidos figado, cérebro, tecido adiposo e musculo. Os tecidos
foram congelados imediatamente apds a retirada em freezer -80°C para
posterior analise ou foram fixados em formaldeido 10%, parafinizados,

cortados, corados com hematoxilina-eosina e analisados em microscépio.

3.6 WESTERN BLOT

Os tecidos retirados dos camundongos e as células foram lisados
com o seguinte tampao: Tris HCI pH 8,0- 50mM; NaCl — 150mM; EDTA -
1mM; NP40- 1%, deoxicolato de sodio — 0,5%, Inibidor de fosfatase - 10%;
inibidor de protease - 10% e H;O. Os lisados foram centrifugados a
14000rpm por 15 min e o sobrenadante transferido para novos tubos. Foi
feita a quantificagdo em Bradford e adicionado tampao redutor. As amostras
foram corridas em gel de SDS-PAGE em amperagem controlada. Apds a
corrida foi feita a transferéncia para membrana de nitrocelulose. Apds a

transferéncia a membrana foi bloqueada com TBST-5% leite por 1 hora. Foi
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colocado um dos seguintes anticorpos primarios “overnight”. (P-IRS-1
(Ser636/639) #2388 — 1:1000 em TBST 5% BSA; IRS-1 mouse mAb #3194 —
1:1000 em TBST 5% leite; P-IGF | Receptor B (Tyr1135/1136)/Insulin
receptor B (Tyr1150/1151) Rabbit mAb #3024 — 1:1000 em TBST — 5% BSA;
Insulin receptor B mouse mAb #3020 — 1:1000 em TBST 5% BSA; Glut4
mouse mAb #2213 — 1:1000 em TBST 5% leite; P-AKT (Ser473) rabbit mAb
#4058 — 1:1000 em TBST 5% BSA; P-AKT (Thr 308) rabbit mAb — 1:1000
em TBST 5% BSA; AKT rabbit #9272 — 1:1000 em TBST 5% BSA; PPAR-y
rabbit mAb #2443 — 1:1000 em TBST 5% BSA; todos da Cell signaling; anti-
Glut1 cat. 07-1001 — 1:1000 em TBST 5% BSA da Millipore e a-tubulin
mouse monoclonal antibody T9026 — 1:10000 em TBST 5% BSA da Sigma-
Aldrich. Apds isso foi colocado o anticorpo secundario acoplado a
peroxidase ECL Rabbit IgG #NA9310V ou ECL Mouse IgG #NA9310V
ambos da GE — 1:5000 por 1 hora e a membrana foi revelada com kit de

quimioluminescéncia da marca Thermo scientific cat. 3206.

3.7 CULTURA PRIMARIA DE FIBROBLASTOS

EMBRIONARIOS (P-MEF) E TRATAMENTO COM INSULINA

Foram utilizados embrides de 14 dias dos animais Zurichl KO
(zPrnp®®), WT (ZPrnp**) e TG20. Fémeas gravidas 14 dias pos-coito foram
sacrificadas por inalagdo de CO?. Os embrides foram removidos da tuba
uterina e dissecados para remover a cabega, membros e érgaos internos. O

restante do corpo foi picotado com auxilio de pincas e os pedacgos colocados
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em meio DMEM com tripsina. Os pedacgos foram agitados em termomixer
com temperatura de 37°C a 900-1050 rpm por 20 minutos. Foi retirado o
sobrenadante e as células foram ressuspendidas em DMEM Dulbecco's
Modified Eagle Medium- low glucose-Gibco®) com 10% de soro fetal bovino
(Invitrogen). As culturas foram deixadas em estufa a 37°C. O meio foi
trocado a cada 2 dias e as células repicadas a cada 4 dias.

As células dos trés gendtipos foram plaqueadas em densidade de 10°
células por placa p60. No dia seguinte as mesmas foram carenciadas
utilizando-se o0 mesmo DMEM porém sem soro fetal bovino por 1 hora. Apés
este tempo as células foram tratadas com 100nM de insulina por 15 min. Foi

feito o extrato e o western blot como descrito no item 3.6.

3.8 CAPTACAO DE GLICOSE DOS FIBROBLASTOS APOS

TRATAMENTO COM INSULINA OU METFORMINA

As células P-MEF dos trés gendtipos, KO, WT e TG20, foram
plaqueadas utilizando-se 10° células e mantidas em cultura. No dia seguinte
as ceélulas foram carenciadas por 1 hora utilizando-se meio DMEM sem soro,
reservou-se uma aliquota deste meio para a realizacdo da medi¢cao de
glicose no tempo 0. Ap6s este tempo adicionou-se insulina (100nM) ou
metformina (1 e 5mM) por 6 horas. As placas controle ndo receberam
nenhum tratamento. Apds este periodo coletou-se 10uL de cada placa para
a medicao de glicose do meio, utilizando-se o kit de glicose monoreagente

K082 da empresa Bioclin, conforme descrito no item 3.3. O calculo da
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captacado de glicose foi realizado subtraindo a medida de glicose final da

medida de glicose do tempo 0. Os experimentos foram feitos em ftriplicata.

3.9 CITOMETRIA DE FLUXO COM CELULAS P-MEF

As células P-MEF KO, WT e TG20 foram plaqueadas igualmente em
P100 (5x10°). No dia seguinte as células foram carenciadas por 1 hora com
DMEM low glucose. As células receberam insulina (100nM) por 30 minutos.
Apos este periodo as células foram removidas das placas utilizando-se PBS
com EDTA e com auxilio de cell scraper. Foram centrifugadas por 3 minutos
a 2500rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet de células foi
ressuspendido com 200uL de anticorpo Glut4 (1F8 Mouse mAb#2213 - Cell
signaling) diluido 1:100 em PBS 0,5% BSA, por 1 hora a 4°C. Apos este
tempo as células foram lavadas 3 vezes com PBS 0,5% BSA e
ressuspendidas com o anticorpo secundario Alexa Fluor® 488 ou 405 Dye —
Life technologies, diluido 1:1000 em PBS 0,5% BSA, e incubadas por 1 hora
no escuro a 4°C. Em seguida as células foram lavadas 3 vezes com PBS
0,5%BSA, filtradas e lidas em citometro FACSCanto BD. Utilizou-se como
controle as células sem marcagao e as marcadas somente com anticorpo

secundario. A analise foi feita utilizando-se o software Flowing software.
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3.10 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software
GraphPad Prism 6 for Windows. Utilizamos os testes T de student (para se
comparar a meédia de 2 grupos), na comparagao de glicemia pos-prandial e
de jejum. One Way ANOVA (comparar as médias de 2 ou mais amostras
distintas com apenas uma variavel independente). Teste de Kruskall Wallys
(ndo-paramétrico), na analise de western blots dos tecidos. Utilizamos Two
way ANOVA (andlise de mais de uma variavel independente e multiplas
observagbes para cada variavel independente) para a analise dos
experimentos realizados com os camundongos, onde havia mais de uma
variavel, como porcentagem de gordura da ragéo e gendtipo. Considerou-se

p<0,05 como significativo.
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4 RESULTADOS

4.1 MEDIDAS DE GLICEMIA E INSULINA SERICA

Iniciamos nossos trabalhos verificando se a presenca de PrPc poderia
alterar a resposta sistémica a insulina. Para isso, utilizamos animais tipo
selvagem, animais nocaute para PrPc e animais que superexpressam PrPc.
Como podem exisitir alteracbes metabdlicas dependentes de cepas de
camundongos, utilizamos animais deficientes para PrPc provenientes de
duas construcdes independentes e que foram feitas em cepas distintas:
Zurichl (tipo-selvagem ZPrnp+/+ e nocautes Zprnp0/0) sdo animais com
background misto BL6/129Sv e Edinburgh1 (tipo-selvagem EPrnp+/+ e
nocautes EPrnp-/-) sdo animais com background puro BL6. Os animais
TG20 foram construidos a partir dos Zurichl e por isso os resultados sao
comparados aos Zurichl. Para verificar também se influéncias ambientais
poderiam alterar a resposta sistémica a insulina, diferentes grupos de
animais foram alimentados com racdes contendo 10%, 45% ou 60% das
calorias provenientes de gordura.

