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1. INTRODUCAO




1.1) APRESENTAGCAO

A glicose sanguinea se mantém relativamente constante gragas a acéo
conjunta de mecanismos de controle neurais e endécrinos. A participagéo do figado
na manutenc¢ao da glicemia, bem como, o seu contfrole enddcrino e autdnomo, tem
sido estudada em detalhes, demonstrando que o figado capta ou libera glicose com
velocidade proporcional ao grau de aumento ou redugdo da glicose portal.
Deficiéncias no metabolismo de carboidratos, aminoacidos e lipideos ocorrem no
figado de diabéticos e também em outros tecidos dependentes de insulina para a
captacdo de glicose (ROGNSTAD, 1991, JUNGERMANN, 1992, LAMAIGUE &
ROUSSEAU, 1994). A correcéo destas deficiéncias é fundamental para reduzir a

glicemia e prevenir o avango das complicagbes vasculares e das atividades neurais

para melhorar a qualidade de vida do diabético.

Recentemente, foi demonstrado que os eritrocitos absorvem e incorporam
glicose aos reservatorios de glicogénio quando a glicose esta elevada, liberando-a
quando ocorre reducao da glicemia (GUARNER & ALVAREZ-BUYLLA, 1989). Como
as reservas de glicogénio superam as necessidades metabdlicas destas células foi
éugerido gue contribuam de maneira importante para o controle glicémico
(JACQUEZ, 1984; GUARNER & ALVAREZ-BUYLLA, 1989; 1990). Recentes

pesquisas vem reunindo informacdes a favor desta hipdtese em humanos e outros

mamiferos, normais e diabéticos. Eritrocitos de humanos diabéticos sio deficientes

na quantidade e na atividade dos transportadores de glicose (GLUT1) assim como,



na produgado de glicose-6-fosfato (G6P) e na atividade da enzima glicogénio
sintetase (GARVEY et al., 1987; ABUMRAD et al., 1988; KATO et al,, 1990). Estas
deficiéncias comprometem tanto a captacdo de glicose quanto a sintese de
glicogénio e, consequentemente, a capacidade dos eritrocitos participarem da
distribuicéo de glicose torna-se pequena ou nula, constituindo um distarbio adicional
que pode complicar o quadro glicémico no diabetes mellitus (MARSHALL., 1989). De
modo semelhante, o figado de diabéticos também apresenta inibigdo na atividade
da glicogénio sintetase. (RODRIGUEZ-GIL et al., 1989, JUNGERMANN, 1992:
LAMAIGUE & ROUSSEAU, 1994).

Alternativas para o tratamento de diabeéticos levaram a re-introducéo de
derivados das guanidinas, as biguanidas. Dentre estas, a metformina, isoladamente
ou em conjunto com sulfuniuréias ou insulina, tem promovido melhora no controle da
glicemia, do colesterol e de frigliceridios (CAMPBELL, 1988; MATTHEI et al., 1989;
RICCIO et al., 1991; BAILEY & PUAH, 1986). Em figado de ratos diabéticos por
aloxana, a metformina promoveu a recuperagdo das reservas de glicogénio,
sugerindo que houve o restabelecimento das fungdes ligadas a sintese deste
produto de reserva (da SILVA & GONCALVES, 1894).

O indutor enzimatico, fenobarbital também tem sido utilizado como
coadjuvante para o tratamento do diabetes tipo 1l. A melhora na glicemia durante o
tratamento & provavelmente dependente da ativacdo das enzimas microssomais as
quais se encontravam comprometidas pela patologia (VENKATESAN et al., 1994).
| Como a manutengéo da normoglicemia depende do suprimento energético

adequado e da integridade dos tecidos envolvidos nos ajustes metabdlicos € preciso



reavaliar a inter-relagdo entre os principais reservatorios de glicose, incluindo a

reserva eritrocitaria em condicbes de normalidade e quando a homeostasia

glicémica fica comprometida por situages patolégicas como no diabetes mellitus.

A apresentacdo deste trabalho sera feita no formato de capitulos
parcialmente independentes mostrando, primeiramente, a fungao armazenadora de
glicogénio nos eritrocitos de ratos, in vivo e in vitro, seguido do estudo dos efeitos de
alteragbes em varias condigbes funcionais sobre os reservatérios de glicogénio e,
finalmente, os efeitos das drogas, metformina e fenobarbital em estimular a sintese
de glicogénio em animais diabéticos. Ao final seré apresentada uma discussao
compreensiva. Em linhas gerais, este trabalho demonstrou que os eritrdcitos
também participam do mecanismo de regulagdo da glicemia e que podem ser

usados como um dos indicadores precoce do aparecimento do diabetes mellitus.



1.2) CAPITULOI

ERITROCITOS

As fungbes eritrocitarias mais estudadas sdo aquela relacionadas com suas
propriedades de transportar gases e de participar do equiiibrio acido-base do
sangue. Porém, ao estudar o metabolismo de glicose em eritrocitos, MURPHY
(1960), detectou pequenas reservas de glicogénio, que SIDBURY et al. (1961)
consideraram serem uma por¢ao remanescente dos estagios evolutivos destas
celulas e que o metabolismo do glicogénio néo seria ativo. Todavia, durante estudos
de glicogenoses hepaticas em humanos, MOSES et al (1971) verificaram que os
eritrécitos contem as enzimas glicogénio sintetase e glicogénio fosforilase,
responsaveis, respectivamente, pela sintese e pela degradacdo de glicogénio.
Nestas doencas as enzimas responsaveis pela degradagdo das reservas de
glicogénio estdo inativadas, possibilitando o aciimulo de glicogénio em concentracéo
maior que a observada em eritrécitos de individuos normais (MOSES et al, 1972).
Anteriormente, HERS et al. (1967) j& haviam identificado a amilo-1,6-glucosidase,
enzima que possui atividade desramificadora do glicogénio em eritrocitos normais.

No figado, duas formas da enzima glicogénio sintetase, passiveis de
interconverséo tém uma implica¢éo direta na regulagédo da sintese de glicogénio. A
forma a possui alta afinidade pela glicose-6-fosfato (G6P) e uridina di-fosfoglicose
(UDPG) e a forma b possui baixa afinidade pelo substrato e pelo ativador, sendo

ativa somente na presenca da G6P (MOSES et al, 1972). Nos eritrécitos, somente



um tipo de glicogénio sintetase estd presente, semelhante & forma b descrita no
figado, dependente da G6P. Neste sentido, o eritrdcito é Unico, ao contrario dos
outros tecidos, nos quais ha interconversdo entre as duas formas da enzima. A
baixa atividade da glicogénio sintetase nos eritrocitos, pode ser devida a
concentragao intracelular de UDPG (0,03 mM) e de glicose 6-fosfato (0,2 mM), que
estao abaixo do Km e Ka, da enzima. Ao contrario de outros tecidos, o ATP (1,2
mM) e o fosfato inorgénico (1,3 mM) ndo inibem a glicogénio sintetase dos
eritréeitos. Consequentemente, a regulacdo da sintese de glicogénio nos eritrocitos
depende em maior intensidade das mudangas nas concentracées de G6P do que da
concentragéo dos ativadores ou inibidores da enzima (MOSES et al., 1972).

| O metabolismo de glicogénio em eritrécitos normais, foi avaliado por MOSES
et al. (1972), utilizando como parédmetro a incorporagdo de glicose radioativa ao
reservatorio de glicogénio. A taxa de incorporacéo de glicose para a formacgao de
glicogénio nos eritrocitos atingiu 0,04 + 0,01 umol. g Hb™ h, sendo o valor maximo

obtido em pH 7.6. Propuseram que o grau de saturagdo da hemoglobina pelo

oxigénio poderia induzir modificacdes no pH intracelular e assim regular a atividade
das enzimas envolvidas na sintese de glicogénio (MOSES et al., 1972).

