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RESUMO

Dentre os varios compostos inorganicos que mimetizam as agdes da insulina os
derivados do vanadato s&o, sem duvida, os mais estudados. No presente frabalho,
analisamos os efeitos de um desses derivados, o tungstato de soédio, sobre a
homeostasia da glicose e a secregdo de insulina em ilhotas de Langerhans isoladas de
ratos tornados resistentes a insulina pela dexametasona. Quinze dias antes dos
experimentos, ratos machos adultos da linhagem Wistar foram distribuidos
casualmente em quatro grupos, a saber. controle, dexametascna, tungstato e
dexametasona + tungstato. Durante os quinze dias, os ratos dos grupos controle e
dexametasona tiveram livre acesso a agua e ragdo. Os ratos dos grupos tungstato e
dexametasona + tungstato receberam tungstato de sédio (2mg/mi), dissolvido na agua
de beber. Nos ultimos 5 dias que precederam os experimentos, os ratos dos grupos
dexametasona e dexametasona + tungstato receberam, via intraperitoneal, doses
didrias de dexametasona (1 mglkg"). Nos ratos tornados resistentes a insulina pela
dexametasona, © tratamento com tungstato normalizou a glicemia enquanto a
insulinemia e a trigliceridemia permaneceram mais elevadas que o observado nos ratos
controle. A velocidade de decaimento da glicose plasmaética, medida através de um
teste intravenoso de toleréncia a insulina, bem como a captagido de glicose pelo
musculo sbleo dos ratos resistentes & insulina foram menores que os valores
verificados para os ratos controle. Esses parémetros também foram normalizados nos
ratos resistentes a insulina tratados com tungstato. A curva de secrecgéo de insulina,
frente a concentragbes crescentes de glicose (5,6 a 27,7 mM), por ilhotas iscladas de

ratos tratados com dexametasona, foi desviada para a esquerda em relacdo a curva



controle, indicando maior sensibilidade a glicose. Tungstato normalizou a curva dose-
resposta a glicose nos ratos tratados com dexametasona. Os ECsy para as curvas
dose-resposta foram de 13,7, 7,9, 157 e 11,8 para as ilhotas de ratos controle,
dexametasona, tungstato e dexametasona + tungstato, respectivamente. Concluindo, a
normalizag&o das concentragbes plasmaticas da glicose, induzida por tungstato, nos
ratos tratados com dexametasona parece ser, pelo menos em parte, dependente do

aumento da captacgao de glicose pelas células musculares desses ratos.



ABSTRACT

Among the several inorganic compounds that mimic the effect of insulin
vanadium derivatives are the most widely studied. In the present work we have
analyzed the effects of tungstate on glucose homeostasis and insulin secretion in
healthy and in insulin resistant rats by dexamethasone. Fifteen days before the
experiments the rats were randomly distributed in four groups: control, dexamethasone,
tungstate and dexamethasone + tungstate. Control and dexamethasone groups had
free access to water. Tungstate and dexamethasone + tungstate groups received
tungstate dissolved in the drink water (2mg/mi). The dexamethasone and
dexamethasone + tungstate groups received during the last 5 days daily doses of 1
mg/Kg' of dexamethasone, intraperitoneally. In insulin resistant rats, tungstate-
treatment normalized plasma glucose whereas plasma insulin and triglycerides
remained significantly higher than controls. The glucose disappearance rate after an
MTT and the glucose uptake by soleus muscle of insulin resistant rats were jower
compared to control rats and was normalized by tungstate. The dose-response curve of
insulin secretion (5.6 to 27.7 mM glucose) in isolated islets from dexamethasone-treated
rats was shifted to the left compared to control islets. Administration of tungstate to
these animals induced a dose-response curve closer to control islets. The ECs for the
dose-response curves were 13.7, 7.9, 157 and 11.8 mM giucose for control,
dexamethasone, tungstate and dexamethasone + tungstate-treated rats, respectively.
In conclusion, tungstate-induced plasma glucose normalization seems to be, at least in

part, dependent on the restoration of glucose uptake by muscle cells of insulin resistant

rats.
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INTRODUCAO




1. APRESENTACAO

A importéncia dos estudos da acdo da insulina esté fundamentada na prevaiéncia
de altos indices de individuos insulino resistentes e sua associacdo com a patogénese
de diversas doengas, incluindo obesidade, diabetes mellitus, hipertensé@o e
dislipidemias, dentre outras.

A aggo da insulina se inicia através da sua ligagdo ao receptor na membrana
plasmatica, o qual se apresenta em concentragbes variadas de acordo com o tecido
estudado. Este receptor é constituido por um conjunto de 4 sub-unidades protéicas, 2
denominadas « (inteiramente extracelular) e 2 B transmembranares, responsaveis pela
transducéo dos sinais ( FREYCHET ef a/.,1971; EBINA, et al.,1985; ULLRICH, et al.,
1985; KASUGA, ef a/.,1983).

Embora os mecanismos exatos da acdo da insulina ainda sejam desconhecidos, é
sabido que diferentes sistemas s&o ativados apés a ligacéo ao receptor desencadeando
varias cascatas de reagbes citosdlicas e nucleares que culminam com as diferentes
agbes da insulina. A atividade tirosina-quinase do receptor de insulina €, sem duvida,
primordial para que as agbes do hormonio se efetivem. Em algumas células, com
mutacbes no receptor e consequente inibicio de sua atividade tirosina-guinase, as
agdes da insulina também s&o inibidas, mesmo com formagéo adequada do complexo
hormonio-receptor ( KADOWAKI, et al.,1988; YOSHIMASA, et al.,1988).

Ainda n&o é completamente entendido como a estimulagéo da atividade quinase
do receptor fransmite o sinal até os efeitos biolégicos finais da insulina. A maioria das

investigagGes tém focalizado um modelo no qual ha a fosforilacéo do receptor seguido



da ativacdo de seus substratos citosdlicos (WHITE ef al., 1988; BERNIER et al., 1987,
SUN et al., 1991).

Tém sido descritos vérios substratos enddgenos ligados aos receptores de
insulina os quais s&o rapida e diretamente fosforilados em tirosina através da ativacéo
do receptor. Estas proteinas fazem parte de mecanismos que, quando acionados,
desencadeiam uma série de resposta citosdlicas culminando na ac&o da insulina.
Dentre estes substratos endégenos, o substrato do receptor da insulina (IRS) faz parte
de uma familia de proteinas cujos membros sdo fosforilado através da ativagéo do
receptor pela insulina. Até a presente data, nove membros desta familia foram
identificados. Dentre estes, os mais importantes s&o os substratos do receptor de
insulina 1,2,3 e 4 (iRS-1,IRS-2, IRS-3 e IRS4)( ROTHENBERG, ef al., 1991; SUN et
al., 1995; LAVAN et al., 1997,1997; LEE , 1993).