No primeiro experimento realizado, verificamos como estava o
controle da glicemia sérica em condi¢cdes pos-prandiais e em jejum. Em
condigbes ideais, espera-se que haja diferengca significativa entre as
glicemias poés-prandial e de jejum, caracterizando-se assim a boa regulagéo

da glicemia sérica.
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4.1.1 Medidas de Glicemia dos animais Zurichl E TG20

Podemos observar que aos dois meses de idade os animais TG20
apresentavam boa regulagcdo da glicemia sérica, sendo o nivel glicémico
pos-prandial significativamente maior que o nivel glicémico em jejum, em
ambos os tratamentos (ragdes 10 e 60% de gordura) da mesma maneira
que os camundongos tipo-selvagem. Ja os camundongos deficientes para
PrPc haviam perdido essa regulacédo (Figura 4), ndo apresentando
diferencas entre a medida de glicemia pés-prandial e em jejum.

Aos 3 meses de idade, tanto os animais tipo-selvagem quanto os
animais deficientes para PrPc haviam perdido a regulagédo glicémica quando
alimentados com a ragédo contendo 60% de gordura (Figura 5). No entanto,
0S animais que superexpressam PrPc continuavam mantendo esta
regulacdo, demonstrando que a superexpressao de PrPc pode contribuir
para uma melhor resposta a insulina.

Ja os camundongos que fizeram a ingestdo da ragdo contendo 10%
de gordura, dos trés gendtipos, mantiveram a boa regulagédo da glicemia até
o final do experimento, tanto aos dois meses de idade quanto aos trés

meses de idade (Figura 4A e 5A).
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Figura 4 - Gréficos representando a glicemia no periodo pds-prandial e em

jejum dos camundongos tipo-selvagem ZPrnp+/+ (WT). n=6, deficientes para

PrPc Zprnp0/0 (KO), n=6 e TG20, n=6 aos 2 meses de idade alimentados com a ragao
contendo 10% (A), 60% (B) de gordura. (* p<0,05 Teste T de student — média com desvio

padréo).
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Figura 5 - Gréficos representando a glicemia no periodo pds-prandial e em

jejum dos camundongos tipo-selvagem ZPrnp+/+ (WT). n=6, deficientes para

PrPc Zprnp0/0 (KO), n=6 e TG20, n=6 aos 3 meses de idade alimentados com a racao
contendo 10% (A) e 60% (B) de gordura. (* p<0,05 Teste T de student — média com desvio

padrao).
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Comparando-se somente as glicemias de jejum podemos observar
que os animais TG20 possuem glicemia de jejum significativamente menor
do que os animais WT e KO (Figura 6). Este resultado indica que na
auséncia de PrPc existe um risco aumentado para um quadro de diabetes,

enquanto a presenca de altos niveis niveis de PrPc confere uma resisténcia

a esse quadro.
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Figura 6 - Graficos representando a comparacéao das glicemias de jejum dos
camundongos deficientes para PrPc Zprnp0/0 (KO), n=6, do tipo-selvagem

ZPrnp+/+ (WT), n=6 e TG20, n=6, da ragcéo 60% de gordura aos 2 meses de idade (A) e aos
3 meses de idade (B) (* p<0,05; One way ANOVA — média com desvio padrao).
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4.1.2 Medidas de Glicemia dos Animais Edinburgh |

Os camundongos Edbgl também foram divididos por gendtipo e
alimentados com racgbes de diferentes porcentagens de gordura. Aos dois
meses de idade, podemos observar que os camundongos alimentados com
a racao contendo 10% de gordura de ambos os gendtipos, apresentaram
boa regulagdo da glicemia sérica, sendo o nivel glicémico pdés-prandial
significativamente maior que o nivel glicémico em jejum (Figura 7). No
entanto, esta cepa de camundongos parece apresentar maior sensibilidade
a dieta de alta gordura, pois os animais alimentados com a ragdo 60% de
gordura perderam a regulagdo da glicemia ja aos 2 meses de idade,
independentemente do gendtipo. Portanto animais deste grupo passaram a
ser acompanhados apenas nas medidas de peso € nao mais nas medicdes
de glicemia.

Foi feito um novo grupo de animais Edbgl, que foram alimentados
com outra ragdo contendo 45% das calorias provenientes de gordura. Os
animais alimentados com a ragdo contendo 45% de gordura de ambos os
gendtipos, apresentaram boa regulacdo da glicemia sérica, sendo o nivel
glicémico pés-prandial significativamente maior que o nivel glicémico em

jejum (Figura 7).
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Figura 7 - Graficos representando a glicemia no periodo pds-prandial e em
jejum com os camundongos aos 2 meses de idade do tipo-selvagem EPrnp+/+ (WT), n=6 e

deficientes para PrPc EPrnp-/- (KO), n=6, alimentados com a ragao contendo 10% (A), 45%
(B) ou 60% (C) de gordura. (* p<0,05 Teste T de student - média com desvio padréo).
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Figura 8 - Graficos representando a glicemia no periodo pos-prandial e em

jejum com os camundongos aos 3 meses de idade do tipo-selvagem EPrnp+/+ (WT), n=6 e

deficientes para PrPc EPrnp-/- (KO), n=6 alimentados com a rag&o contendo 10% (A), 45%

(B) de gordura. (* p<0,05 Teste T de student — média com desvio padréo).

Aos trés meses de idade, os camundongos alimentados com a ragao
contendo 10% de gordura de ambos os gendtipos, apresentaram boa
regulagéo da glicemia sérica, sendo o nivel glicémico pds-prandial maior que
o nivel glicémico em jejum (Figura 8). Os animais alimentados com a ragao
contendo 45% de gordura de ambos os gendtipos também apresentaram
boa regulacdo da glicemia sérica, sendo o nivel glicémico pos-prandial
maior que o nivel glicémico em jejum (Figura 8).

Ja aos quatro meses de idade, podemos observar que enquanto os
camundongos alimentados com a rag&o contendo 10% de gordura de ambos
0s genotipos, apresentaram boa regulagcdo da glicemia sérica, os animais
alimentados com a ragdo contendo 45% de gordura apresentaram
diferencas na regulacdo da glicose sérica: os animais tipo-selvagem
apresentaram boa regulagdo da glicemia sérica, sendo o nivel glicémico

pos-prandial bem maior que o nivel glicémico em jejum enquanto os animais
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deficientes para PrPc ndo apresentaram mais esta regulacao, e os niveis de

glicemia sérica ficaram iguais no jejum e no periodo pés-prandial (Figura 9).
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Figura 9 - Graficos representando a glicemia no periodo pos-prandial e em

jejum com os camundongos aos 4 meses de idade do tipo selvagem EPrnp+/+ (WT), n=6 e

deficientes para PrPc EPrnp-/- (KO), n=6 alimentados com a rag&o contendo 10% (A), 45%

(B) de gordura. (* p<0,05 Teste T de student — média com desvio padréo).

4.1.3 Medidas de Insulina Zrchl e TG20

Para verificar se a regulagdo alterada da glicemia, observada nos
resultados demonstrados anteriormente, era devida a uma alteracdo na
secregao de insulina ou a uma alteracdo na resposta sistémica a insulina,
realizamos medidas de insulina sérica apos jejum nos camundongos aos 5

meses de idade, que foi a idade do término do experimento.
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Figura 10 - Grafico representando os niveis de insulina presentes no plasma
dos animais tipo-selvagem ZPrnp+/+ (WT), deficientes para PrPc Zprnp0/0
(KO) e TG20, divididos por porcentagem de gordura na ragdo. (*p<0,05 —

One way ANOVA — média com desvio padréo).

Na figura 10 podemos verificar que os animais deficientes para PrPc
Zprnp0/0 (KO) que fizeram a ingestdo da racdo de 60% de gordura
apresentam niveis dramaticamente altos de insulina plasmatica, indicando
um quadro de hiperinsulinemia. Os animais de todos os gendtipos
alimentados com as ragdes contendo 10% de gordura ndao apresentaram
alteracao na insulina sérica. Os animais tipo-selvagem e TG20 alimentados
com as ragdes de 60% de gordura também nao apresentaram essa
alteracao.