A quantidade de glicose captada pelos eritrécitos supera em muito as suas
necessidades metabdlicas, o que implica em alta velocidade de transporte de
glicose e/ou em grande quantidade de transportador na membrana. LIN & SPUDICH
(1974), estimaram em média, 3x10° transportadores por célula. Estes

transportadores constituem 3,5% das proteinas da membrana, superior ao medido



na membrana de adip6citos, correspondente a apenas 0,04% (ZOCCOLI et al.,
1978, CARTER-SU et al.,1980).

O transportador de glicose identificado nos eritrocitos & constituido de 492
éminoéoidos e foi classificado como GLUT1 (BELL et al.,, 1990). Ele apresenta um
Km para glicose de aproximadamente 2 mM e “in situ” exibe um padrdo assimétrico
de transporte, com Km para efluxo aproximadamente 4 vezes maior e Vmax
comparado ao influxo (BURANT et al., 1991). A atividade do GLUT1 nao é regulada
por horménios e ele ndo é translocado de sitios intra-celulares para a membrana
plasmatica (SIMPSON & CUSHMAN, 1986).

Sob normoglicemia (5 mM), os eritrocitos humanos utilizam 1 a 2 pmoles de
glicose.ml células. h. Aproximadamente 95% da glicose oxidada segue a via de
Embden-Mayerhof, produzindo lactato e piruvato e gerando o ATP necessario para
a manutengéo das condi¢des homeostaticas. A glicose (5-10%) pode ainda ser
metabolizada através da via da pentose fosfato, gerando nicotinamida adenina

dinucleotideo reduzido (NADPH), que desempenha papel fundamental na

manutencdo de componentes intracelulares na forma reduzida (YUNIS &
YASHMINEH, 1969 ; ROSE, 1971; HARVEY & KANEKO, 1976).

Diversos estudos do metabolismo eritrocitario da glicose tem demonstrado a
grande variag&o inter-espécie no consumo de glicose, sendo constatado a utilizagao
de 0,27 pmol de glicose / h / ml de eritrocitos em porcos, 2,85 umol de glicose / h /
ml de eritrécitos em camundongos, 2,26 umol de glicose / h / mi de eritrocitos em

pumol de glicose / h / ml de eritrocites em coelhos e 2,38 umol de glicose / h / mi de



eritrocitos em ratos (KANEKO, 1974; HARVEY & KANEKO, 1976: MAGNANI et

al, 1980).

AGOSTINO (1992), estudou as relagdes entre o metabolismo hepatico e os
eritrocitos e sugeriu que os eritrocitos podem ser os responsaveis pela producéo de
compostos de 3 carbonos como lactato e piruvato os quais por sua vez, podem
suprir o figado com lactato necessario para sintese de glicogénio.

Diversos estudos utlizando inibidores especificos dos transportadores de
lactato caracterizaram o transporte de monocarboxilatos em eritrocitos humanos
(OPIE & MANSFORD, 1971; HALESTRAP, 1976; DUBINSKY & RACKER, 1978;
DEUTICKE et al., 1982).

Os transportadores de lactato na membrana de eritrécitos de ratos
correspondem a 5% das proteinas de membrana, e transportam mais eficientemente
o L-lactato que o D-lactato (DEUTICKE et al., 1978).

As determinacdes da capacidade e velocidade do transporte de

monocarboxilatos dos eritrécitos de humanos, mostraram que o transportador de 1-
lactato tem Km = 46,3 mM e Vmax = 39 pmol.min'1. ml células, enquanto o
transportador do piruvato tem o Km = 1,3 mM e Vmax = 0,67 gmoi.min'1. mi células.
Nos eritrécitos de ratos, o transportador de L-lactato tem Km aproximadamente 300
mM e Vmax = 2,51 pmoi.min". ml células, enquanto o transportador de piruvato
apresenta 0 Km = 0,48 mM e V max = 2,13 pumol.min™. ml células (POOLE &
HALESTRAP, 1992).

DEUTICKE et al (1982), demonstraram substanciais diferencas inter-espécies

entre o Km e Vmax dos transportadores de lactato e piruvato, as quais podem estar



relacionadas as diferengas na constituicéo lipidica das membranas ou ainda, quanto
ao nivel de colesterol que estas possuem. Esta hipétese foi recentemente reforcada

nos estudos de POOLE & HALESTRAP (1992).

Os hepatdcitos, de maneira similar ao observado nos eritrécitos, também
possuem uma grande quantidade de transportadores de lactato e piruvato com
propriedades mais seletivas ao L-lactato que ao D-lactato (EDLUND & HALESTRAP,
1988; FAFOURNOUX et al., 1985; MONSON et al., 1982).

Nos hepatocitos, 0 Km do transportador de lactato situa-se entre 1,8 - 2.4 mM
enquanto para o piruvato o Km = 1,2 mM (POOLE & HALESTRAP, 1992). Valores
similares ja foram observados em eritrécitos de ratos, mostrando similaridades entre
estas celulas e sugerindo que os eritrécitos poderiam fornecer monocarboxilatos ao
figado durante sua passagem pelo parénquima hepatico (EDLUND & HALESTRAP,
1988).

A identificagdo de reservas de glicogénio nos eritrécitos, estimulou o interesse

em avaliar a funcéo destes depdsitos de glicose. JACQUEZ (1984), usando como

referéncia o estudo de RAPOPORT (1968), que avaliou a glicolise em eritrocitos

humanos em 1,1 mmol.. h™. | células, a 37°C, propds que os eritrocitos seriam
importantes para manter o suprimento de glicose cerebral devido ao seu alto
nimero na corrente sanglinea, associado a habilidade de transportar 40% da
glicose plasmatica. Sob normoglicemia, (aproximadamente 5 mM) a concentragéo
de glicogénio dos eritrocitos humanos equivale a doze mil vezes o requerido pelo

seu metabolismo.
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GUARNER & ALVAREZ-BUYLLA (1989) constataram uma diferenca artério-

venosa no teor de glicogénio eritrocitario em ratos, e sugeriram que os eritrocitos

estariam distribuindo glicose aos tecidos, participando da regulagio glicémica. Esta
sugestao havia sido antecipada por FERRANNINI & BJORKMAN (1986) em estudos
em eritrocitos humanos. GUARNER & ALVAREZ-BUYLLA (1989), também
verificaram que a captagéo de glicose pelos eritrocitos depende da concentracido de
glicose no meio a que estao expostos ,"in vivo” e “in vitro”, ocorrendo incorporagéo
de glicose aos reservatorios de glicogénio durante a elevagio da glicemia e, por
outro lado, redugao nas reservas quando diminui a glicemia. A estac@o de captacédo
de glicose seria o figado, ao qual forneceria em troca, o lactato (DEUTICKE et al.,
1982; POOLE & HALESTRAP, 1992).

A reserva de glicogénio esta sujeita a acao de hormonios e, portanto, esta
sujeita aos eventos que determinam a flutuagcdo em suas concentragbes no plasma.
A adrenalina pode mobilizar as reservas de glicogénio da mesma maneira que o faz

nos hepatocitos, através de receptores p2-adrenérgicos e o efeito se manifesta

inclusive durante a hiperglicemia (BECKMAN & HOLLENBERG,1979: SMUROVA,

1994). Alem disso, aumenta o metabolismo da glicose nos eritrocitos porque inibe os
uitimos passos da glicolise, diminuindo a produgdo de ATP e, aoc mesmo tempo,
induzindo aumento na sintese de 2,3 bi-fosfoglicerato possibilitando maior liberacéo
de oxigénio {(MAIRBAURL & HUMPELER, 1981).