QOutra estrutura de suma importancia é a fosfatidilinositol 3- quinase (PI3-
quinase), uma enzima com caracteristica regulatoria, responsavel pela ligacdo do IRS
a uma sub-unidade catalitica responsavel pela fosforilacdo de fosfatidilinositol
pertencentes a membrana celular { KAHN ef a/.,1999). E pelo menos duas outras
proteinas adaptadoras com porgSes SH2; Nck e Grb-2 (LEE,1993; LOWENSTEIN,
1992).

Variagdes nos niveis e (ou) graus de fosforilagéo do IR, IRS-1 e a atividade da
Pi3-quinase foram observados em animais submetidos a diferentes tratamentos efou
situagbes experimentais como; administracdo cronica de dexametasona, obesidade,
jejum prolongado, diabetes por estreptozotocina, tratamento agudo com adrenalina,

tratamento agudo com glucagon e envelhecimento, sugerindo que estes substratos



desempenham fungbes importantes no mecanismo molecular de resisténcia a insulina
(ASANO, 2000; SAAD, 1994).

A decada de 90 foi marcada pela constante busca de tratamentos alternativos
visando oferecer uma melhora na qualidade de vida do paciente diabético. O intdito
principal foi o de propiciar ao paciente a manutengio da normoglicemia. Nesta época,
foram iniciados os estudos sobre acdo de elementos quimicamente ativos, ou seja,
compostos inorgénicos que auxiliassem na melhora do metabolismo tecidual da glicose.
Dentre uma infinidade de tratamentos ressalta-se a prescricdo do vanadato, molibidato,
pervanadato e tungstato utlizados na endocrinologia e na medicina ortomolecular
(MATSUMOTO,1984). No que tange ao Vanadato, € sabido que a sua acdo estd
fundamentada na capacidade de ativar o© transporte de glicose e sua posterior
utilizac@o em varios tecidos isolados, fatos relevantes para a normalizagdo da glicemia
em individuos diabéticos (TAMURA, et al,1984). Segundo GUINOVART et al. (1988),
NEWSHOLME et al, (1987) e GIL et al., (1988), vanadato restaura o conteldo de
glicogénio, da frutose 2,6- bifosfato e da glicose-6-fosfato hepatico em ratos tornados
diabéticos por streptozotocina. Tungstato e molibidato tem caracteristicas fisico-
guimicas semelhantes ao vanadato. Possuem a mesma configuracdo eletrdnica, séo
iso ou heteropolianios e exercem efeitos sobre o metabolismo da glicose similares ao
vanadato (COTTON, ef al.,1988).

A administracdo de vanadato também normaliza a atividade de enzimas
hepaticas como. a glicogénio sintase, fosforilase, glicoguinase e as enzimas
bifuncionais 6-fosfofrutose-2-quinaseffrutose-2,6-bifosfatas (GUINOVART ef al., 1988,
GlL et al,1988, MIRALPEX et al, 1992). Além disso, vanadato normalizou as

concentracdes de mRNA das enzimas 6-fosfofrutoquinase-2/frutose-2,6-bifosfatase e



L-piruvato quinase em hepatécitos de ratos diabéticos bem como em culturas de
células hepaticas isoladas (MIRALPEX ef a/., 1992; VALERA et a/., 1993).

Interessante que, a administrac@o oral de vanadato a ratos diabéticos corrigiu a
glicemia (MEYEROVITCH et a/,1987;, BENDAYAN et al., 1989). A administracéo oral
de vanadato favorece o transporte de glicose em musculo resistente a insulina. isto se
deve a agdo do vanadato em inibir fosfatases podendo assim aumentar o estado de
fosforilag&o dos diferentes proteinas envolvidas no transporte de glicose (CAREY ef al.,
1995).

Por outro lado, o tratamento com Tungstato promoveu aumento na
concentrac&o de frutose 2,6-bifosfato em hepatdcitos isolados de ratos diabéticos. Este
efeito foi associado a mudancas nas concentracbes de varias enzimas chave do
metabolismo da glicose dos hepatdcitos (GUINOVART, ef al, 1992). Mais
recentemente, FOSTER ef al,, (1998), observaram que o tungstato aumentou a
concentagdo de glicose-6-fosfatase, uma enzima chave, responsavel pelo passo
terminai na gliconeogénese hepatica e na glicogendlise. Este efeito reduz a producéo
de glicose e sua consequente liberacdo para o sistema circulatorio.

O transporte deficiente de glicose na musculatura esquelética € um dos
primeiros evenios observados na instalagdo da resisténcia a insulina. Esta resisténcia
pode estar relacionada a um ou mais defeitos nas varias etapas da sinalizacdo do
hormbnio tais como; no acoplamento da insulina ao seu receptor, na fluidez do sinal
no interior das células alvo e, na translocagdo dos transportadores de glicose (GLUT4)
para a membrana plasmatica (SAAD, 1994).

A resisténcia periférica a insulina também pode ser causada por varios

horménios dentre os quais o hormodnio de crescimento e os glicocorticoides



(AMATRUDA, 1985). Dexametasona, € um glicocorticoide sintético, largamente utilizado
como agente terapéutico em varias patologias, haja visto, que a resisténcia a insulina
estd aumentada em individuos com acromegalia e Sindrome de Cushing (MEACHAM et
al.,1997). Podemos observar ainda, uma diminuigdo da captagdo de aminoacidos pelo
musculo e diminuigio da lipogénese em adipécitos causada pela dexametasona que &
uma das caracteristicas deste quadro de resisténcia (OLEFSKY, 1975: CARO ef
al.,1982; AMATRUDA et al, 1985). Os mecanismos pelos quais os glicocorticoides
exercem estes efeitos n&o sfo totalmente conhecidos. Dexametasona (1mg/kg/dia por
5 dias ) n&o altera a quantidade de receptor de insulina na membrana das celulas alvo
mas, reduz a autofosforilag@o de IR, a fosforilacdo do IRS-1 e diminui drasticamente a
associagdo do IRS-1 com a PI-3 quinase (80% no figado e 41% no musculo). As
alteragbes destes trés componetes da cascata de eventos intracelulares, induzidos pela
insulina, certamente contribui para a instalaggo da resisténcia a esse hormdnio (SAAD
et al.,, 1993). Assim sendo, o tratamento cronico com dexametasona favorece a reducéo
da captagac de glicose na musculatura esquelética e & aceito como um modelo

adequado de resisténcia a insulina.
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2. OBJETIVOS

Neste trabalho, pretendemos estudar as possiveis interferéncias do tratamento
cronico com tungstato de sodio sobre a captacdo de glicose no musculo e sobre a

secrecéo de insulina em ratos tornados resistentes a insulina pela administracéo de

dexametasona.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos albinos (Raffus norvegicus albinus) da linhagem
Wistar, machos, de trés a cinco meses de idade, procedentes do biotério da UNICAMP.
Até 3 utilizag@o , os animais foram adaptados em gaiolas coletivas (por no minimo dez
dias) no biotério do Departamento de Fisiologia e Biofiosica/lB, a 23 + 2°C, sob
iluminag@o provida exclusivamente por lampadas fluorecentes, ligadas e desligadas
automaticamente as 06:00 e 18:00 hs (07:00 e 19:00 hs no horério de verdo,

respectivamente). Fomeceu-se racéo balanceada e agua ad libitum.