O “homeostasis model assessment-estimated insulin resistance”
(HOMA-IR), foi desenvolvido por MATTHEWS et al. (1985) e vém sendo
largamente utilizado para estimar a resisténcia a insulina. Ele pode ser

comparado ao clamp euglicémico que € o método “gold standart” para a
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quantificacado da resisténcia a insulina. Para este calculo utiliza-se a seguinte

férmula: insulina em jejum (pU/L) x glicose em jejum (nmol/L)/22.5
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Figura 11 — Grafico representativo dos valores de HOMA-IR dos animais Zrch |
e TG20. n= 6 camundongos por genétipo (One way ANOVA, * p<0,05 — média com desvio

padrdo).

Quanto maior o valor do HOMA-IR, maior a resisténcia a insulina.
Como podemos observar no grafico da figura 6 o valor do HOMA-IR dos
animais deficientes para PrPc Zprnp0/0 é significativamente maior do que o
valor apresentado nos animais do tipo selvagem (ZPrnp+/+) e TGZ20,
caracterizando-se entdo a maior resisténcia a insulina nos animais
deficientes para PrPc (Zprnp0/0).

Abaixo podemos verificar os valores de referéncia para o HOMA-IR e
verificar que os camundongos deficientes para PrPc alimentados com a

racao de 60% de gordura, possuem resisténcia severa a insulina.
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Quadro 1 — Valores de referéncia HOMA-IR para humanos.

Categoria HOMA
Resisténcia a insulina normal <3
Resisténcia a insulina moderada Entre 3e 5
Resisténcia a insulina severa >5

4.1.4 Medidas de Insulina Edinburgh |
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Figura 12 — A- Grafico representando os niveis de insulina presentes no

plasma dos animais EPrnp+/+ (WT) e deficientes para PrPc EPrnp-/- (KO) aos 6 meses de
idade, divididos por porcentagem de gordura da ragéo. (**p<0,05 One way ANOVA —média

com desvio padrdo). B — Grafico reprsentando os valores de HOMA-IR dos animais
EPrnp+/+ (WT) e deficientes para PrPc EPrnp-/- (KO) aos 6 meses de idade, divididos por

porcentagem de gordura da ragao (*p<0,05 One way ANOVA —média com desvio padrao).
Podemos verificar que, assim como ocorreu nos animais Zurichl, a
insulina dos animais EPrnp-/- (KO) alimentados com a ragédo de 60% e 45%
de gordura também sao significativamente maiores do que a insulina dos
animais EPrnp+/+ (WT). Demonstramos mais uma vez, agora em animais de

background distinto, a influéncia de PrPc na regulagéo da resposta a insulina

(Figura 12).
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4.1.5 Curvas de Tolerancia a Insulina e Glicose

Para determinar a real sensibilidade sistémica a insulina, ensaios de
curvas de tolerancia a insulina foram realizados. Nesse momento, ficaram
disponiveis no laboratério os camundongos backcross (Acasalamento de
Zurichl com C57/BL6). Como estes animais possuem menor variabilidade
genética, optamos por utiliza-los para este experimento. Utilizamos animais

de 3 meses de idade, que ja apresentam resposta diferencial a dieta de alta

gordura.
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Figura 13 — Graficos representando as curvas de tolerancia a insulina dos

animais Backcross do tipo selvagem para PrPc (WT), n=6, deficientes para PrPc
(KO), n=6 e TG20, n=6 apds administragcao de insulina nos tempos 30, 60 e 90 minutos. A —

Curva dos animais da ragéo 60% de gordura (Two way ANOVA, * p<0,05; n=6 animais por
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gendtipo). B — Curva dos animais da ragdo 10% de gordura (Two way ANOVA; *p<0,05
média com desvio padrédo - n=6 animais por genotipo).

Podemos observar que ha uma maior resposta dos animais TG20
apos a administragdo de insulina, com uma maior diminuigdo da glicemia, o
que demonstra uma sensibilidade sistémica a insulina aumentada (Figura
13A e B). Esta diferengca se nota em todos os tipos de alimentagéo,
ressaltando a dependéncia de PrPc para a resposta a insulina. Nos animais
da racédo 60% de gordura também podemos observar que os animais
deficientes para PrPc possuem uma menor diminuigdo da glicemia apds a
administragcdo de insulina do que os animais do tipo selvagem e TG20

(Figura 13A), demonstrando uma menor sensibilidade a insulina nos animais

KO.
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Figura 14 - Graficos representando as curvas de tolerancia a glicose dos

animais Backcross do tipo selvagem para PrPc (WT), n=6, deficientes para PrPc

(KO), n=6 e TG20, n=6 apds administragao de insulina nos tempos 30, 60 e 90 minutos. A —

Curva dos animais da ragao 60% de gordura (Two way ANOVA, * p<0,05; n=6 animais por
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gendtipo). B — Curva dos animais da ragédo 10% de gordura (Two way ANOVA — nado ha

diferencgas significativas).

Na Figura 14 podemos verificar que os animais deficientes para PrPc
da racdo de 60% de gordura liberam mais insulina apés a administragéo de
glicose do que os animais TG20 e do tipo selvagem, demonstrando assim
que estes animais sdo menos tolerantes a glicose do que os deficientes para
PrPc. Podemos concluir entdo que os animais deficientes para PrPc
apresentam a Diabetes Mellitus do tipo 2, uma vez que apresentam uma
menor diminuicdo da glicemia apdés a administracdo de insulina e
apresentando producdo elevada da mesma, porém nao a utilizam
adequadamente. Em relagdo aos camundongos da ragao 10%, a quantidade
de glicose utilizada nédo foi capaz de aumentar os niveis de insulina no

sangue.

4.2 MEDIDAS DE PESO E TRIGLICERIDES

4.2.1 Medidas de Peso dos Animais Zurichl

Para acompanhar as medidas de glicemia e insulina séricas, foram
realizadas também medidas de peso dos animais de cada racdo. Podemos
observar que os animais deficientes para PrPc possuem maior ganho de
peso do que os animais tipo-selvagem e TG20 (Figura 15). Para controlar se
0 ganho de peso nao estaria sendo devido a ingestdo excessiva de alimento,
a quantidade de alimento dos animais de cada gendtipo foi mensurada
(Figura16), ndo tendo sido observadas diferencas significativas. Em conjunto

nossos dados indicam uma participacado de PrPc no controle da resposta
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sistémica a insulina, com implicagdes diretas em diabetes tipo Il e sindrome

metabdlica.
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Figura 15 - Grafico representando o ganho de peso (peso final - peso inicial)

dos animais tipo-selvagem ZPrnp+/+ (WT), n=6; deficientes para PrPc Zprnp0/0
(KO), n=6; e TG20, n=6; separados por porcentagem de gordura da ragdo. A - 10% de
gordura (One way ANOVA, *p<0,05 — média com desvio padrao). B — 60% de gordura (One
Way ANOVA *p<0,05 — média com desvio padrdo) C — Foto de um camundongo do tipo
selvagem alimentado com ragéo 60% de gordura. D — Foto de um camundongo deficiente

para PrPc alimentado com ragao 60% de gordura.
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Figura 16 - Peso de ragcdo consumida pelos camundongos tipo-selvagem
ZPrnp+/+ (WT), deficientes para PrPc Zprnp0/0 (KO) e TG20, separados por porcentagem

de gordura da racdo (ndo existem diferencas significativas entre os gendtipos, Two-Way
ANOVA).