A influéncia da insulina sobre a captagdo de glicose nos eritrocitos pode ser
aventada, em decorréncia da presenca de receptores de insulina em eritrdcitos

maduros. Eritréecitos normais possuem aproximadamente 2000 receptores de
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insulina, distribuidos em 14 sitios por micrometro quadrado de membrana e com as
mesmas propriedades observadas nos receptores de insulina de outros tecidos
como figado, musculo e tecido adiposo (GAMBHIR et al. 1978; BALDINI et al.,
1986). Entretanto, em alguns estudos (GUARNER & ALVAREZ BUYLLA, 1989), a
insulina na@o promoveu aumento na captacdo de glicose, nem a sintese de
glicogénio. Todavia, em reticulécitos, que apresentam 8 vezes mais receptores de
insulina que os eritrocitos maduros, a captagédo de glicose e a sintese de glicogénio
se elevam na presenca de insulina. Possivelmente, estes receptores de insulina sdo
perdidos durante o perfodo de maturagdo (THOMOPOQULOS et al., 1978; LEE &
YALOW, 1980). Mas, PETERSON et al (1983), incubaram eritrécitos humanos na
presenga de insulina durante 3 horas e verificaram uma reducdo de 70% na
populacgéo de receptores. Nova incubagéo destes eritrécitos na auséncia de insulina
mostrou que a populagéo de receptores foi restabelecida, sugerindo que a insulina
promove a internalizag&o dos receptores e assim, baixa a sensibilidade a si propria.

Informagdes a respeito dos efeitos da diabetes mellitus sobre o metabolismo

da glicose em eritrocitos sdo poucas e esparsas. Recentemente, tem sido
constatado que eritrécitos de diabéticos, dependente ou nao de insulina,
apresentam redugéo na captacéo e no metabolismo de glicose e na concentracao
de G6P (CIARALDI et al., 1982; CIVELEK et al.,1991; KATO et al., 1990: CONGET
et al., 1991; DONATELLI et al.,1991; RAPIN et al.,1991).

Apesar de serem raras as informagdes na literatura a respeito das
propriedades dos eritrocitos enquanto transportadores de glicose, faz-se necessario

reavaliar a importancia destas células para a regulagdo glicémica em ratos normais
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e diabéticos. Também avaliaremos a capacidade dos eritrécitos em modificar suas
reservas de glicogénio frente a diferentes horménios ou farmacos utilizados no

tratamento da diabetes.
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1.3) CAPITULO Il

METFORMINA

As guanidinas tem encontrado ampla utilizag&o: como agente anti-bactericida,
anti-viral, anti-inflamatorio, hipotensoras, antagonistas de receptores de histamina,
indutores de alterages na excitabilidade neuronal ligadas a canais de Na’,
indutores de alteragbes na liberagcdo de neurotransmissores, entre outros
(SCHAFER, 1983).

Também foram utilizadas no tratamento do diabetes mellitus devido a sua
propriedade anti-hiperglicemiante quando administrada por via oral. Todavia, a sua
prescricdo foi abandonada devido & ocorréncia de muitos casos letais por acidose
lactica, sendo substituidas pelas biguanidas, fenformin (B-phenethylbiguanida),

buformin (n-butyl biguanida) e metformim (N, N,-dimethylbiguanida) (ARIEF, 1989;
LALAU et al., 1995).

A metformina destacou-se das demais pois, desde que utilizada em
condigbes controladas, o risco de provocar acidose lactica € minimo (SCHAFFER,
1980 ; CAMPBELL et al, 1988). Estudos farmacocinéticos demonstraram, no
Homem e no rato, que a metformina ndo se liga a proteinas plasmaticas e nao é
metabolizada, sendo excretada rapidamente na urina (SCHAFFER, 1972; 1974
1976 a, b; e 1983). As avaliagbes farmacodindmicas realizadas em humanos

diabéticos revelaram niveis plasmaticos maximos de metformina 1 a 2 horas apds a
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administragdo oral, sendo os niveis plasmaticos mantidos durante 4 a 5 horas. A
metformina apresenta uma alta taxa de eliminacéo, com o pico de excrecao urinaria
entre 1 e 3 horas apos uma simples dose, e meia vida plasmatica entre 1,5e 45
Horas (PENTIKAINEN et al., 1979; CASEY et al.,, 1979; TUCHER et al., 1979). A
rapida excreg¢éo renal de metformina parece contribuir decisivamente para a
ocorréncia de poucos casos de acidose durante o tratamento (ROSSETTI, 1990)
Quanto a agl@o anti-hiperglicemiante exercida pela metformina, tem-se
observado que ela induz elevagéo na captacao de glicose pelos tecidos periféricos
sem aumentar a secre¢éo de insulina (PERRIELO et al., 1990). Porém, para que o
efeito anti-hiperglicemiante se manifeste & preciso que insulina esteja presente.
Outra caracteristica importante da metformina & nao induzir hipoglicemia, mesmo
em individuos normoglicémicos (WOOLEN & BAILEY, 1988; De FRONZO et al.,
1991, BAILEY, 1992). Todavia, em altas concentracées, a metformina inibe a
secrecdo de insulina induzida pela glicose em ilthotas de Langerhans isoladas de

ratos (SCHATZ et al., 1972). Por outro lado, em ithotas isoladas de porcos e ratos, o

tratamento prévio com metformina exerceu efeito estimulante sobre a secrecéo de
insulina induzida pela arginina (BOBBIONI et al., 1979). Atualmente é consenso
entre muitos autores que a metformina em concentracbes terapéuticas nao estimula
a secrecao de insulina (SCHAFER, 1983).

A atividade anti-hiperglicemiante da metformina relaciona-se, principalmente a
supressdo da liberag&o hepatica de glicose, redugdo da absorgdo intestinal de
glicose, aumento da sensibilidade dos hepatocitos a insulina, e estimulaggo da

captagao de glicose por tecidos sensiveis ou ndo a insuiina (PURRELLO et al, 1987:



15

CAMPBELL et al., 1988; De FRONZO, 1988; WOOLEY & BAILEY, 1988; BAILEY,

1992).

PENICAUD et al (1989), demonstraram que o trato digestivo é um dos sitios
preferenciais de acéo da metformina. Em ratos geneticamente obesos, metformina
promoveu aumento da utilizagéo de glicose pelo trato digestivo. Sugeriram que este
efeito estaria relacionado a redugdo da glicemia decorrente do tratamento e,
consequentemente, induziria a reducéo da insulinemia.

O tratamento com metformina também esta relacionado com modificacées no
metabolismo lipidico. Em diabéticos tratados houve redugdo nas concentractes de
colesterol plasmatico e reducdo na incorporagéo do colesterol a parede adrtica,
sugerindo um efeito protetor ao desenvolvimento de aterosclerose (SIRTORI et
al., 1977, MARQUIE, 1978; GIACCHI & VATTI, 1981). RICCIO et al (1991)
verificaram que o tratamento com metformina promove diminuigdo da oxidacdo dos
acidos graxos livres no figado. Esta diminuicio pode exercer menor efeito ativador

alostérico das enzimas gliconeogénicas, restringindo a formagdo de ATP, que

direciona a sintese “de novo” de glicose. Nos tecidos periféricos a metformina pode
induzir reducéo na oxidagéo dos acidos graxos favorecendo a oxidagéo da glicose,
fato que se reflete na redugao dos niveis de triglicerideos plasmaticos e colesterol,
como propuseram WU et al., 1890.

As avaliagbes da inter-relacdo entre a metformina e o receptor de insulina

mostraram um aumento da afinidade do receptor sem induzir elevacdo em sua

quantidade (HOLLE et al., 1981; COHEN et al.,1980; VIGNERI et al., 1982).
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Classicamente se observa em tecidos hepaticos e extra-hepaticos de

diabéticos alteragdes a nivel pés-receptor da insulina, favorecendo a hipotese de

que a metformina pode ser um coadjuvante no tratamento do diabetes mellitus,
porque possivelmente atue sobre os mesmos mecanismos pds-receptor da insulina
(OLEFSKY & REAVEN, 1877, KOLTERMAN et al., 1981; FOLEY et al., 1983).