3.2 TRATAMENTO

Os animais foram divididos em quatro grupos denominados. controle,
dexametasona, tungstato e tungstato com dexametasona. Os ratos do grupo controle
receberam durante quinze dias rac&o balanceada e agua ad libitum. Os ratos do grupo
dexamatasona foram tratados, por igual periodo, com racéo balanceada e agua ad
libitum. Contudo, entre o décimec e decimo quinto dia de tratamento receberam
dexametasona na dose de 1 mg/kg™ via intraperitonial. Os ratos do grupo tungstato
receberam, por quinze dias, tungstato de sddio o qual foi dissolvido na agua de beber

(2mg/mL). Os ratos do grupo tungstato com dexametasona receberam tungstato de
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sodio durante igual periodo, e dexametasona (1mg/kg™) a partir do décimo dia. A partir

do décimo sexto dia de tratamento os ratos foram submetidos aos teste experimentais.

3.3 SOLUGOES

A solugdo para isolamento de ilhotas pancreéticas (solugédo de HANKS)

foi preparada de acordo com HANKS & WALLACE (1949), apresentando a seguinte

composicao (g/L).
NaCl 8,000
Kcl 0,400
CaCl, anidro 0,140
MgS0.4.7H.0 0,200
NazHPO,4 anidro 0,048
KHxPO4 0,080
NaHco3 0,350
H20 deionizada ( q.s.p.) 1.000 mi.

Quando da utilizagdo desta solugdo, foi adicionado glicose para

atingir uma concentracéo de 5,6 mM e albumina a 3%.
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A solugdo-tamp@o bicarbonato de KREBS-RINGER (solucdo de
KREBS ), para incubacdo de ilhotas , bem com para o radicimunoensaio (RIE), tem a

seguinte composicio (g/L):

NaCl 26,886
NaHCO3 8,065
KClI 1,491
MgCl,.6H.0 0,813
CaCl,.2H,0 0,588
H20 deionizada ( g.s.p.) 1.000 mL

No momento do uso, foi adicionada albumina bovina ( 3mg/mL). O pH 7.4

foi ajustado apods equilibrio com carbogénio (02 85%/C0O2 5%).
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3.4 ISOLAMENTO DAS ILHOTAS PANCREATICAS

As ilhotas foram isolada seguindo-se técnica originaimente descrita por

MOSKALEWSKI (1965), aplicada a pancreas murino por LACY & KOSTIANOVSKY

(1967), com as modificagbes introduzidas por BOSCHERQC, DELATRE & SANTOS
(1980) e SUTTON et al,(1986). Em cada experimento, um a irés ratos foram
sacrificados por concuss@o cerebral e decapitados para sangria. Apds laparotomia e
localizagdo do ducto biliar comum, esse foi ocluido no extremo distal, junto ao
doudeno, e dissecado proximo ao pediculo hepético, onde se introduziu uma canula de
polietieno no sentido da desembocadura. Cerca de 8 mL da solucdo de HANKS
(HANKS et a/.,1949), contendo 8 mg de colagenase, foram injetados_via canula,
provocando, por fluxo retrdgado, a divulséo do tecido acinoso. Procedeu-se, entdo a
ablag&o do péancreas, que foi transferido para tubo de ensaio de vidro (12 x 2 cm) e
incubado por cerca de 18 min a 37 °C.

Em seguida, ainda a 37°C, o conteldo foi agitado suavemente por um
minuto e vertidc em bequer. Apdés mistura com HANKS (ca. 80 mL), foi lentamente
aspirado e ejetado com seringa (3x ca 50 mL) e, decantado durante 3 min. O
scbrenadante foi entdo descartado, e o sedimento ressuspenso em HANKS (ca. 80
mL). Apos repetir essa operagdo por quatro vezes, o produto final foi transferido para

placa de Petri, de onde, sob lupa, as ilhotas foram coletadas por aspiragio com auxilio

de pipeta de vidro de ponta afilada.
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3.5 SECREGAO DE INSULINA EM CONDICAO ESTATICA

As ilhotas isoladas de ratos, pertencentes aos quatros grupos experimentais,
foram coletadas alternadamente (grupo de quatro) em placa de polietieno com 24
pogos contendo, em cada po¢o, 0,5 mL da solugdo-tampédo de KREBS-RINGER
suplementada com albumina bovina, a qual adicionou-se glicose ( 5.6 mM). Apoés
incubacao por 45 min (pré-incubacgéo), a 37°C em atmosfera de carbogenio pH 7,4, a
solucdo de KREBS foi substituida por 1,0 mL do mesmo tamp&o, contendo diferentes
concentragdes de glicose; 5,6 (G5,6), 8,3 (G 8,3); 11,1 (G 11,1); 16,7 (G 16,7),22,2
(G22,2), 28,7(G28,7) mmol/L. Procedeu-se uma nova incubacgéo , por 90 min, nas
condicdes referidas acima. Apos este periodo, as placas foram colocadas em freezer (-
20) por 10 min e, o sobrenadante, de cada pogo, transferido para tubos de polietileno

e conservados a -20 °C, até o momento da dosagem da insulina secretada.