4.2.2 Medidas de Peso nos Animais Edinburgh |

Podemos verificar que os animais Edinburgh | deficientes para PrPc
alimentados com a ragcdo 60% de gordura também possuem peso mais
elevado do que os animais tipo-selvagem alimentados com a mesma ragao
(Figura17), demonstrando assim em dois modelos independentes a
influéncia da presenca de PrPc na regulagdo do peso destes animais. Mais
uma vez o ganho de peso néo foi influenciado pela maior ingestao de ragao,

como pode ser visto na Figura 18.
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Figura 17 — Graficos representando o ganho de peso (peso final - peso inicial)
dos animais EPrnp+/+ (WT), n=6 e deficientes para PrPc EPrnp-/- (KO), n=6 alimentados

com as ragdes contendo 10%, 45% e 60% (*p<0,05 Two way ANOVA — média com desvio

padréao).
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Figura 18 - Peso de ragdo consumida pelos camundongos tipo-selvagem
EPrnp+/+ (WT), deficientes para PrPc Eprnp0/0 (KO) e TG20, separados por porcentagem

de gordura da ragdo (ndo existem diferencas significativas entre os gendtipos, Two-Way
ANOVA).
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4.2.3 Medida de Triglicérides nos camundongos Zurich | e Tg20

Para avaliar a relacdo da presenca de PrPc com a sindrome
metabdlica e obesidade também foram avaliados os niveis de
triacilglicerideos (triglicérides) plasmaticos dos animais. Nao foi possivel
observar diferenga significativa entre os niveis de triglicérides nos diferentes
gendtipos. Deste modo, podemos concluir que PrPc nédo apresentou

influéncia sobre o nivel de triglicérides séricos dos animais.

1L
g53

Triglicérides (mgfdL)

10% 80%
% de gordura da ra¢do

Figura 19 - Grafico representativo dos niveis de triglicérides dos animais tipo-
selvagem ZPrnp+/+ (WT), n=6; deficientes para PrPc Zprnp0/0 (KO), n=6; e TG20, n=6;
separados pela porcentagem de gordura da ragao (ndo existem diferengas significativas,
Two-Way ANOVA).

4.2.4 Medida de Triglicérides nos camundongos Edinburgh |
Assim como nos animais Zrchl, ndo houve diferenga significativa das
medidas de triglicérides dos animais Edbg, ndo sendo possivel estabelecer

uma ligagéo entre PrPc e a sintese de triglicérides (Figura 20).
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Figura 20 - Grafico representativo dos niveis de triglicérides dos animais tipo-
selvagem EPrnp+/+ (WT), n=6 e deficientes para PrPc EPrnp-/- (KO), n=6 separados pela
porcentagem de gordura da ragdo (ndo existem diferencas significativas — Two way
ANOVA).

4.3 PARAMETROS HISTOLOGICOS

Considerando a importancia de PrPc para a resposta sistémica a
insulina e o surgimento de sindrome metabdlica, analisamos
histologicamente diversos tecidos dos animais Edbg alimentados com a
ragao contendo 45% de gordura.

N&o foi encontrada nenhuma alteracdo histolégica significativa no
coracdo, cérebro ou musculo-esquelético dos animais avaliados,
independentemente do gendtipo (Figura 21). Por outro lado, fomos capazes
de notar diferencgas significativas no figado e no tecido adiposo dos animais.

No tecido adiposo dos animais do tipo selvagem EPrnp+/+ ha a
presenca de adipdcitos de menor tamanho, podendo demonstrar a

hiperplasia de adipécitos, diferentemente do que ocorre no tecido adiposo
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dos animais deficientes para PrPc EPrnp-/- que possuem adipécitos de
maior volume, o que pode caracterizar a hipertrofia de adipdécitos, com a
auséncia da diferenciagao de novos adipdcitos, que sdo de menor tamanho.
Estes resultados sao compativeis com o maior peso corporal dos animais
deficientes para PrPc (Figura 22).

Ja nos cortes histolégicos do figado, podemos verificar a maior
presenca de esteatose hepatica nos animais deficientes para PrPc EPrnp-/-.
A esteatose hepatica esta fortemente associada com a obesidade,
resisténcia a insulina e com a dislipidemia, podendo ser considerada como a
manifestacdo hepatica da sindrome metabdlica (MARCHESINI et al. 2001;
ADAMS et al. 2005). Deste modo, a analise histolégica dos tecidos evidencia
a presenca da sindrome metabdlica nos animais deficientes para PrPc

EPrnp-/- (Figura 22).
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EPmp +/+ EPrnp -I-

Figura 21 — Cortes histologicos dos seguintes tecidos: A - Coragéo, tipo
selvagem EPrnp+/+ (esquerda) e deficiente para PrPc EPrnp-/- (direita) B — Cérebro, tipo
selvagem EPrnp+/+ (esquerda) e deficiente para PrPc EPrnp-/- (direita). C — Musculo, tipo
selvagem EPrnp+/+ (esquerda) e deficiente para PrPc EPrnp-/- (direita).
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Figura 22 - A- Cortes histolégicos de tecido adiposo e de figado dos animais
Edbg do tipo selvagem EPrnp+/+ e deficientes para PrPc EPrnp-/-. B - Em cima - Medida de

area dos adipdcitos dos animais do tipo e selvagem EPrnp+/+ e deficientes para PrPc
EPrnp-/- (*p<0,05- Teste T de student). Abaixo - Porcentagem de area do figado com a
presenca de esteatose macrovesicular nos animais do tipo selvagem EPrnp+/+ e deficientes
para PrPc EPrnp-/- (*p<0,05 — Teste T de student).

4.4 WESTERN BLOT PARA AVALIACAO DE VIAS DE

SINALIZACAO

Para tentar estabelecer os mecanismos que estariam associados a
uma melhor resposta sistémica a insulina com a presenga de PrPc,
verificamos a presenca e estado de fosforilagdo de proteinas envolvidas na
via de resposta a insulina em diversos tecidos. Utilizamos cérebro, figado,
musculo e tecido adiposo, extraidos dos animais apos 6 meses de
alimentagdo com as racdes de diferentes porcentagens de gordura. Os

tecidos dos animais foram retirados apds jejum de 18 horas e foram
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realizados os western blots para diversas proteinas da via de sinalizagao de
insulina (IR, P-IR, IRS-1, P-IRS-1, AKT, P-AKT, Glut4 e Glut1). Em alguns
western blots foi utilizado um controle positivo, representado pelo sinal + nas
figuras. O controle foi feito utilizando-se um camundongo Zurichl do tipo
selvagem que foi sacrificado 15 minutos apés receber 0,012Ul de insulina,
os orgaos foram retirados e foi feito o extrato imediatamente.

Ha 6 ou 5 animais por gendtipo, porém foram utilizados apenas 3 ou 2
animais por gendtipo para as figuras representativas dos WB, que foram

selecionados de acordo com a qualidade da imagem.

4.4.1 Extrato de Figado

No figado dos animais alimentados com a ragdo contendo 10% de
gordura, houve um aumento significativo da quantidade de AKT total nos
animais TG20, no entanto esta diferenga nao foi vista no figado dos animais
alimentados com a racao 60% (Figura 23). Nao houve diferenca no estado
de ativacdo de AKT medido através de sua fosforilagdo no residuo Ser473.
Nao pudemos observar a fosforilacdo de AKT no residuo T308,

provavelmente devido ao animal ter sido sacrificado apds jejum.
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Figura 23 - Western Blots de extrato de figado dos animais Zrch | e TG20. A-

Western Blot para as proteinas P-AKT (Ser 473), AKT total e a-tubulina dos animais da
racéo 10% de gordura. B- Quantificacdo de P-AKT(Ser 473)/AKT total. C — Quantificagéo de
AKT total/a-tubulina (*p<0,05, teste de Kruskal Wallis). D - Proteinas P-AKT (Ser 473), AKT
total e a-tubulina dos animais da ragdo 60% de gordura. E - Quantificagdo de P-AKT(Ser
473)/AKT total. F- Quantificagdo de AKT total/a-tubulina.
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Figura 24 - Western Blots de extrato de figado dos animais Zrch | e TG20. A

— Glut1 e tubulina (esquerda), Glut4 e tubulina (direita) animais ragédo 10% de gordura. B —
Quantificagdo de Glut1/Tubulina (esquerda), Glut4/Tubulina (direita) animais ragédo 10% de
gordura (*p<0,05 teste de Kruskal Wallis). C - Glut1 e tubulina (esquerda), Glut4 e tubulina

(direita) animais racdo 60% de gordura. D - Quantificagdo de Glut1/Tubulina (esquerda),

Glut4/Tubulina (direita) animais 60% de gordura.
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No figado dos animais alimentados com a ragdo contendo 10% de
gordura, houve aumento de expressao do transportador de glicose Glut 4
nos animais tipo-selvagem, o que nao foi reproduzido nos animais
alimentados com a ragédo contendo 60% de gordura. Nao houve alteragéo

nos niveis do transportador de glicose Glut 1 (Figura 24).
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Figura 25 - Western Blots de extrato de figado dos animais Zrch | e TG20. A-
Proteinas P-Insulin Receptor (P-IR), Insulin receptor (IR) e a-tubulina dos animais da racao
60% de gordura. B- Quantificagdo de P-IR/IR. C — Quantificacdo de IR total/a-tubulina
(*p<0,05 teste de Kruskal Wallis).
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No figado dos animais ragcdo 60% de gordura houve aumento
significativo da expresséo do receptor de insulina total nos animais TG20.
Nao houve diferenga no estado de ativacao do receptor de insulina medido
através de sua fosforilagdo (Figura 25). Nao foi possivel visualizar estas
proteinas nos western blots dos extratos de figado dos animais da ragao
10% de gordura, talvez devido a problemas de extragdo dos tecidos. Foram
tentados diversos protocolos, porém sem sucesso.