Segundo LORD (1983), eritrocitos de ratos normais e camundongos obesos
tratados com metformina apresentam elevagdo no nimero dos receptores de
insufina. Por outro lado, tem-se verificado que a metformina nao exerce efeito
mensuravel sobre a ligag&o da insulina ao receptor sugerindo que o principal efeito
estaria vinculado a um sitioc pds-receptor, sem afetar a ligagdo da insulina ao
receptor (FANTUS & BROUSSEUR 1986; PURRELLO et al.,1988; SANTOS et al.,
1995).

Os efeitos in vitro da metformina sobre a ligagéo da insulina ao seu receptor e
sua fosforilag&o foram avaliados no figado e eritrécitos humanos, revelando que 0,3

- 300 mg/ml de metformina n&o afeta estes parametros. Na concentracéo de 400

mg/ml verificou-se um aumento de 50% na fosforilagéo do receptor da insulina e na
atividade da quinase ligada ao receptor sem afetar a ligacdo da insuling,
demonstrando que a metformina exerce efeito a nivel pés-receptor potencializando o
sistema sinalizador da insulina a nivel das quinases ou por eventos ligados a
cascata de fosforilagéo iniciada pela insulina (PRAGER et al., 1986; LORD et al.,
1985; HOLLE et al., 1981; FANTUS & BROSSEAU, 1986).

O tratamento de adipécitos isolados de pacientes portadores de resisténcia a

insulina com metformina mostrou aumento no transporte de 3-O-metilglicose
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decorrente da potencializag&o na translocacéo dos transportadores de microssomas
intracelulares sem, contudo, afetar a expresséo génica dos transportadores

(MATTHAEI & GRETEN, 1991; YOA et al., 1993).

GALUSKA et al (1991), avaliaram o efeito de 0,1 mM de metformina, que
corresponde a dose 10 x maior que a terapéutica, sobre a populacdo de
transportadores de glicose em musculo esquelético de diabéticos resistentes a
insulina, constatando que a metformina aumenta a captagéo de glicose pelas fibras
musculares, possivelmente alterando a atividade intrinseca dos transportadores ou
recrutando mais transportadores de reservatorios citosdlicos para a membrana
plasmatica.

KLIP et al (1992), avaliando o transporte de glicose em células musculares
ém cultura, demonstraram que metformina estimula a captacéo de 2-deoxiglicose e
3-O-metilglicose, cujo efeito se mostra tempo-dependente exibindo metade da
estimulagdo maxima entre 5-6 horas e maxima capacidade em 18 horas.

Possivelmente a agéo da biguanida pode estar vinculada a translocacdo de
transportadores GLUT4 constituindo a base para a redugio da glicemia observada

em diabéticos tratados.

Recentemente, ROSSETTI et al (1990) observaram, em ratos diabéticos
tratados com metformina, elevagéo na atividade das proteinas quinase ligadas ao
receptor da insulina, efeito que contribuiu para a melhoria da acdo da insulina em
tecidos sensiveis a insulina e pode ser eficiente no controle do desenvolvimento de

macroangiopatias diabéticas.
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WIDEN et al (1992), estudaram a agéo da metformina sobre o metabolismo
periferico da glicose em diabéticos, constatando que a metformina inibiu
preferencialmente a oxidagdo da glicose, e pode interferir na fosforilacdo oxidativa
das mitocondrias, como sugerido por KLIP & LEITER (1990). Possivelmente a
metformina também estimula a enzima glicogénio sintetase muscular favorecendo a
formagéo de glicogénio.

Em humanos diabéticos, ndo dependente de insulina, sob tratamento com
metformina, JACKSON et al (1987), verificaram que a metformina promovia uma
pequena elevagao na concentragio plasmatica de lactato, principalmente apés as
refeicbes, gerando uma pequena acidose pés-refeicio. Sugeriram que a metformina
estaria induzindo aumento na captagdo hepatica de glicose e a subsequente
metabolizacao até lactato. O remanescente poderia ser utilizado para sintetizar
glicogénio através da via indireta proposta por KATZ & McGARRY (1984). Também
NOSADINI et al (1987) atribuiram importéncia a esta via para a diminuicdo da
hiperlactatemia.

Em camundongos diabéticos tratados com doses terapéuticas de metformina,
foi demonstrado que ela ndo altera a oxidagdo de glicose pelo jejuno de ratos,
porém aumenta a produgéo de lactato (WILCOCK & BAILEY ,1990; PENICAUD et
al., 1989). O acumulo maximo de metformina no jejuno & superior a 107 mol.I'", 30
minutos ap0s uma dose de 50 mg/kg (WILCOCK & BAILEY, 1990). O intestino
apresenta uma alta propenséo ao metabolismo anaerébico da glicose, podendo,
portanto contribuir para o desenvolvimento de hiperlactatemia, particularmente

durante o periodo absortivo quando o metabolismo de glicose pelo intestino esta
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elevado. Entretanto, ndo verificaram diferenga na concentracéo de lactato na pPoOrcao
artério-venosa periférica, concluindo que o tratamento nao induziu elevacdo na
producéo de lactato por tecidos periféricos.

Uma vez que a metformina requer a presenca de insulina para exercer o seu
efeito, sua associacdo com as sulfoniureias durante o tratamento de diabéticos tipo
Il tem sido promissora, reduzindo a concentracido plasmatica de glicose, de
colesterol e triglicerideos, reduzindo a glicosilagdo da hemoglobina, e contribuindo
para diminuir o risco de desenvolvimento de arteriosclerose, além de refletir também
na reducao da pressdo sistélica e diastélica (CAMPBELL , 1988 HAUPT et al.,
1991, RICCIO et al, 1991).

A partir da observagdo de que a acdo da metformina se fundamenta em
induzir elevag&o na captacéo de glicose por tecidos insulina sensiveis, é importante

verificar se ela interfere nas reservas eritrocitarias de glicogénio.
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1.4) CAPITULO IIl

FENOBARBITAL

Em diabéticos, deficiéncias no metabolismo de carboidratos, aminoacidos e
lipideos ocorrem nos tecidos que dependem de insulina para a captagéo de glicose
(ROGNSTAD, 1991, JUNGERMANN, 1992; LAMAIGUE & ROUSSEAU, 1994). E
necessario corrigi-las para baixar a glicemia e/ou a insulinemia a niveis proximos do
normal e, assim, previnir o avango das complicactes do diabetes, melhorando a
qualidade de vida do diabético.

A hiperglicemia caracteristica do diabetes mellitus & acompanhada pela
redugao nas reservas hepaticas de glicogénio, seja pela relagéo glucagon / insulina
que se encontra em altas concentragdes no plasma, seja por alteracdes no sistema
enzimatico responsavel pela sintese de glicogénio. RODRIGUEZ-GIL et al (1989),
observou que as enzimas responsaveis pela sintese de glicogénio encontram-se

inativas no figado de diabéticos.

Como o metabolismo de drogas e de carboidratos estdo associados, o indutor
enzimatico, fenobarbital, tem sido utilizado como coadjuvante para o tratamento do
diabetes juntamente com sulfoniuréias, contribuindo para melhorar a utilizagao de
glicose mediada por insulina (KARVONEN et al., 1989; LAHTELA et al., 1986) em
virtude de seu efeito ativador sobre o sistema enzimatico microssomal hepatico.

O sistema enzimatico microssomal esta envolvido no metabolismo de uma
variedade de drogas, esterbides e outros compostos endogenos e exdgenos. Este

sistema utiliza a NADPH-citocromo P450 redutase, o citocromo P450, e
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fosfolipideos (KAUFFMAN et al,, 1977, CONNEY,1984). A atividade do sistema
microssomal depende de NADPH, fornecido pela atividade da G6PD, 6-
fosfogluconato desidrogenase, da via da pentose fosfato, & por enzimas malicas
citosdlicas (THURMAN & KAUFFMAN, 1980).