3.6 RADIOCIMUNOENSAIO DE INSULINA (RIE)

A insulina plasmatica e a secretada durante o periodo de incubac&o por ilhotas
iscladas foram avaliadas de acordo com o método descrito por {HERBERT, 1965),
modificado por (SCOTT et al,1981). Foram feitas as diluicdes necessdrias das
diferentes amostras para possibilitar a extrapolacéo de valores desconhecidos, a partir

de uma curva padrdo. O quadro a seguir descreve 0s componentes do ensaio:
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Insulina (pl) '2\-insulina (ul) Anticorpo
anti-insulina (ul)

Amostra 100 (desconhecido) | 100 100
Totais 200

NSB 200
Referéncia 100 100
S, {0,020 ng/ml) 100 100 100
82 (0,039 ng/mi) 100 100 100

S3 (0,078 ng/ml) 100 100 100

S4 (0,160 ng/mi) 100 100 100

Ss (0,310 ng/mi) 100 100 100

Ss (0,630 ng/ml) 100 100 100

S7 (1,250 ng/mil) 100 100 100

Ss (2,500 ng/ml) 100 100 100

Se (5,000 ng/ml) 100 100 100

As amostras (desconhecidos) foram preparadas em duplicata, e os outros
componentes do ensaio (pontos pertencentes a curva de referéncia), em triplicata.

Utilizou-se tampao fosfato (pH 7,4) para o preparo de todas as solugdes;
diluicbes das amostras, anticorpo anti-insulina (1:200) e insulina radioativa. Além disto,
os tubos correspondentes ao NSB e referéncia receberam 100 pl adicionais de tampao
fosfato.

A fun¢éo de cada componente do ensaio é:
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Totais: determinacdo da radioatividade méxima,
NSB (ligacao inespecifica). determinacdo de possiveis interferéncias por
componentes do tampé&o,

Referéncia: constituicdo do zero de insulina conhecida da curva padréo,

S a So. amostras da curva padrao de insulina.

Realizadas todas as pipetagem, os tubos foram agitados em vortex e mantidos
durante 48 horas, a 4°C. Apbs o periodo de incubacgdo, com excegdo dos totais, todas
as condicbes receberam 200 pl de uma solugdo contendo 2,5% de carvao (Norit A),
0,5% de albumina e 0,25% de dextran T 70. Os tubos foram mantidos durante 20 min, a
4°C e a seguir centrifugados durante 20 min, a 2800 rpm, a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e a radioatividade das amostras foi medida em contador y (BECKMAN
GAMMA 5500). Por intermedio dos valores obtidos nos tubos contendo concentractes

fixas de insulina, elaborou-se uma curva padréo gque possibilitou o conhecimento dos

valores de insulina contida nas amostras.

3.7 TESTE DE TOLERANCIA A INSULINA (ITT)

Para o ITT, os animais foram anestesiados com tiopental sodico (40 mg/kg) e,
apos 40 min, foi feito uma incis&o préximo a veia femural onde coletou-se 0,25mL de
amostras de sangue. Apds a primeira coleta foi injetado, via veia peniana, insulina

regular Biobras na dose de 1 U/kg (1U/mL). Novas amostras de sangue foram coletadas
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nos tempos 2.5, 5, 10 e 20 min apés administrac&o da insulina. A glicose plasmatica foi

avaliada pelo método da glicose oxidase (TRINDER, 1969).

3.8 DETERMINAGAO DE TRIGLICERIDEOS

A concentrag&o do triglicérides foi determinado pelo método de (McGOWAN,

1983) através de “Kit” laboratorial Labtest®.

3.9 DETERMINACAO DE GLICOGENIO: MUSCULAR E HEPATICO

Apds decaptagio e sangria dos ratos, aliquotas de tecido hepatico e muscular
foram transferidos para tubos de centrifuga (15 mlL) e, a seguir, digeridos com KOH
30% em banho fervente. Decorrido a digest&o , adicionou-se 0,2 e 0,1 mL da solugdo
de sulfato de sodio saturada no tecido hepatico e muscular, respectivamente. Em
seguida adicionou-se 7 mL de etanol no tubo contendo o tecido hepatico e 3,5 mL no
tubo do tecido muscular. Os tubos foram agitados e, a seguir, centrifugados a 2500
rpm durante 5 min. Ao término da centrifugacdo, retirou-se o0 sobrenadante e
resuspendeu-se o conteldo restante com Aagua destilada para procedimento de
avaliagdo do glicogénio por colorimetria com fenol e acido sulfdrico (SIU LO ef al,,

1970).
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3.10 CAPTAGAO MUSCULAR DE 2-DEOXIGLICOSE (2-DG)

3.10.1 PREPARACAO DO MUSCULO SOLEO

A retirada do musculo soleo, assim como a pré-incubacéo dos mesmos foram
realizado segundo descrito por (KOKUBUN, 1980).

Apés sacrificio, as patas traseiras dos ratos foram removidas, sendo o musculo
soleo exposto. Os tenddes, distal e proximal, do masculo foram liberados e um corte
longitudinal na linha mediana do musculo foi executada com auxilio de um bisturi. Apos
a separagéo, as fatias foram pesadas elegendo-se para experimentacdo aquelas com
peso entre 25 a 35 mg. O periodo de tempo entre o sacrificio do animal e o inicio da

incubagao foi de , no maximo, 5 min.

3.10.2 INCUBAGAO DAS FATIAS DO MUSCULO

As fatias do musculo foram colocadas em Erlenmeyers siliconizados, de 25 ml
contendo 3,5 ml de tampéao Krebs-Ringer bicarbonato. Os frascos foram selados com
tampas de borracha e submetidos a pré-incubagéo sob agitacdo em banho tipo
Dubinoff a 60 rpm e continuo gaseamento com carbogénio por 30 min a 37°C. Apos
esse periodo, os musculos foram transferidos para outro frasco contendo 3,5 ml de
meio e incubados durante 1 h, com gaseamento durante os primeiros 15 min, nas

mesmas condigbes da pré-incubacdo. Frascos conirole, contendo somente o0 meio de
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incubacéo, foram processados em paralelo. Apods o periodo de incubagéo, os musculos
foram mergulhados em frasco contendo solucao fisiolégica a 0,9 % (para retirada do
excesso de solugdo incubadora), secos em papel de filtro e, merguihados em tubo de
ensaio contendo 1 ml de KOH a 30 % para digestao e posterior dosagem da 2

deoxiglicose . A temperatura na pré-incubacéo e incubacgéo foi de 37°C.

3.10.3 MEIOS DE PRE-INCUBAGAO E INCUBAGAO

O tampéo Krebs-Ringer foi preparado para concentracdo final de: NaCl 0,6%,
HEPES 6,64 mM, KCI 0,032 %, CaCl; 1,14 mM, KH,PO4 0,015 %, NaHCO3 0,19 %,
Mg.S0s 0,03 %. A seguir, foi gaseada durante 20 a 30 min com carbogénio e pH
ajustado a 7,4. A esta solugdo acrescentou-se albumina bovina livre de gordura.
Foram adicionados, ainda, glicose (5,5 mM), [PH]2-deoxiglicose (0,5 uCi/mi) e insulina
(100 pUl/ml). A seguir, o pH foi ajustado a 7,25 e a solugdo transferida para os frascos

que foram selados e aquilibrados no banho a 37° C sob gaseamento com carbogénio.