Estes resultados parecem indicar que o mecanismo pelo qual a
presenca de PrPc possa afetar a resposta sistémica a insulina ndo seria
mediado por respostas do figado, ja que nao foram encontradas até o
momento vias alteradas nesse 6rgdo. Estes resultados parecem ainda
concordar com o fato de que no figado existe expressdo muito baixa de PrPc
(FORD et al. 2002), assim este 6rgao apresentaria pouca modulagao por

PrPc nos diferentes gendtipos.



4.4.2 Extrato de cérebro
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Figura 26 - Western Blots de extrato de cérebro dos animais Zrch | e TG20.
A- Proteinas P-AKT (Ser 473), AKT total e tubulina dos animais da ragdo 10% de gordura.
B- Quantificacdo de P-AKT(Ser 473)/AKT total (*p<0,05 teste de Kruskal Wallis). C —
Quantificagdo de AKT total/tubulina. D - Proteinas P-AKT (Ser 473), AKT total e tubulina dos
animais da ragdo 60% de gordura. E - Quantificacdo de P-AKT(Ser 473)/AKT total. F-
Quantificagdo de AKT total/tubulina.
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No cérebro dos animais alimentados tanto com a ragao contendo 10%
de gordura quanto com a ragao contendo 60% de gordura, ndo houve um
aumento significativo da quantidade de AKT total. Houve aumento de
fosforilagdo de AKT nos animais TG20 alimentados com ragdo 10% de
gordura, o que ndo foi reproduzido nas ra¢des de 60% de gordura (Figura

26).
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Figura 27 - Western Blots de extrato de cérebro dos animais Zrch | e TG20.
A — Glut1 e tubulina (esquerda), Glut4 e tubulina (direita) animais ragdo 10% de gordura. B
— Quantificagdo de Glut1/Tubulina (esquerda), Glut4/Tubulina (direita) animais ragédo 10%
de gordura. C - Glut1 e tubulina (esquerda), Glut4 e tubulina (direita) animais racdo 60% de
gordura. D - Quantificagdo de Glut1/Tubulina (esquerda), Glut4/Tubulina (direita) animais

60% de gordura (*p<0,05 teste de Kruskal Wallis).
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No cérebro dos animais alimentados com a ragao contendo 10% de
gordura, ndo houve alteragdo de expressao do transportador de glicose Glut
4, no entanto nos animais alimentados com a ragao contendo 60% de
gordura houve aumento de Glut 4 nos animais TG20. Nao houve alteracéo
nos niveis do transportador de glicose Glut 1 (Figura 27). Neste tecido
também ndo fomos capazes de observar o receptor de insulina

provavelmente por problemas de extracao.
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4.4.3 Extrato de tecido adiposo
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Figura 28 - Western Blots de extrato de tecido adiposo dos animais Zrch | e
TG20. A- Proteinas P-AKT (Ser 473), AKT total e tubulina dos animais da ragdo 10% de
gordura. B- Quantificagdo de P-AKT(Ser 473)/AKT total. C — Quantificagdo de AKT
total/tubulina. D - Proteinas P-AKT (Ser 473), AKT total e a-tubulina dos animais da ragéo
60% de gordura. E - Quantificagdo de P-AKT(Ser 473)/AKT total. F- Quantificacdo de AKT
total/tubulina ( n&o ha diferengas significativas teste de Kruskal Wallis).
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No tecido adiposo dos animais alimentados tanto com a ragao
contendo 10% de gordura quanto com a ragédo contendo 60% de gordura,
nao houve um aumento significativo da quantidade de AKT total e nem de

sua forma fosforilada (Figura 28).
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Figura 29 - Western Blots de extrato de tecido adiposo dos animais Zrch | e
TG20. A — Glut1 e tubulina (esquerda), Glut4 e tubulina (direita) animais ragéo 10% de
gordura. B — Quantificagédo de Glut1/Tubulina (esquerda), Glut4/Tubulina (direita) animais
racdo 10% de gordura. C - Glut1 e tubulina (esquerda), Glut4 e tubulina (direita) animais

racdo 60% de gordura. D - Quantificagdo de Glut1/Tubulina (esquerda), Glut4/Tubulina
(direita) animais 60% de gordura (*p<0,05 teste de Kruskal Wallis).
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No tecido adiposo dos animais alimentados com a ragao contendo
10% de gordura, ndo houve alteragdo de expressao do transportador de
glicose Glut 4, no entanto nos animais alimentados com a ragao contendo
60% de gordura houve aumento de Glut 4 nos animais WT. N&o houve
alteracao nos niveis do transportador de glicose Glut 1 (Figura 29). Neste
tecido também nao fomos capazes de observar o receptor de insulina

provavelmente por problemas de extracao.
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Figura 30 - Western Blots de extrato de tecido adiposo dos animais Zrch | e

TG20. A — Gréfico representativo da quantificacdo de PPAR-y e tubulina dos animais da
racdo 10% de gordura (**p<0,005 — teste de Kruskal Wallis). B — Grafico representativo da
quantificagcdo de PPAR-y e tubulina dos animais da ragdo 60% de gordura (*p<0,05;
**p<0,005- teste de Kruskal Wallis). C — PPAR-y e tubulina animais da ragdo 10% de

gordura. D — PPAR-y e tubulina animais ragéo 60% de gordura.

No tecido adiposo, observamos também a expressao do fator de
trascricdo PPARy. Como esta proteina é especificamente expressa no tecido
adiposo, foi observada somente neste tecido. Podemos observar que nos
animais deficientes para PrPc (KO) da racédo 10% de gordura, ha uma menor
quantidade de PPAR-y do que os animais TG20. Ja nos animais
alimentados com a racédo 60%, os animais KO possuem menor quantidade

de PPAR-y do que os animais do tipo selvagem para PrPc e TG20.
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4.4.4 Extrato de musculo estriado esquelético
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Figura 31 - Western Blots de extrato de musculo estriado esquelético dos

animais Zrch | e TG20. A- Proteinas P-AKT (Ser 473), AKT total e a-tubulina dos
animais da ragcao 10% de gordura. B- Quantificacdo de P-AKT (Ser 473) /AKT total. C —
Quantificacdo de AKT total/tubulina. D - Proteinas P-AKT (Ser 473), AKT total e a-tubulina
dos animais da ragéo 60% de gordura. E - Quantificagdo de P-AKT (Ser 473)/AKT total. F-
Quantificagdo de AKT total/tubulina (ndo ha diferengas significativas — teste de Kruskal

Wallis).
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No musculo estriado esquelético dos animais alimentados tanto com a
ragcdo contendo 10% de gordura quanto com a ragao contendo 60% de
gordura, ndo houve um aumento significativo da quantidade de AKT total e

nem de sua forma fosforilada (Figura 31).