As reacbes hepaticas oxidativas, sdo reguladas pela concentragdo de
NADPH e uridina difosfato, cuja sintese depende do metabolismo dos carboidratos.
Com a elevagédo na concentracéo citosélica deste fator, ocorre um aumento no fluxo
de glicose pela via da pentose fosfato, aumento na utilizagao de carbohidratos para
a sintese de UDP glucoronato, e redugéo na produgéo de glicose por influéncia das
enzimas malicas (KAUFFMAN et al., 1977)

O fenobarbital, foi eficiente para restabelecer as condicdes glicémicas de
humanos diabéticos (CONNEY, 1984; LAMTELA et al,, 1984).

LAHTELA et al (1986), verificaram que a associagdo de fenobarbital e
sulfoniluréia no tratamento de diabéticos ndo dependente de insulina, induziu uma
melhora na sensibilidade a insulina e aumento no metabolismo da glicose. Esta
melhora seria decorrente do aumento na utilizaggo de glicose por tecidos perifericos
e/ou pela reducdo na liberacdo hepatica de glicose.

O tratamento com fenobarbital aumenta a agéo da insulina no figado e em
tecidos periféricos, de ratos diabéticos. Paralelamente & melhoria na utilizagao de
glicose por tecidos periféricos, ocorreu também aumento na sintese de glicogénio,
(VENKATESAN et al., 1994).

A associacéo de medicamentos tem sido de grande utilidade no tratamento

do diabetes n&o dependente de insulina. Sulfoniluréias e fenobarbital associados
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melhoraram a sensibilidade & insulina e estimularam o metabolismo de glicose
(LAHTELA et al, 1986). Per se, fenobarbital, que é um indutor enzimético, promoveu
a recuperacaoc das reservas de glicogénio, comprometidas pelo diabetes, em figado
de ratos (VENKATESAN et al., 1994)

Considerando que o comprometimento enzimatico induzide pelo diabetes, ja
observado em outros tecidos, também ocorre nos eritrcitos € sugestivo testar a
hipétese de que o tratamento com o indutor enzimatico fenobarbital pode auxiliar na

recuperagéo das funcdes glicostaticas eritrocitarias.

2) OBJETWOS

O objetivo geral desta tese é estudar a participacéc dos eritrocitos na
regulagao da glicemia e suas relagdes com o metabolismo hepético de glicose
em ratos normais e diabéticos.

Dentre estas, estudaremos a habilidade dos eritrocitos em incorporar
glicose ou mobiliza-la de seu depdsito de glicogénio nas seguintes condigdes :

a) frente a variacio da concentracéo extracelular de glicose.

b) frente aos efeitos de situacdes indutoras de estresse, como jejum e
exercicio fisico forgado.

c) frente aos efeitos dos hormdnios que participam do controle
glicémico.

d) frente aos efeitos do tratamento com metformina ou fenobarbital
sobre 08 reservatdrios de glicogénio do figado e dos eritrécitos em ratos

normais € a recuperacao destes reservatorios em ratos diabéticos.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - ANIMAIS

Utillizamos ratos (Ratlus borvegicus albinus, Wistar } machos, albinos, Wistar
com idade variando de 3 a 4 meses fornecidos pelo Centro de Bioterismo, da
UNICAMP. Os animais permaneceram no Biotério do Departamento de Fisiologia e
Biofisica para adaptacdo, no minimo duas semanas, sendo alimentados com racao
(Purina para roedores) e agua “ad libitum” e submetidos a ciclo fotoperiddico de 12 h
claro e 12 h escuro (luz acesa as 06:00 h).

Antes de serem distribuidos entre os grupos experimentais, os seguintes
parametros hematologicos: eritrometria, hematdcrito, concentragao de hemoglobina
e glicemia, foram determinados para avaliar o estado de salde dos animais. Os
valores obtidos estavam de acordo com os estudos de HAWKEY et al. (1991) que

desenvolveram um estudo comparativo do numero, tamanho, forma e a

concentragao da hemoglobina dos eritrécitos de mamiferos, aves e répteis.
Os ratos foram selecionados formando grupos experimentais os quais foram
mortos sempre no periodo da manha, cerca de duas a trés horas apds a retirada do

alimento.
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3.2 -PROCEDIMENTOS

3.2.1 - GLICOGENIO EM ERITROCITOS.

AMOSTRAGEM PARA AVALIACAO DA CONCENTRAGAO DE

GLICOGENIO in vivo

Apds 30 minutos de anestesia (pentobarbital sédico 40 mg/Kg, IP), amostras
de sangue foram coletadas da artéria femural, veia femural, ventriculo esquerdo,
veia porta-hepética e da veia supra-hepatica. O sangue foi centrifugado a 3000 rpm
durante 10 minutos e o plasma transferido para a determinacéo da glicemia.

Os eritrécitos foram lavados 2 vezes com solucéo salina 0,9% descartando-se
a camada superficial onde se encontravam os leucdcitos, procedimento comparavel
com os metodos usados para preparar eritrdcitos para estudos metabdlicos
(BEUTER et al., 1976). Uma aliquota de 20 ul dos eritrocitos foi destinada a
avaliagao da hemoglobina e 200 i de eritrécitos foram utilizados para a avaliagdo

do teor de glicogénio.

3.2.2 - AMOSTRAGEM PARA AVALIACAO DA CONCENTRACAO DE

GLICOGENIO EM ERITROCITOS in vitro

Os ratos foram decapitados e o sangue coletado em um recipiente de 50 mi,
sob gelo, contendo anticoagulante, formando um ‘pool” de células. O sangue

coletado foi transferido para um tubo de ensaio e centrifugado durante 10 min a
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2500 rpm. Apds a centrifugagdo, uma camada superficial foi descartada para a

retirada dos leucécitos, e aliquotas de 0,5 ml foram distribuidas em tubos de ensaio
€ submetidas a incubagao durante 15 min a 37°C, na presenca de diferentes

concentractes de glicose e horménios.

3.3 - INCUBAGAO DOS ERITROCITOS

A incubagao foi realizada em banho maria a 37°C durante 15 minutos.

34 - EXTRAGAO E DETERMINACAO DO GLICOGENIO DOS

ERITROCITOS

Foi utilizado o metodo de FARQUHARSON et al. (1990). Em suma, a uma
aliquota de 200 wl de eritrécitos foi acrescentado 600 pl de acido perclérico gelado e
centrifugado a 2500 rpm durante 10 minutos. Apés a centrifugacso foi adicionado

500 pl de propan-2-ol a 400 ul do sobrenadante para precipitar o glicogénio. O

glicogénio precipitado foi posteriormente submetido a tratamento enzimatico com
amiloglucosidase (EC 3.2.1.3)1, hexoquinase e G-6-PD (EC 1.1.1.49), para
Converséo em dlicose. Para cada série experimental uma curva padrao foi
construida, sendo o glicogénio (Glycogen type 1X2), submetido ao mesmo tratamento
que as amostras. As leituras foram feitas em espectrofotdmetro a 340 nm. Os
valores foram expressos em ug. g”1 de hemoglobina. A precisdo do método & de 0,1
ig de glicogénio.

Boehringer Mannhein. ? Sigma (St Louis, MO)
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3.5 - DETERMINAGAO DA HEMOGLOBINA

A hemoglobina foi avaliada por meio de um teste de aplicagéo laboratorial °.
Neste teste, o Fe™ do grupo heme da hemoglobina & oxidado para o estado férrico
pelo ferricianeto, formando metahemoglobina, a qual se combina com o cianeto
ionizado para produzir cianeto de metahemoglobina. A leitura foi realizada em

espectrofotdmetro a 540 nm.

3.6 - DETERMINACAO DA GLICEMIA

Para determinar a glicemia utilizamos o método enzimatico colorimétrico®,
segundo TRINDER (1969). Sob a agéo da glicose oxidase a glicose ¢ oxidada a
acido glucdnico e agua oxigenada. Na presenga de peroxidase foi produzido um

cromégeno vermelho cereja, cuja absor¢do maxima ocorre a 505 nm.