3.10.4 AVALIAGAO DA CAPTAGAO DE 2-DEOXIGLICOSE

A medida da captacgio da 2-DG foi feita avaliando-se a radioatividade emitida
pelo 3H da 2-deoxiglicose contida no musculo apés digestao utilizando-se contador de

particulas Beta. (contador BECKMAN LS 6000TA)
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3.11 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como media + SEM para o nimero de ratos indicado
(n). Em se trabalhando com ilhotas o (n )se refere ao nimero de experimentos (120
ilhotas por grupo por condicdo experimental, distribuidos em grupos de quatro ilhotas
cada). As comparagOes foram efetuadas através da andlise de variancia para dois
fatores e testa de Tukey para comparacfes entre as médias. Valores de P< 0,05 sdo

considerados para indicar uma diferenga significante.
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4. RESULTADOS

A tabela 1 mostra diferentes parametros fisiologicos avaliados em ratos controle,
tratados com dexametasona, com tungstato e com tungstato mais dexametasona,
Pode-se observar (segunda coluna) que a administracdo de doses didria do
glicocorticéide sintético induziu aumento significative da glicemia, insulinemia,
trigliceridemia e no conteudo de glicogénio hepatico e contelido de glicogénio do
musculo séleo quando comparado aos ratos controles (primeira coluna). Dexametasona
n&o modificou as reservas de glicogénio do musculc gastrocnémio. Ratos tratados com
dexametasona mais tungstato tiveram suas glicemias normalizadas (coluna 4 x coluna
1). Contudo, esses animais ainda apresentaram concentracdes plasmaticas de insuling,
triglicerideos e contetdo de glicogénio hepético e muscular, maiores que os controles.
Neste sentido, cabe ressaltar que esses ratos apresentaram contetido de glicogénio do
gastrocnémio ligeiramente menor que os ratos controle. A tabela 1 mostra também que
o tratamento com tungstato de sédio induziu ligeiro aumento da glicemia sem aiteracao
dos outros parametros analisados (coluna 3 x coluna 1).

A seguir (figura 1), avaliamos a velocidade de decaimento da glicose plasmatica
(Kitt) em ratos submetidos a um teste de tolerancia a insulina endovenoso (iv ITT) e
obtivemos 0s seguintes valores, a saber: 48+0,3526+024.45+048e4,0+0,32
%/min respectivamente para o0s grupos controle, dexametasona, tungstato e
dexametasona mais tungstato (p < 0,001 entre dexametasona a os demais grupos).

Estudamos ainda, o efeito da insulina sobre a captacéo da 2-deoxiglicose friciada
por fatias de musculo sdleo isolado de ratos. A figura 2 indica que a captacdo basal da

2-DG por fatias de séleo, processada na auséncia de insulina foi semeihante nos 4
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grupos experimentais. Por outro lado, nos animais tratados com dexametasona essa
captago foi significativamente menor que aquela observada para o grupo controle (p <
0,05). Tungstato, per se, n&o alterou a captacgéo da 2-DG.

Finalmente, avaliamos a secrecdo de insulina por ilhotas de Langehans isoladas
de ratos dos 4 diferentes grupos, e incubadas na presenca de concentracdes
crescentes de glicose (figura 3). llhotas de ratos controle ou tratados com tungstato
apresentaram curvas dose-resposta de forma sigmoidal frente a concentragbes
crescentes de glicose, como classicamente observado. Por outro lado, a curva dose-
resposta a glicose por ilhotas de ratos tratados com dexametasona foi desviada para a
esquerda, indicando aumento da sensibilidade & glicose, especialmente em
concentragbes fisioldgicas da hexose (5,6 — 11,1mM). O tratamento com tungstato
impediu o desvio para esquerda da curva dose-resposta das ilhotas de animais
tratados com dexametasona. Os respectivos ECsg (concentracio efetiva 50 %) foram de
13,7; 7,9, 15,7 e 11,8 mmol de glicose/l respectivamente para controle,
dexametasona, tungstato e dexametasona + tungstato (p < 0,05 entre dexametasona e
outros grupos). As respectivas secrecdes basais de insulina, observadas na presenca
de 5.6 mmol glicose/L atingiram 0,48 £ 0,04 (n=3), 1,25+ 0,16 (n=3), 0,2 £ 0,025 (n
= 3) e 0,69 * 0,12 (n = 3) ngfilhota/90 min respectivamente para os grupos controle,
dexametasona, tungstatc e dexametasona mais tungstato (p < 0,05 entre
dexametasona e controle e entre dexametasona vs dexametasona mais tungstato).
Secrec¢éo maxima foi obtida na presenca de 16,7 mmol glicose/L. para dexametasona e

para dexametasona mais tungstato, e em 22,2 mmol glicose/L para controle e

tungstato.



25

4.1 Tabela 1. Concentractes plasméaticas de glicose, insulina e triglicérides e

contelddos de glicogénio hepético e dos miusculos, gastrocnémio e séleo de ratos
Controle, Dexametasona<{Dex), Tungstato de sodio-{Tg) e Dexametasona mais
Tungstato de sédio{DexTg).

Controle Dex Tg DexTg
Glicose (mg/dL) 81.0£39 112737« 1044+15 839+32
insulina (ng/mL) 024+022 260+39 059007 258+0.4e
Triglicérides (mg/dL.) 58.7+5.8 112.0+23.4e¢ 652150 112.2£8.4e
Glicogénio hepatico 328+038 541031 333+029 560053

(mg/100mg)

Glicogénio do gastrocnemio 2.09 + 0.27 226+011 2051014 1.89+0.08+
(mg/100mg)

Glicogénio do Soleo 1.49 +0.08 201013 1781016 1.85x0.21
(mg/100mg)

Dados s&o em media * erro padréo; n = 6 — 8/grupos
* P < 0,05 vs Dexametasona grupo
s P < 0,05 vs Controle grupo
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4.2 FIGURA 1
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Figura 1 : Teste de tolerancia a insulina. Seis a oito ratos de cada
_grupo foram anestesiados com tiopental sédico ( 40 mg Kg") e
" receberam um volume intravenoso de insulina regular (1 Ukg™).