66

A ZPmpo° Zpmp** TG20 ZPmp Zprnp*/+  TG20
i Glutl _ ”W”" " *n Gluta
Tubulin | S S .'-'*“ ~ | Tubulin
B C
40- X 30~
&
304 £
5 F
g E]
£ 204 g
g 1 S 10
9 104 o Fi
hyat PR, Berem zS
gl socpze  mo_o= — ol 2eg=2 == —
D 00 /-
+/+
ZPmp? Zprnp TG20 ZPmp™ Zprnp**  TG20
S —— e |G PR — 17
- --—-. iy [Tt [T A (T 0uin
E F
4- 8-
A .
A
é 34 db E
g . i
"E: 0 n T g 1 R
& 1 0 :: ALa & 2 " : :
a® s .II 'Y
¢ e an x

Figura 32 - Western Blots de extrato de musculo estriado esquelético dos

animais Zrch | e TG20. A — Glut1 e tubulina (esquerda), Glut4 e tubulina (direita)
animais racdo 10% de gordura. B — Quantificacdo de Glut1/Tubulina (esquerda),
Glut4/Tubulina (direita) animais ragao 10% de gordura (*p<0,05 teste Kruskal Wallis). C -
Glut1 e tubulina (esquerda), Glut4 e tubulina (direita) animais ragao 60% de gordura. D -
Quantificagdo de Glut1/Tubulina (esquerda), Glut4/Tubulina (direita) animais ragédo 60% de

gordura.
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No musculo estriado esquelético dos animais alimentados com a
racdo contendo 10% de gordura, houve alteragdo de expressao dos
transportadores de glicose Glut1 e Glut4 nos animais TG20, no entanto, nos
animais alimentados com a ragao contendo 60% de gordura essa alteragéo
nao foi observada (Figura 32).

De um modo geral, tivemos bastante dificuldade na extragdo das
proteinas IR e IRS dos tecidos e em muitos casos, mesmo testando diversos
protocolos ndo fomos capazes de visualizar estas proteinas nos extratos.
Dentre os extratos que fomos capazes de realizar, observamos uma grande
variabilidade intrinseca que na maioria das vezes impossibilitava uma
conclusao definitiva. Outro problema observado foi que mesmo nos casos
onde se observava uma diferenga significativa de expressdao de uma
proteina, essa diferenca ndo se reproduzia em outros 6rgaos ou entre os
diferentes tipos de alimentagao, o que dificulta uma conclusdo mais sdlida a
respeito destas vias de sinalizacao.

Deste modo, acreditamos que o unico resultado conclusivo que pode
ser observado com os ensaios de Western Blot dos tecidos foram os de
PPARYy.

Desta maneira, decidimos por mudar nossa abordagem inicial e
realizar ensaios com células em cultura apresentando diferentes niveis de

PrPc.
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45 CAPTACAO DE GLICOSE P-MEF

Para verificar se o sistema celular de fibroblastos embrionarios
respondia a insulina da mesma maneira que os camundongos, foram feitos
experimentos para comparar a captagcao de glicose das células P-MEF KO,

WT e TG20.
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Figura 33 - Grafico representativo da quantificacdo da captagéo de glicose

Inicial-Final, sem tratamento e apos o tratamento com insulina (100nM) do meio de cultura
das células P-MEF KO, WT e TG20 (*p<0,05 — One way ANOVA - média com desvio

padrao).

Na figura 33, podemos observar que as células P-MEF TG20 séo
capazes de captar mais glicose do meio do que as células P-MEF KO e WT
mesmo na auséncia de tratamento com insulina. Apds o tratamento com
insulina, pudemos verificar que as células P-MEF KO captaram menos
glicose do que as P-MEF WT e TG20, demonstrando uma menor
sensibilidade a insulina. Este ensaio demonstra também de o sistema celular

de PMEFs se comporta de maneira semelhante aos animais no que
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concerne a captagao de glicose e resposta a insulina. Este fato possibiltou

entdo o estudo das vias de sinalizacado de insulina neste modelo celular.

4.6 CAPTACAO DE GLICOSE P-MEF COM TRATAMENTO DE

METFORMINA

A metformina é um medicamento oral anti-diabético da classe das
biguanidas. Possui diversos efeitos na sensibilidade a insulina no musculo e
no figado, incluindo uma diminuicdo na producdo de glicose hepatica,
aumento na utilizagao da glicose periférica e efeitos positivos na expressao
do receptor de insulina. Melhora a resisténcia a insulina através da indugao
da translocacao de Glut4. A metformina ativa a via de AMPK, que por sua
vez medeia a translocagao de Glut4 (LEE et al. 2012).

A via de sinalizagdo de PI3K possui papel importante na translocagao
de Glut4 para a membrana, a via de captacao de glicose Cbl-CAP (Cbl —
CAP — Crkll - C3G - TC10) é responsavel pela translocacdo de Glut4.
Estudos recentes demonstram que a metformina induz a fosforilagao de Cbl,
induzindo cronicamente a expressdao de CAP via AMPK e modula a
translocagao de Glut4 através da regulacéo da formacédo do multicomplexo
Cbl/CAP (LEE et al. 2012).

A proteina mTOR é um alvo “downstream” das funcbes de AMPK que
funciona como um sensor intracelular de nutrientes controlando a sintese de
proteinas, crescimento celular e metabolismo. Estudos recentes

demonstraram a possivel interagao entre as vias de sinalizacdo de mTOR e
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AMPK (XU et al. 2012). Como citado na introducao tedrica deste relatério,
PrPc é um ativador de mTOR, portanto, como ha conexdo entre as vias de
mTOR e AMPK, decidimos utilizar a metformina em nossos estudos,
comecgando pela captagao de glicose nas células P-MEF apds o tratamento

com metformina, como esta demonstrado na Figura 34.
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Figura 34 — Graficos representativos da quantificagdo da captagdo de

glicose Inicial-Final, sem tratamento e apds o tratamento com metformina (100nM) do

meio de cultura das células P-MEF KO (A), WT (B) e TG20 (C) (* p<0,05 — One way ANOVA
- média com desvio padréo).



71

Na Figura 34, podemos observar que apds o tratamento com
metformina, as células P-MEF TG20 captaram mais glicose quando
comparadas com as células que nao receberam tratamento. A adicdo de
metformina 1mM ou 5mM ao tratamento com insulina ndo foi capaz de
aumentar a captagdo de glicose das células KO. Estes resultados
demonstram que a alteracdo metabdlica que faz com que as células
respondam diferencialmente a insulina de acordo com a presenca de PrPc

nao estda em AMPK e nem em mecanismos upstream a esta proteina.

4.7 WESTERN BLOTS DO TRATAMENTO DAS CELULAS P-MEF

COM INSULINA

Foram feitas culturas primarias de fibroblastos embrionarios (MEFs)
provenientes dos animais KO, WT e TG20. Estas células foram tratadas com
insulina e foram realizados ensaios de western blot para as proteinas da via
de sinalizagao de insulina como AKT, IRS-1 e IR. Os experimentos foram
repetidos 6 vezes e as figuras demonstram apenas 2 experimentos que
foram escolhidos de acordo com a qualidade da imagem.

A seguir podemos observar um WB que realizamos nas células P-
MEF, demonstrando que ha a expressao de cerca de 6 vezes mais PrPc nas

células P-MEF TG20 quando comparadas as células P-MEF WT.
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Figura 35 — Western Blot de extrato de células P-MEF para demonstrar a
quantidade de PrPc (Média).
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Figura 36 — WB células P-MEF. A — Western Blots dos extratos das células P-MEF
KO, WT e TG20 para as seguintes proteinas: pIRS-1(Ser636/639), IRS-1 e a-tubulina. B-
Quantificagdo das proteinas pIRS-1 (Ser636/639) e IRS-1 (ndo houve diferenca

significativa- two way ANOVA - média com desvio padréo).
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Figura 37 - WB células P-MEF. A — Western Blots realizados com os extratos das

células P-MEF KO, WT e TG20 para as seguintes proteinas: plIR, IR (insulin receptor) e a-

tubulina. B- Quantificagao das proteinas pIR e IR (ndo houve diferenga significativa-two way

ANOVA- média com desvio padrao).