3.7- DETERMINAGAO DO HEMATOCRITO

O hematocrito foi avaliado segundo a técnica do microhematdcrito, apos

coleta do sangue em tubos capilares heparinizados.

3(L/i\BTES”!" sistemas para diagnéstico). 4(Giicose E-Enzimatica, CELM-

REACTOCLIN).
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3.8 - DETERMINACAO DO LACTATO E PIRUVATO

O lactato e piruvato foram determinados conforme o método proposto por
MARBACH & WEIL, (1967), utilizando “kit’ para diagnésticoss. Apos
desproteinizagdo do sangue total ou do plasma, pela passagem em Aacido
tricloroacético (10%), as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm, durante 10 min.
O sobrenadante foi submetido ao tratamento enzimatico e a leitura das amostras foi

realizada em espectrofotometro a 340 nm.

® (Lactato n°826-UV; Piruvato n® 726-UV, Sigma, St.Louis, MO)
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4 - AMOSTRAGEM PARA AVALIAGAO DA CONCENTRACAO DE

GLICOGENIO

4.1 - FIGADO

Ao final de cada condigdo experimental os animais foram anestesiados com
pentobarbital sédico, 40 mg/Kg de peso corporal (Hypnol, Cristalia, tapira, SP) e o
figado foi removido e colocado em placa de Petri sobre gelo. Amostras de 200 a 500
mg cada foram coletadas 14 setores do figado, conforme mostrado na figura 1, para

estudar a distribuicdo do glicogénio intra e inter-lobular.

LOBULO 3 5

SUPERIOR 2 4
1
8 14

7 13

6 10
LOBULO DIREITO 9 11 LOBULO
12 ESQUERDO

Figura 1 - ESBOCO DO FIGADO MOSTRANDO A SUBDIVISAO DOS LOBULOS

EM SETORES PARA A RETIRADA DAS AMOSTRAS.
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4.2 - EXTRAGAO E DETERMINAGAO DO GLICOGENIO HEPATICO

A extragéo e determinagdo do glicogénio hepatico foi realizada segundo o
método de SIU LO et al. (1970). As amostras do figado foram digeridas em KOH
30%, a quente e o glicogénio foi precipitado apés passagem por etanol a guente.
Entre uma fase e outra da precipitacdo, a amostra foi centrifugada a 3000 rpm
durante 15 minutos. O glicogénio precipitado, foi submetido a hidrolise acida na
presenca de fenol. A leitura foi realizada a 490 nm. Os valores foram expressos em

mg/100 mg de peso Umido.

5 - INDUGCAO DO DIABETES MELLITUS

Antes da indugdo da diabetes mellitus, os ratos foram mantidos em jejum por
24 horas com livre acesso a agua. Apds anestesia com éter, os ratos receberam
uma injegdo de aloxana em salina (40 mg/Kg de peso), através da veia peniana e
depois foram mantidos em gaiolas individuais. O estabelecimento do diabetes foi
verificado através da presenga de glicose na urina. Na época da experimentacéo a

glicemia variava de 200 - 300 mg.di’.

6 - EXERCICIO FiSICO

Os animais submetidos a natagéo, realizaram o exercicio durante 50 minutos,

em um tanque de vidro (100 cm x 80 em X 50 cm ), contendo agua a 30°C.
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7 - TRATAMENTO COM METFORMINA

Os grupos experimentais tratados com metformina receberam a droga na

concentragao final de 5,6 pg.ml™ na agua de beber durante 7 dias.

8 - TRATAMENTO COM FENOBARBITAL

Os grupos experimentais tratados com fenobarbital receberam a droga na

concentragao final de 0,5 mg.m!™" na agua de beber durante 10 dias.

9 - METABOLISMO DE GLICOSE NOS ERITROCITOS DE RATOS

A avaliagdo do metabolismo da glicose nos eritrécitos foi realizada segundo
HARVEY & KANEKO (1976). Apo6s decapitacdo, o sangue foi coletado e
centrifugado (2500 rpm; 15 min a 4°C) e a camada superficial contendo leucocitos
foi removida. Os eritrocitos remanescentes foram lavados duas vezes com Krebs -

Ringer - bicarbonato, pH 7.4 e re-suspensos para hematdcrito de 40 - 50%.

Aliquotas de 200 pl desta suspenséo foram transferidas para tubos hermeticamente
fechados juntamente com 3 ul de glicose radioativa (MC—U-Gticose) e incubadas a
37°C durante 90 min. Cada tubo continha uma tira de papel de filtro embebida em
KOH a 20% para absorver o CO, formado. Ao final do periodo de incubacéo, foi
adicionado acido sulfurico ao meio contendo as células e os tubos foram mantidos
fechados sendo agitados manualmente por mais 1h para absorver o CO, liberado.
Ao final, o papel de filtro foi transferido para um frasco contendo uma solugdo de

cintilagdo contendo metanol e a radioatividade determinada em contador (Beckman
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LS 6000TA, USA). O valor méximo de radiacsio (Max) foi medido em uma aliquota
de 3 ul de *C-U-Glicose, diluida em 1 m! de solugéo tampo apés adigao do liquido
de cintilagdo. O consumo de glicose pelas ilhotas foi avaliado através da analise do
1 CO, formado.

O fator F foi obtido pela seguinte equacao :

F= concentracdo do tampao
n° de eritrécitos X MAX

Os resuitados foram expressos em pmol/min™'. mi de eritrécitos.

Para determinar o consumo de glicose, eritrocitos foram incubados durante 1
h e 30 min a 37°C em Krebs - Ringer - bicarbonato, pH 7.4, sendo posteriormente
determinada a concentracdo de glicose remanescente no meio. Os valores foram

expressos em pmol. h™'. ml de eritrécitos.

10 ) ANALISE ESTATISTICA
Para avaliar as diferencas artério-venosa e veias porta supra-hepatica foi

utilizado o teste “t” de Student pareado, enquanto para determinar a diferencga entre

0s grupos experimentais foi utilizado ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Em
todos os calculos foi fixado o nivel critico de 5% (p<0,05).

As relagGes entre o contetido eritrocitario de glicogénio e as variacées da
glicemia foram avaliadas através da correlacéo.

Nos estudos in vitro, o contetido de glicogénio nos eritrdcitos foi avaliado em
fung&@o da variacdo da concentracdo de glicose. A correlagdo (R ) e a regressao

linear foram determinadas pelo método dos minimos quadrados na forma
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Y =a+b X ondeY = ¢é a concentracéo de glicogénio: X = & a concentragéo de
glicose; a= ¢ a interse¢éio com a ordenada e b= corresponde a inclinagao da curva.
A significdncia da diferenga entre dois coeficientes de correlagdo ou de

regressao foi realizado conforme especificado no Documenta Geigy Scientific

Tables.



4. RESULTADOS
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RESULTADOS

CAPITULO I:

CONCENTRACAO DE GLICOGENIO EM ERITROCITOS E
CORRELAGAO COM A GLICEMIA DE RATOS ADULTOS

A) GLICOGENIO EM ERITROCITOS E GLICEMIA EM SETORES DO LEITO
VASCULAR

A tabela | mostra os valores da glicemia e da concentragéo de glicogénio
eritrocitario em cinco setores do leito vascular: artéria e veia femural, veias porta e
supra-hepatica e ventriculo esquerdo de ratos adultos durante o periodo poés-

prandial.

A glicemia medida nas femurais mostra uma diferenca artério-venosa de
25,4%, sendo maiores os valores obtidos no ramo arterial. Esta diferenca
correspondeu a utilizagdo de glicose no membro posterior esquerdo do rato.
Tambem, como esperado, houve diferenca entre as glicemias da veia porta e da
supra-hepatica, sendo maior a concentragdo na veia supra-hepética em virtude da
liberagdo de glicose pelo figado. No ventriculo a glicemia nao diferiu da supra-

hepatica e nem da artéria femural (P> 0,1).
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Para avaliar se os eritrécitos participam na homeostasia da glicose, como

armazenador e transportador de glicose, o contetido de glicogénio em eritrocitos foi
quantificado no sangue coletado nos quatro setores do leito vascular e no ventriculo

esquerdo.