Amostras de sangue foram obtidas da veia femural nos tempos 0, 2,5,

5, 10 e 20 minutos apds a injecdo de insulina regular para mensurar a

glicose. Valores representam a média + erro padrdo. Os valores da

glicose foram expresso em porcentagem, tomando-se como 100% a
glicose no tempo 0.
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4.3 FIGURA2
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Figura 2: Captacdo de 2-deoxiglicose pelo musculo séleo. Fatias de
musculo séleo foram pré-incubadas durante 30 min a 37°C. Depois disso,
transferidas para frascos siliconisados com tampao Krebs-Ringer contendo
5,6 mmol de glicose/l., 10 U/mL de insulina {(quando requerido) e 0,4
uCi/mL de 2-Deoxi-D-[1-3H]glicose e incubado durante 1 hora. Os valores
sS30 expressos em media + erro padrao de 6-15 experimentos. *P < 0,056
em relacdo ao controle e # P < 0,05 em relacdo aos ratos tratados com
dexametasona.
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44 FIGURA3
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Figura 3: Curva dose-resposta. Antes da aplicacdo de diferentes
concentracdes de glicose, ithotas foram pre-incubadas por 45 min a 37°C.
Apos pré-incubacdo a solucao de Krebs foi substituida por uma nova,
contendo concentracdes aumentadas de glicose. Os pontos representao a
secrecdo cumulativa (80 min.) de insulina nas concentracbes aumentadas
de glicose. Cada ponto representa a média (n = 14 -18).
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5. Discussao

Na atualidade, tem-se como certo que a instalagdo do diabetes tipo 2, sindrome
que acomete cerca de 6-8% dos individuos com mais de 40 anos de idade, depende da
associacdo entre resisténcia aumentada & insulina e incapacidade do pancreas
enddcerino em produzir e secretar quantidades crescentes do horménio para fazer frente
ao referido aumento de resisténcia.

A resisténcia a insulina, por sua vez, pode ser provocada por alteragcbes nos
receptores da insulina ou nas enzimas envolvidas nas vias internas de sinalizaggo.
Essas alteracbes foram verificadas em situagdes tais como: envelhecimento; uso de
farmacos e frente a um ocasional excesso de hormdnios (GH, catecolaminas e
glicocorticoides).

Glicocortichide induz um estado de resisténcia & insulina quando administrado em
humanos e em animais de experimentacdo (NEWSHOLME et al., 1987). Dentre os
glicocorticéides, a dexametasona tem sido usada no tratamento de inimeras doengas
desencadeando efeitos colaterais tais como: resisténcia a insulina hepatica e muscular
sendo, portanto, um agente potencial na instalagédo do diabetes do tipo 2 (AMATRUDA
et al. 1985, HABER ef al, 1992). Neste trabalho e, de acordo com os dados da
literatura, observamos que ratos tratados com dexametasona apresentaram menor
captacgdo de 2-DG pelo misculo séleo, na presencga de doses estimulatérias de insulina
(figura 02). E possivel que a dexamatasona atue diretamente em tecidos periféricos
resultando na resisténcia & insulina ou, aiternativamente, através de mudancas na
concentracdo plasmatica de glicose e de acidos graxos, como observado durante o

excesso de glicocorticoide (TAPPY ef af., 1894). O aumento da resisténcia & insulina,
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provocado por dexametasona, se refletiu, ainda no aumento significativo das
concentracdes plasmaticas de insulina, associada & ligeira hiperglicemia e
hiperlipidemia (Tabela 1). Essas modificacbes s8o consequéncias das alteragbes no
metabolismo da glicose no tecido muscular, tecido adiposo e no tecido hepatico
(GUILLAUME-GENTIL et a/,1993). Dados da literatura indicam um aumento da
protedlise, conseqlentemente uma diminuicdo na captacdo de aminoacidos pelo
muisculo, e aumento da lipdlise em detrimento da diminuicdo da lipogénese em
adipocitos (GUILLAUME-GENTIL ef a/,1993; SIMMONS, P., et al,1984). Os
mecanismos pelos quais os glicocorticoides exercem esses efeitos ndo sdo, totaimente,
conhecidos. A administrac&o cronica de dexametasona em animais de experimentagao
(1 mg/kg/dia durante 5 dias) n&o alterou as concentracdes de receptores de insulina na
membrana de células do tecido hepatico, mas reduziu os efeitos da insulina scbre a
autofosforilacdo do IR, a fosforilagdo do IRS-1 e a associagcdo entre IRS-1 e a PI3-
kinase (SAAD ef al, 1983). A resisténcia & insulina causado pelo excesso de
glicocorticoide tem sido caracterizada por um defeito pos-receptor o qual altera a agéo
da insulina tanto no figado como no musculo. Células musculares L6 tratada com
dexametasona apresentaram aumento de proteinas GLUT1 e de GLUT4. Por outro
lado, 0 excesso de dexametasona diminuiu a quantidade de fosforilagdo do IRS-1 e
PI3-kinase e a autofosforilacdo do receptor no tecido hepatico e muscular (EWART, et
al. 1998).

Uma vez de posse de um modelo de resisténcia a insulina confiavel, passamos a
estudar os efeitos do tratamento crénico { administragdo oral por 15 dias) de tungstato
de sodio. A escolha do tungstato deveu-se a sua menor toxicidade quando comparado

ao vanadato, até o momento mais estudado. Vanadato foi o primeiro composto descrito
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capaz de normalizar a glicemia de ratos deficientes de insulina (HEYLIGER ef al., 1985)
bem como de modelos de animais resistentes a esse horndnio (BRICHARD ef ai,
1988). No entanto, o ftratamento com vanadato promoveu efeitos colaterais
significativos, incluindo disturbios intestinais, podendo assim explicar a sua baixa
biodisponibilidade, entre 10 a 20%. Por ouiro lado, tungstato de sédio corrigiu a
hiperglicemia de modelos de ratos diabéticos insulino e n&o insulino dependentes
guando administrado em doses de 169 a 418 mg/kg/dia na égua de beber por 15 dias,
com baixa toxicidade (BARBERA et a/,, 1994, 1997). A concentracéo de tungstato de
sodio utilizada neste trabalho estad dentro dos valores utilizados por BARBERA et al,,
(1994, 1897). De fato, os valores de alanina aminotransferase (ALT/TGP) e aspartato
aminotrasferase (AST/TGO), dos grupos tungstato e dexametascna mais tungstato,
estdo dentro dos valores normais (dados do nosso laboratdrio) confirmando a baixa
toxicidade do tungstato de sbédio. Ao contrario do vanadato, o tungstato, apds sua
administrac@o oral, é absorvido em até 2 horas, com a taxa maxima de transporte
ocorrendo no baixc ileo, apresentando biodisponibilidade média de 92%. Desta
maneira, a alta biodisponibilidade do tungstato de sédio junto com a baixa toxicidade
oferecem vantagens no seu uso clinico (LAMER ef al., 2000). Sendo assim, o tungstato
de s6dio € um composto, dentre a sua familia, que proporciona um tratamento eficaz no
metabolismo da hexose do tecido muscular com baixa toxicidade (NUNES et a/.,2001).
A administrac&o de tungstato de sddio normalizou as concentragdes plasmaticas
de glicose em ratos tratados com dexametasona sem, contudo, modificar os niveis
aumentados de insulina e de triglicérides plasmaticos bem como, do conteudo
aumentado do glicogénio hepatico (tabela 1). Ou seja, a normalizacéo da glicemia ndo