Nas Figuras 36 e 37 podemos observar que as células dos trés

gendtipos diferentes possuem uma ativacao basal igual de IR e IRS, que é

praticamente nula. Apdés o tratamento com insulina, todas as células

respondem de maneira semelhante, ativando IR e IRS nos mesmos niveis.
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Figura 38 - WB células P-MEF. A — Western Blots realizados com os extratos das
células P-MEF KO, WT e TG20 para as seguintes proteinas: pAKT (Ser473), pAKT
(Thr308), AKT e a-tubulina. B- Quantificagdo das proteinas pAKT (Ser473) e AKT (néo
houve diferenga significativa- two way ANOVA). C- Quantificacdo das proteinas pAKT
(Thr308) e AKT (*p <0,05- two way ANOVA- média com desvio padréo).
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AKT também possui estado basal de ativagcdo muito baixo nos trés
tipos celulares, considerando tanto a fosforilacdo do residuo T308 quanto do
residuo S473. Apds o estimulo com insulina, nao foi observada diferenga na
fosforilagao do residuo S473 entre as linhagens. Considerando a fosforilagdo
do residuo Thr308 (Figura 38), foi observado aumento somente nas células
WT, mas esta diferenca ndo é motivada por uma ativacdo diferencial do
receptor de insulina ou de seu substrato.

Deste modo, confirmamos que n&o ha diferengas na fosforilagdo de
IR nem de seu substrato de modo dependente de PrPc. Estes resultados

entdo nos fizeram buscar por mecanismos downstream de IR e AMPK.
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Figura 39 - WB células P-MEF. A - Western Blots realizados com os extratos das

células P-MEF KO, WT e TG20 para as proteinas Glut4 (acima) e Glut1 (abaixo). B —
Quantificagdo das proteinas Glut4 e o-tubulina (acima); Glut1 e a-tubulina (abaixo). N&o

houve diferenca significativa — Two Way ANOVA — média com desvio padrao.

Como visto na Figura 39 também nao ha diferenga significativa na

quantidade de Glut4 e Glut1 nas células P-MEF de diferentes gendétipos.
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4.8 CITOMETRIA DE FLUXO

Um dos possiveis mecanismos para explicar uma reducdo da
captacédo de glicose € uma diminuicdo dos transportadores de glicose. Como
descrito anteriormente (Figura 38) nao foi possivel observar uma diferenga
significativa na expressao de glut1 ou glut4. No entanto, a regulagéo de glut4
se da também através da localizacdo subcelular desta proteina. Em células
nao estimuladas, glut4 se localiza em vesiculas endociticas que, apos o
estimulo com insulina, se translocam para a membrana. Assim, realizamos
experimentos de citometria de fluxo nas células P-MEF KO, WT e TG20 para
avaliar a translocacdo de Glut4 para a membrana apos o estimulo com

insulina (100nM) por 30 minutos.
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Figura 40 — Citometria de fluxo para quantificar a translocacédo de Glut4 para
a membrana apdés o estimulo com insulina (Two way ANOVA - *p<0,05 - média com desvio

padrdo).
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Na Figura 40 podemos observar que apos o estimulo com insulina
houve uma menor translocagcdo de Glut4 para a membrana nas células
deficientes para PrPc em comparagdo as células WT e TG20.
Adicionalmente, as células TG20 sdo as que demonstram a maior
translocacao para a membrana.

Este resultado indica que a menor captagao de glicose nas células P-
MEF KO, assim como a pior regulacdo da glicemia dos camundongos
deficientes para PrPc podem estar relacionados a menor translocacdo de
Glut4 para a membrana, diminuindo assim a entrada da glicose nas células.

Podemos concluir entdo que a auséncia de PrPc é prejudicial para a

translocacao de Glut4 para a membrana apds o estimulo por insulina.



79

5 DISCUSSAO

PrPc pode atuar como um organizador de plataformas lipidicas na
membrana celular (MAYOR e RAO 2004), possuindo habilidade de ligar-se
em diversos receptores de membrana (LINDEN et al. 2008). De fato, as
plataformas lipidicas tém se demonstrado importantes no que diz respeito a
doencas neurodegenerativas, como as doengas de Prion. A desregulagao do
metabolismo de esfingolipidios com a consequente desorganizacdo da
membrana celular tem sido descrita em diversas doencas
neurodegenerativas, realcando-se a importancia da homeostase lipidica
para a fisiologia da membrana plasmatica e, consequentemente, de toda a
célula (AGOSTINI et al. 2013).

Como o receptor de insulina € uma proteina transmembrana também
presente nas plataformas lipidicas, (GUSTAVSSON et al. 1999), nossa
hipotese inicial era a de que uma desregulagao de plataformas lipidicas na
auséncia de PrPc poderia levar a uma alteracdo na resposta a insulina
através da interacdo com o receptor de insulina e sua posterior sinalizacao.

De fato, com os experimentos que realizamos, vimos que a auséncia
de PrPc nos camundongos alimentados com ragdes de alto teor de gordura
faz com que estes animais desenvolvam resisténcia a insulina, pois nao
possuem controle adequado da glicemia mesmo com grandes quantidades
de insulina circulante. Do mesmo modo, animais que superexpressam PrPc

apresentam uma maior sensibilidade a insulina e apresentam menor
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desenvolvimento de sindrome metabdlica e resisténcia a insulina em
condicdes de alimentacdo com altas taxas de gordura.

Existem alguns relatos na literatura envolvendo PrPc e glicemia. Um
estudo demonstrou que PrPc presente nas células [B-pancreaticas esta
envolvido na regulagdo da glicemia (STROM et al. 2011). Porém nenhum
estudo demonstrou que PrPc possa atuar como fator genético de
predisposicao a diabetes tipo Il e sindrome metabdlica, quando aliado a
fatores ambientais como a alimentagéao rica em gordura. Os estudos também
nao abordam os mecanismos que possam estar envolvidos nesta regulacéo.

Alguns outros estudos que também se aproximaram deste tema
tratam da regulagao da glicemia durante a infec¢ao por prions. Por exemplo,
foi demonstrado que animais infectados com PrPsc se tornam
hiperglicémicos antes mesmo de apresentarem sinais clinicos da doenga
(CARP et al. 1989). Adicionalmente, outro artigo demonstrou que ha prejuizo
na sinalizagao de insulina em células devido a reducido de IRa na membrana
por causa do comprometimento do trafego de vesiculas pds-Golgi, causado
pela infeccdo por PrPsc (UCHIYAMA et al. 2013). Outros que também
trabalharam com animais infectados por PrPsc demonstraram que ha
menores niveis de Glut3, que é um dos transportadores de glicose no
cérebro, apds a infecgao por TSEs, também antes de apresentarem sinais
clinicos (YAN et al. 2014).

No entanto, a grande maioria dos autores atualmente afirma que o
efeito na regulagao da glicemia apdés a infecgdo por prion faz parte da

patogénese da doencga, sugerindo que a modulagdo da regulagdo da
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glicemia, por exemplo, com agentes hipoglicemiantes poderia ser benéfico
para pacientes portadores de doencgas pribnicas. Nossos achados, no
entanto, mostram que a presenca de PrPc &€ um fator essencial para o
correto posicionamento das vesiculas transportadoras de Glut4, sendo um
sinal de que durante a patogénese das doengas de prion este mecanismo
pode estar deficiente.

De fato, € conhecida uma relagao entre a sinalizagao por insulina e
doencgas neurodegenerativas, como por exemplo, a doenga de Alzheimer. A
doenca de Alzheimer é causada pelo acumulo do peptideo beta-amiléide
(AB) no cérebro causando neurotoxicidade, disfungao sinaptica e problemas
de memoria. PrPc recentemente foi identificado como um receptor neuronal
de alta afinidade para o oligbmero AB. Demonstrou-se também que a ligagéo
dos oligomeros AR a PrPc da superficie celular € dependente da integridade
das plataformas lipidicas e que oligbmeros AR co-internalizam com PrPc e
acumulam-se em endossomos (RUSHWORTH et al. 2013).

Estudos epidemioldégicos demonstram que pacientes com diabetes
mellitus do tipo 2 (DM2) possuem risco aumentado para desenvolver a
doenca de Alzheimer, porém esta relacdo ainda nido esta completamente
esclarecida. As duas doencas exibem anormalidades metabdlicas
semelhantes: desordens no metabolismo da glicose, deficiéncia na
sinalizagao do receptor de insulina, resisténcia a insulina, estresse oxidativo,
anormalidades estruturais de proteinas e deposicdo de peptideos beta-
amiloide. Uma das hipoteses relaciona o dano microvascular causado pela

diabetes com as mudangcas do SNC causadas pela doenca de Alzheimer.
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Outra hipotese associa o impedimento cognitivo tanto na diabetes quanto na
doencga de Azheimer ao estresse oxidativo sistémico. Portanto drogas anti-
diabéticas podem possuir efeitos benéficos no tratamento de ambas as
doencas (DOMINGUEZ et al. 2013).