As reservas eritrocitarias de glicogénio variaram conforme a regido de
coleta registrando-se diferenga de 16,7% (P< 0,01) entre a artéria e a veia femural e
de 28% entre a veia supra-hepética e a veia porta (P < 0,01). A diferenca artério-
venosa observada poderia estar relacionada a mobilizacdo do glicogénio dos
eritrocitos em condicdes em que a dlicemia diminuiu (veia femural). Esta
correspondeu a diferenca glicémica entre as femurais de 254%. O conteudo de

glicogénio, que na veia porta nao diferiu da veia femural, aumentou 28 % apds a

passagem do sangue pelo figado, indicando ter havido carga de glicose e sintese de
glicogenio nos eritrocitos neste interim. Esta recuperagéo do contetdo de glicogénio
ocorreu no periodo em que o figado liberou glicose, uma vez que a concentragio

b!asmétéca de glicose na veia supra-hepatica foi 56,3% maior que na veia porta (P <

0,01). A concentracdo de glicogénio medida nos cinco setores do leito vascular
mostrou alta correlagdo com a glicemia (r = 0,794). O contelGdo de glicogénio dos
eritréeitos coletados no ventriculo esquerdo ndo diferiu daquele observado na supra-
hepatica, mesmo considerando que ha uma mistura com o sangue que provém da

cabega e dos membros superiores.
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Tabela I: Concentragdo de glicogénio eritrocitario (ug.g™ Hb) e de glicose
plasmatica (mg.dl ™) no leito vascular de ratos adultos no periodo pos-

prandial.

Os valores representam médias £ E.P.M, n = 4. A significancia estatistica
entre os pares artéria e veia femurais e entre veias porta e supra-hepatica foi
estimada atraves de teste "t” pareado. *, P< 0,05 na comparag&o entre as femurais

artéria e veia e #, P< 0,05 na comparag&o entre a veia porta e a supra-hepatica.

SETORES GLICOGENIO (ug.g” Hb) GLICOSE (mg.dl )
VENTRICULO ESQUERDO 44,62 + 0,8 96,42 * 5,8
ARTERIA FEMURAL 44,23 = 01 97,42 = 1,2
VEIA FEMURAL 36,82 + 1,0* 72,62 + 3,4*
VEIA PORTA 38,10 % 0,9 71,11 % 4,3

VEIA SUPRA-HEPATICA 48,96 + 14" 111,21 + 4,3




36

B) EFEITO DO JEJUM E DO EXERCICIO FISICO SOBRE A
CONCENTRAGAO DE GLICOGENIO EM ERITROCITOS E SUA

CORRELAGAO COM A GLICEMIA EM QUATRO SETORES DO LEITO
VASCULAR

B1-JEJUM

Uma vez que o contetdo de glicogénio eritrocitario e de glicose plasmatica
nos setores estudados estavam altamente correlacionados, estudamos os efeitos
causados sobre estes parametros pelo jejum (24 e 48 h) e pela atividade fisica
forcada (natag&o durante 50 min, uma Gnica vez), condicdes estressoras que

induzem alteragdes no metabolismo de carbohidratos (tabelas Il e 111).

Como & conhecido, o jejum é uma condigdo de intensa mobilizacao das
reservas energeticas, em especial, as de glicose. A mobilizagdo destas reservas é
ainda mais acentuada durante o exercicio fisico forgado.

Apos 24 h de jejum, no ha diferenga na concentragdo de glicose entre

artéria e veia femural (P > 0,1). Porém, a concentragéo de glicose na veia supra-
hepatica foi 61% maior que na veia porta (P < 0,05). Durante o jejum de 48 h
observamos uma diferenca da glicemia artério-venosa de 39,2%, (P< 0,01). Por

outro lado, a glicemia da supra-hepatica foi 43% maior que na veia porta (P< 0,01).
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B 2 - EXERCICIO FISICO

No grupo de ratos submetidos a atividade fisica forcada a glicemia foi
maior que a do grupo controle (P < 0,01), ndo sendo mostrada diferenga entre as
femurais. Porém, a glicemia da veia supra-hepatica foi 50,7% maior que na veia

porta, tipica de uma condigdo mobilizadora das reservas hepaticas de glicose

(P <0,01).
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Tabela 1l - Efeito do jejum e de exercicio sobre a concentragio de

glicose plasmatica (mg.di"’) de ratos adultos.

Os dados do grupo controle sdo os mesmos da tabela |. Os valores

representam as médias + E.P.M, n =4,

A significancia estatistica da diferenga entre os grupos foi estimada através

da andlise de varidncia seguida pelo teste de Tukey. A significancia entre os pares

artéria e veia femurais e entre veias porta e supra-hepatica foi estimada através de

teste “t” pareado. O limite de significancia foi de 5% para todos os testes. (*) P <

0,05 = diferenga entre as femurais (artéria e veia), (#) P < 0,05 = diferenca entre a

veia porta e a supra-hepatica, (a) P < 0,05 = diferenga em relacdo ao grupo

controle.
SETORES CONTROLE JEJUM 24h JEJUM 48h NATACAO
| ARTERIA FEMURAL 97,42 1,2 102,71 £ 3,6 94,75+ 10 277,92+ 32°
VEIA FEMURAL 72,62+34~ 86,48 + 9,4 57,59+26** 24143%27°
VEIA PORTA 71,11 +4,3 65,45+ 0,9 73,62 6,2 224,53 £ 177
V. SUPRA-HEPATICA 111,21+43"  10560x13* 10532+1,5" 338,38%14"™
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O jejum de 24 h e a natagéo provocaram intensa deplecdo no contetido
de glicogénio eritrocitario. No jejum de 48 h houve recuperagéo parcial deste

conteldo.

Durante o jejum de 24 h o conteldo de glicogénio eritrocitario foi
reduzido a 93,2% e 96,6% nas femurais, artéria e veia, respectivamente e
94,2% e 82,3% nas veias porta e supra-hepatica, respectivamente (P< 0,01).
Todavia, ainda persistiu diferenca entre os pares de vasos sanguineos, sendo
59% entre arteria e a veia femural e 294,5% entre a veia poria e a supra-
hepética (P < 0,01). Nos ratos em jejum durante 24 h nédo houve correlacéo
entre a concentracdo de glicose plasmatica e as reservas de glicogénio (r =

0,07).

Em ratos submetidos a jejum de 48 h, as reservas de glicogénio

eritrocitarias foram menores que as observadas no controle (P < 0,01), porém,

maiores que as observadas em jejum de 24 h (P < 0,01). Esta recuperacio foi
paralela & ocorrida no figado, tal como mostrado na tabela VIl e esta de
acordo com observagdes de outros autores (GOLDSTEIN & CURNOW, 1978).
Nossos resultados mostraram similaridade entre as funcdes dos eritrécitos e
hepatdcitos quanto a capacidade de sintetizar e depletar as reservas de
glicogénio. Apos 48 h de jejum o contetdo de glicogénio dos eritrécitos na

artéria femural foi 43,6% maior que na veia femural, enquanto aqueles
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colhidos na veia supra-hepatica apresentaram reservas 54,3% maiores que os
coletados na veia porta. Devido a recuperagio parcial das reservas hepaticas

de glicogénio, houve boa correlagdo (r = 0,691) entre a concentragdo de

glicogénio eritrocitario e a glicemia nos setores estudados.