foi acompanhada pela reducdo dos niveis circulantes de insulina e nem da melhora da
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dislipidemia, como esperado. O diabetes melitus ndo dependente de insulina (DMNDI) e
frequentemente associado com obesidade e/ou elevacdo de acido graxo livre no
plasma (REAVEN et a/,1988; McGARRY et al, 1992). O tratamento crbnico com
dexametasona, também promoveu o aumento da concentragdo plasmatica de acido
graxo livre (dado n&o mostrado), perfazendo um quadro semelhante ao DMNDI.
RANDLE (1998) demonstrou que acido graxo livre efetivamente compete com glicose
pela oxidag&o do substrato no musculo isolado de ratos, especulando gue o aumento
da oxidacdo pode causar uma resisténcia a3 insulina. Segundo este mecanismo o
aumento da oxidacdo do acido graxo livre causa a elevacéo intramitocdndrial de acetil-
CoalCoa e NADH/NAD" razéo pela qual ocorre inativag@o da piruvato desidrogenase.
Com lIsso, provocando um aumento da concentracdo de citrato o qual inibe a
fosfofrutoquinase e subsequentemente o acumulo da glicose-8-fosfato (G-6-P).
Finalmente, o aumento da concentraggo da G-6-P pode inibir a hexoquinase
resultando na diminuicdo da captagdo de glicose { RANDLE et al,, 1963: RANDLE et
al.,1965; RANDLE, 1998).

A melhora dos niveis glicemicos dos animais tratados com tungstato de sédio é
coerente com a maior velocidade de captagdo da glicose, verificada pelo teste de
tolerancia a insulina (figura 1) e pela captagdo aumentada da 2DG no musculo séleo
{figura 2). 2DG € um anélogo da glicose, néo metabolizavel, que é transportado através
da membrana para o interior do tecido alvo utilizando os mesmos transportadores, no
caso, do musculo, o GLUT4.

Nesse sentido, dados da literatura indicam gue o tratamento in vitro de células
3T3L1 com vanadato, um inibidor da tirosina fosfatase, aumentou a fosforilagéo das

proteinas citosdlicas responsaveis pela transiocagdo de transportadores de glicose
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(GLUT4) no tecido muscular, portanto, aumentando a captag@o de glicose (
KAWASHIMA et al., 1996). Por pertencer a mesma familia do vanadato, acredita-se
que o tungstato aumentou a captacdo de glicose nas células musculares através de
mecanismos semelhantes (BARBERA ef al., 1994). FANTUS et al., (1998), postularam
que vanadato estimula a captacéo da glicose pela translocagdo de GLUT4, mas por um
mecanismo independente da Pl3quinase. Conclui-se que, no momento, ndo se tem
claro o exato mecanismo de agd@o do tungstato sobre o transporte de glicose no
musculo.

Nas ilhotas de Langerhnas, administracdo cronica de dexametasona provocou
aumento da massa das mesmas (dados do nosso laboratrio, ndo mostrado). Ao
mesmo tempo, observou-se desvio para a esquerda da curva-dose resposta a glicose,
indicando aumento da sensibilidade ao secretagogo (figura 3). Provavelmente, essa
maior sensibilidade a glicose é consequéncia da resisténcia periférica aumentada a
insulina. Portanto, o aumento de, aproximadamente, 10 vezes na concentragao
plasmatica de insulina nos animais tratados com dexametasona € necessario para
compensar a resisténcia a insulina provocada pelo glicocortictide, refletindo-se numa
quase normoglicemia. Nas ilhotas provenientes de animais tratados com dexametasona
mais tungstato de sddio, a curva dose-resposta & glicose tendeu para a direita em
sentido da normalizac8o. Isto indica que o tratamento com tungstato, de alguma forma,
aumentou a eficiéncia da insulina nesses animais. A resisténcia a insulina induzida por
dexametasona esta também associada ao aumento das concentragdes plasmaticas da
mesma. Este & um fato controverso na literatura onde resultados complexos tém sido
produzidos em estudos com ratos e camundongos tratados com dexametasona,

principaimente no que se refere & secrecéo de insulina in vitro. O aumento (MALAISSE
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et al 1967, KAWAI et al., 1977, OGAWA et al, 1992, WANG et al, 1994), a ndo
alteracéo ( KALHAN et al., 1975; DINNEEN et a/., 1993) e a diminuicdo (FISCHER et
al., 1990; PLAT et al., 1996; LONGANO et al., 1983) da secregdo de insuling, tém sido
relatados.

Estas diferencas ndo s&o faciimente explicadas, mas parece depender da dose
do glicocorticoide, da dura¢fo do tratamento, da propensdo do animal em desenvolver
o diabetes e da estimulacéo usada in vitro (HENQUIN et a/.,1997). Neste experimento,
verificamos que ratos tratados com 1mg por dia de glicocorticoide, durante cinco dias,
apresentaram secrecio de insulina aumentada frente a diferentes concentragdes de
glicose, (5,6 - 27,8mM), quando comparadas & secre¢o por ithotas controle (figura 3).

Em perfusdo de pancreas isolado de ratos ndo diabéticos, tratados com
dexametasona, a linha basal da secrecéo de insulina foi 20 vezes maioru dd que a de
rato controle (O'BRIEN et al., 1991). Estes resultados estdo de acordo com os
verificados neste trabalho, onde os valores de insulina dos ratos fratados com
dexametasona foram cerca de 10 a 12 vezes maiores que no rato controle (Tabela 01).

Considerando-se que o tratamento com tungstato de sodio aumentou a
velocidade do desaparecimento da glicose do plasma (Figura 1) e a captagdo da
glicose estimulada por insulina no musculo (Figura 2), os resultados referentes a
secrecdo de insulina in vitro, frente a concentracgdes crescentes de glicose, passam a
ser coerentes. Contudo, a permanéncia de niveis aumentados de insulina e triglicérides
no plasma indica que o tratamento cronico com tungstato nédo foi suficiente para

reversédo completa do quadro de resisténcia aumentada & insulina, induzido por

dexametasona.
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CONCLUSAO

O tratamento com dexametasona promoveu 0 aumento da insulinemia, glicemia
e trigliceridemia dos ratos.
Dexametasona aumentou a secrecdo de insuling, induzida por glicose em ilhotas
isoladas.
Dexametasona aumentou a resisténcia periférica & insulina verificada,
indiretamente, por redugio do desaparecimento da glicose plasmatica (MITT) e
da captacéo de glicose pelo muscuio sdleo.