Entendemos que, como a doenca de Alzheimer e a DM2 estdo
relacionadas, PrPc possui relacdo com a doenca de Alzheimer e, como
estamos demonstrando sua relacdo com a diabetes do tipo 2, a
compreensao desta ligagado com a descoberta de um mecanismo, pode nos
levar a importantes alvos terapéuticos para as trés patologias: doengas de
Prion, de Alzheimer e diabetes mellitus do tipo 2.

Além disto, sabemos atualmente que o receptor de insulina esta
presente no cérebro e que ha a translocacao de Glut4 apds o estimulo por
insulina no hipocampo. Enquanto os transportadores Glut1 e Glut3, que sao
independentes de insulina, sdo suficientes para as necessidades de
descanso, a energia utilizada durante a atividade cognitiva requer o
transportador de glicose Glut4 (EMMANUEL et al. 2013). Estudos realizados
em humanos demonstraram que individuos com resisténcia a insulina
possuem redugao do metabolismo da glicose no cérebro (EMMANUEL et al.
2013).

O hipocampo é uma estrutura vital para o aprendizado e para a
memoria, existindo grande densidade de receptores de insulina nesta regiao.
Atualmente existem evidéncias crescentes que suportam a ligagédo entre a
sinalizagdo de insulina neuronal e a fungdo cognitiva, particularmente a

funcdo hipocampal (EMMANUEL et al. 2013). Todas estas afirmacdes a
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respeito da importancia da boa regulacdo da glicemia ndo s6 em tecidos
periféricos, mas também no sistema nervoso central (SNC), reforcam a
importancia de nossos resultados. Como PrPc esta altamente expresso no
SNC, pode possuir papel importante na manutencdo da homeostase de
glicose no cérebro, que esta associada a memdria e ao aprendizado.

Outro ponto interessante € a associacdo de PrPc com o cancer.
Atualmente diversas evidéncias vém surgindo indicando que PrPc esta
implicado na biologia de células tumorais. A superexpressao de PrPc esta
correlacionada com a aquisicao de fendtipos de resisténcia das células
tumorais a drogas anti-tumorais e pelo TNF-a. PrPc também pode possuir
papel fundamental na proliferagdo e metastase de células tumorais em
humanos (LI et al. 2011). Um estudo afirma que a expressao de PrPc esta
associada com o potencial maligno das células de cancer coloretal porque
medeia o efeito Warburg através da regulagdo do transporte de glicose
regulando positivamente a expressao de Glut1. Portanto a deplegao de PrPc
em células de cancer coloretal inibiu o crescimento do tumor tanto in vivo
quanto in vitro (LI et al. 2011). Podemos sugerir que PrPc, assim como a
regulacado do transporte de glicose em tumores, podem servir como alvos-
terapéutico promissores para futuras terapias contra o cancer.

Ao longo de nossos estudos, também pudemos estabelecer uma
possivel relacdo de PrPc com a obesidade, pois os animais deficientes para
PrPc possuem peso mais elevado do que os animais do tipo selvagem que
fizeram ingestdo das mesmas ragdes pela mesma quantidade de tempo.

Nossos dados iniciais com os camundongos foram todos confirmados em
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outro modelo de animais deficientes para PrPc com background distinto.
Nestes animais, a auséncia de PrPc leva a esteatose hepatica e hipertrofia
de adipécitos, caracteristicos da obesidade. Alguns estudos demonstraram
que a infeccdo por PrPsc também causa a obesidade (CARP et al. 1998;
STROM et al. 2013) reafirmando a importancia de PrPc para a regulagao do
peso.

No entanto, apesar de resultados muito impressionantes da presenca
de PrPc sobre a glicemia e obesidade, fomos inicialmente frustrados em
nossas buscas pelos mecanismos através dos quais PrPc realiza estes
efeitos. Nossa hipétese inicial de regulagcdo da atividade do receptor de
insulina se mostrou equivocada e células dos trés gendtipos apresentam
ativacao igual do receptor de insulina e seu substrato. Estes resultados nos
levaram a buscar outras vias que estariam envolvidas na regulagcao do
controle glicémico, como a via de AMPK e de PPAR-y.

Para avaliar a importancia de AMPK utilizamos a droga metformina
em ensaios in vitro de captagdo de glicose. Observamos que a menor
captacao de glicose do meio das células P-MEF que ndo possuem PrPc em
comparagao com os outros dois gendtipos que expressam PrPc, ndo se
alterou apods o tratamento com metformina.

Por outro lado, observamos que a expressdo de PPARy assim como
o transporte de Glut4 para a membrana estavam alterados em adipdcitos
conforme a presenca ou auséncia de PrPc. As TZDs (agonistas de PPAR-y)
possuem efeitos no transporte da glicose no tecido adiposo, aumentando a

expressao de Glut4 apds o tratamento com estas drogas. (LIAO et al. 2007).
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Interessantemente, LIAO et al. (2007) demonstraram que a auséncia
de PPAR-y em células 3T3-L1 diminuiu a quantidade de Glut4 e por
consequéncia diminuiu a captagao de glicose nestas células. Assim como
nossos experimentos com células que nao expressam PrPc, este estudo
afirma que a deplegcao de PPAR-y em adipécitos diferenciados nao afetou os
primeiros passos da fosforilacdo induzida por insulina: IR, IRS1, AKT ou
ERK. Outros autores afirmam que ha acgao direta de PPAR-y no
metabolismo da glicose, demonstrando que Glut2 é diretamente ativado por
PPAR-y, demonstrando ainda que as TZDs aumentam a captacéo de glicose
em culturas de células de musculo-esquelético humano (KIM e AHN 2004).

Fazendo-se a conexdo de todas estas afimagdes com nossos
resultados podemos reforcar a importancia de PrPc na regulagdo da
resposta a insulina, para futuramente compreender melhor os mecanismos
ndo somente da DM2 e da resisténcia a insulina, mas também de outras

doencas neurodegenerativas, da obesidade e até mesmo do céancer.
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CONCLUSAO

Ao longo do nosso estudo pudemos concluir que:

A proteina prion celular é importante para a regulagao dos niveis de
glicemia em camundongos;

Camundongos que superexpressam PrPc mantém o controle da
glicemia por mais tempo mesmo apos serem expostos a alimentagao
de alto conteudo de gordura;

Camundongos que superexpressam PrPc sdo mais sensiveis a
insulina, apresentando diminuicdo acentuada da glicemia apos
receberem a mesma concentragado de insulina que os camundongos
deficientes e do tipo selvagem para PrPc;

Camundongos deficientes para PrPc apresentam caracteristicas de
resisténcia a insulina, pois mesmo com grandes quantidades de
insulina circulante nao apresentam diferencas entre a glicemia poés-
prandial e de jejum;

PrPc é importante para a regulagdo do peso, pois camundongos
deficientes para PrPc ganharam mais peso ao longo dos
experimentos quando alimentados com ragdes de alto conteudo de
gordura;

Camundongos deficientes para PrPc apresentam caracteristicas de
obesidade, como esteatose hepatocelular e hipertrofia dos adipdcitos;

O tecido adiposo de camundongos deficientes para PrPc apresenta
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menor quantidade de PPAR-y;

. Células P-MEF derivadas de camundongos que superexpressam,
deficientes e do tipo selvagem para PrPc ndo apresentam diferengas
de ativacao do receptor de insulina apds o tratamento com insulina;

. As células P-MEF deficientes para PrPc captam menos glicose apds o
tratamento com insulina ou metformina do que as células que
possuem PrPc;

. As células P-MEF deficientes para PrPc apresentam menor
translocacdo de Glut4 para a membrana apds o tratamento com
insulina em experimentos de citometria de fluxo.

Coletivamente, nossos dados apontam que PrPc é essencial para o

metabolismo de glicose atuando sobre a captagdo desta, modulando o

transporte dos receptores Glut4. Deste modo, PrPc possui implicagcdo em

mecanismos de DM2 e sindrome metabdlica.
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