Tungstato de sodio melthorou a captac@o de glicose muscular, induzida por
insulina.

Tungstato de soédio induziu normalizagdo da glicose plasmatica em ratos

tratados com dexametasona.

Esses resultados indicam que, a normalizagio da glicemia de ratos resistentes a

insulina pelo tratamento com tungstato deveu-se, pelo mencs em parte, & maior

captacéo de glicose pelo muscuio.
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Andlises Clinicas, Bromatologicas e Toxicolégicas. Facul-
dade de Ciéncias Farmac8uticas de Ribeirao Preto, USP,
E-mail: alepr@fcfip.uspbr; “Universidade Federal do
Mato Grosso, Brasil

“The inflamspation is a pathophysiclogical phenomenon
caused by several stimulus and it is responsible for the
increase in the blood flow, vascular permeability, migra-
tion and activation of inflammatory cells such as newtro-
phils, eosinophils and macrophage. The mechanism re-
sponsible for triggering the cells migration in the in-
flammatory foci is complex and depends on the nature of
the stmulus as well as released chemotactic mediators.
The anti-inflammatory draugs are widely used for allevi-
ating the symptoms caused by the inflammation and for
treatment of several diseases such as anbritis and asthma.
The family Lythraceae is composed of species showing
anti-inflammatory activity (Lawsosia inermis and Hemia
salicifolia). One of these species Lafoensia pacari is a
popular alternative medicine used in Mato-Grosso as a
sisternic and local anti-inflammatory drug. To test the
anti-inflamumatosy activity of L. pacari. female mice were
chosen as experimental models. One group of animals was
i.p. injected with carrageenin and the other group orally
infected with Toxocara canis eggs (200 eggs/animal).
Bmhg;oupswemdailyn—eawdwithanaqueousexmof
L. pacari (200 mg/kg bw.) p.o. The group injected with
carrageenin and orally weated with L. pacari showed a
considerable inhibition in the recruitment of neutrophils to
the peritopeal cavity 24 h after stimulus. On the 18" day
after infestation, the group infected with Toxocara canis
and treated with L. pacari showed inhibition of the blood
eosinophilia and recruitment of eosinophils into the
peritoneal and hung cavities. Fusther experiments are being
conducted to evaluate the role of some cytokines and
mediators involved in this process.

P99 EFFECT OF TUNGSTATE ADMINISTRATION
ON GLUCOSE HOMEOSTASIS AND INSULIN SEC-
RETION BY ISOLATED ISLETS IN DEXAMETHA-
SONE TREATED RATS

W M § Nunes'. C Y Sibuya', E M Cameiro'. R Gomis” &
A C Boschero' — 'Departamento de Fisiologia e Biofisica,
IB/UNICAMP, Carmnpinas, 5P, E-mail:
boschero@®@ unicamp.br: *Hospital Clinic, Universitari de
Barcelona, Espanha

Among the several inorganic compounds that mimic the
effect of insulin, vanadium derivatives are the most widely
studied. In the present work we have analyzed the effects
of mngstate on glucose homeostasis and insulin secretion
in healthy and in insulin resistant rats by dexamethasone.
Fifteen days before the experiments the rats were randomly
distributed in four groups: control. dexamethasone, fuRg-
state and dexamethasone + mungstate. Control and dexa-

methasone groups had free access to water. Tungstate and
dexamethasone + ungstate groups received wngstate dis~
solved in the drinking water (2 mg/mi). The dexametha-
some and dexamethasone -+ mmgstate groups received dur-
ing the last 5 days daily doses of 1 mg/Kg ™' of dexa-
methasone, intraperitoneaily. In insulin resistant rats, fing-
state-treatment normalized plasma glucose whereas plasma
insulin and triglycerides remained significantly higher than
controls. The glucose disappearance rate after an ivITT and
the glucose uptake by soleus muscle of insulin resistant
rats were lower compared to control rats and was normal-
ized by tungstate. The dose—response curve of insulin
secretion (5.6 o 27.7 mM glucose) in isolated islets from
dexamethasone-treated rats was shified to the left com-
pared to control isiets. Admipistration of mmgstate to these
animals induced a dose-response curve closer 10 control
islets. The ECS3(0 for the dose—1esponse Curves Were 13.7,
79, 15.7 and 11.8 mM glucose for control, dexametha-
sone, tungstate and dexamethasone -+ ungstate-treated rats,
respectively. In conclusion, tangstate-induced plasma glu-
cose normalization seems to be, at least in part,
on the testoration of giucose uptake by muscle cells of
insulin resistant rats.

Financial support by: CAPES. CNPg, FAPESP and
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£9.10 THE EFFECTS ON THE LEVELS OF BLOOD
LACTATE IN PATIENTS WITH CHRONIC OBSTRUC-
TIVE PULMONARY DISEASE (COPD)

A B Silva'. V A Pires’. L M M Sampaio’, M Jamami'. D
Costa® & A Demonte” — 'Pés-graduandos PPG, UFSCar,
E-mail: audrey@process.com.br; ‘Laboratério de Es-
pirometria ¢ EMG Dfisio, UFSCar: “D. Alimempios €
Nutricdo, UNESP, Brasil

Patients with COPD are usually limited in their exercise
tolerance by a limited ventlation. The jactic acidosis
induced during physical stress is premature an this clearly
shows a reduced aerobic capacity.

The objective of this investigation was 10 evaluate the
lactic acid levels before and after the Pulmonary Rehabili-
tation Program (PRP).

A group de seven patiess with moderate to severe
COPD (FEV1<65% of predicted), age F0+=7.9 years,
assisted in a Special Respiratory Fisioterapy Unit of
UESCar, were selected. An incremental exercise testing
was performed on the treadmill (Imbrameed), and the
subjects were verbally encouraged to exercise as long as
possible. In the resting period. two minutes after every
sequence, venous blood samples were withdrawn into
heparinized capillaries. for measurement of whole blood
lactate level (Yeliow Springs Ohio Lactimeter), and de-
termination of the anaerobic threshold. The patients were
submitted 1o 2 PRP with lengths of time of 1 h. 3 umes a
week and during 6 consecutive weeks.