O estresse por atividade fisica forcada depletou as reservas de
glicogénio dos eritrocitos de maneira tao intensa quanto o jejum de 24 horas,
desaparecendo a diferenga entre os setores analisados que fora constatada
em ratos controle. Como consequéncia, a concentracdo de glicogénio

eritrocitario e a glicemia apresentaram correlagcéo muito baixa (r = 0,202).
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Tabela Il - Efeito do jejum e do exercicio sobre a concentragio de
glicogénio em eritrécitos (ug. g Hb) em ratos adultos.

Os dados do grupo controle sdo os mesmos da tabela | e os valores

representam as medias + E.P.M, n = 4. A significancia estatistica da diferenca entre

os grupos experimentais foi estimada através da analise de variancia seguida pelo

teste de Tukey, (a) P < 0,05 na comparagdo dos grupos experimentais com o

controle. A significancia entre os pares artéria e veia femurais e entre veias porta e

supra-hepatica foi estimada através de teste “t” de Student pareado.

(*) P < 0,05 na diferenga entre as femurais (artéria x veia), (#) P < 0,05 na

comparagao entre a veia porta e a veia supra-hepatica, apos teste “t”.

GRUPOS CONTROLE JEJUM24h JEJUMA48h NATACAO
ARTERIA FEMURAL 44,23 £ 01 2,98 + 0,4°° 18,88 +28°% 1,92 % 0,3°
VEIA FEMURAL 36,82 £+ 1,0* 1,22+ 01** 10,64 £1,6** 158 +01°
VEIA PORTA 3810 £ 0,9 219 + 0,03° 892 %197 216 * 012
V. SUPRA-HEPATICA 48,96 + 1,4# 864 + 2,0#° 1952+3,04* 1,77 ¢ 0,2°
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CAPITULO Ii:

EFEITO DAS VARIAGOES DA CONCENTRAGAO DE GLICOSE,

DE HORMONIOS HIPERGLICEMIANTES E DE INSULINA SOBRE AS

RESERVAS ERITROCITARIAS DE GLICOGENIO IN VITRO.

A) EFEITO DA CONCENTRAGAO EXTRACELULAR DE GLICOSE SOBRE A
CONCENTRAGAO DE GLICOGENIO EM ERITROCITOS DE RATOS

ADULTOS IN VITRO

Os estudos realizados in vivo mostraram haver correlacido entre a
giicemia e o contéudo de glicogénio nos eritrécitos em ratos normais,
sugerindo que podem armazenar e liberar glicose enquanto circulam no
organismo. Ademais, alteracbes induzidas no metabolismo, como no jejum e
atividade fisica forgada, tambem afetaram sua capacidade armazenadora,

provavelmente mobilizando seu glicogénio quando baixou a glicemia ou sob

efeito de hormonios hiperglicemiantes.

Para demonstrar que os eritrocitos participam da homeostasia glicémica
€ necessario demonstrar que sdo capazes de acumular glicogénio quando a
glicemia se eleva acima dos niveis normoglicémicos e depleta-lo quando em

hipoglicemia.
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Para os estudos de carga (isto é, capacidade de sintese de glicogénio)

foram utilizados eritrécitos de ratos adultos que continham 16,56 + 2.4

ng. g Hb de glicogénio em concentragao de glicose plasmatica de 89,11 %
6,7 mg.di". Na auséncia de glicose ou na presenca de 40 mg.di”' os eritrocitos
reduziram suas reservas de glicogénio em 96,4% e 33,7% respectivamente (P
< 0,05). Por outro lado, os eritrdcitos incubados em salina contendo de 120 a
240 mg.di”’ de glicose apresentaram elevacdo no conteGdo de glicogénio

variando de 30,6% até 138,11% (P < 0,05) (tabela IV).

A capacidade de descarga (mobilizacdo) das reservas eritrocitarias de
giicogénio foi estudada em eritrocitos de ratos controle (glicemia 80,96 + 1,5
mg.dt”) cuja reserva original de glicogénio era 18,90 = 0,5 ug. g’1 Hb. Apoés
incubagéo durante 15 minutos a 37° C na presenga de 240 mg.dl”’ de glicose
o contetido de glicogénio aumentou 57% (P < 0,05). Naqueles eritrécitos re-
incubados em concentragées de glicose igual a 160 mg.dl"' ou menor, houve
progressiva redug@o no contetdo de glicogénio em 50,7%, 45,9%, 58,2%,

94,9%, 98,1%, quando comparado a condicéo 240 mg.dl” (P < 0,05).
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Tabela IV: Efeito da concentragio de glicose sobre a concentragio de

glicogénio (ug.g 'Hb) de eritrécitos de ratos adultos in vitro.

Glicogénio (médias + E.P.M, n = 4) foi determinado em eritrocitos apos
incubag@o em solugdo salina (NaCl 0,9%) durante 15 min a 37°C. No grupo
descarga, os eritrocitos foram inicialmente incubados em salina contendo 240
mg.dl' de glicose nas condicbes descritas acima e a seguir re-incubados em
solugbes contendo outras concentragbes de glicose. A analise estatistica foi feita

atraves da analise da curva de regresséo linear contidas nas figuras 2a e 2b.

CARGA DESCARGA
GLICOSE GLICOGENIO éLiCOSE GLICOGENIO
mg.di’ ng.g” Hb mg.di” pg.g” Hb
NIHIL 0,52 £ 0,05 240 29,77 + 5,8
40 9,72 = 3,5 200 22,60 + 55
80 13,72 + 0,7 160 12,61 + 21
120 21,52 = 0,3 120 9,10 £ 2,2
160 21,75 + 1,4 80 736 = 1,0
200 24,64 t 0,8 40 149 £ 0,2
240 34,67 * 0,8 NIHIL 0,55 * 0,2
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A dependéncia do conteldo de glicogénio dos eritrocitos em relagéo a

concentragao de glicose do meio extracelular pode ser melhor representada
na figura 2a, pelas curvas de regressao linear calculadas a partir dos valores
mostrados na tabela IV. A curva de regress&o linear que descreve a carga de
glicogénio nas condicdes estudadas pode ser descrita pela equacgdo: Y = 3,04
+ 0,125 X; onde, Y corresponde a concentracao de glicogénio eritrocitario e X
corresponde a concentracéo de glicose do meio de incubacéo, com elevada
correlagdo, r = 0,942. Forte correlacéo, r = 0,835, também foi observada no
experimento de descarga, sendo a curva de regressao descrita pela equacéo:
Y = 2,497 - 0,121 X (figura 2b). A comparacgdo entre a inclinacédo das curvas
de regressdo obtidas no estudo de carga e na descarga ndo mostrou

diferenca (t=0,48).
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B) ESTUDOC IN VITRO DO EFEITO DA ACAO DE HORMONIOS
GLICOGENOLITICOS E INSULINA SOBRE A MOBILIZACAO DAS

RESERVAS DE GLICOGENIO DE ERITROCITOS DE RATOS NORMAIS

INCUBADOS EM DIFERENTES CONCENTRACOES DE GLICOSE.

Durante o jejum e exercicio fisico, aumenta a secrecdo dos horménios:
noradrenalina, adrenalina, glucagon e corticosterdides os quais promovem a
mobilizagéo das reservas energéticas e instituem um novo padrao metabélico
nos tecidos (SOTSKY et al, 1989). Por isso, avaliamos, in vitro, os efeitos
destes hormdnios sobre os eritrécitos.

A tabela A1(anexo) e as figuras 3a e 3b mostram os efeitos, in vitro, dos
horménios glicogenoliticos e de insulina sobre as reservas eritrocitarias de
glicogénio em celulas incubadas na presenca de diferentes concentracées de
glicose.

Eritrocitos incubados na presenga de adrenalina (200 ng.ml™)

apresentaram deplecdo das reservas de glicogénio, de forma independente
da concentragéo de glicose do meio. A curva de regressao (figura 3a) para os
dados da tabela 5:Y = 0,871 + 0,002 X, mostra uma correlacéo muito baixa
(r = 0,20) entre a concentracao eritrocitaria de glicogénio e de glicose no meio
de incubacgéo. Esta curva de regressao difere significativamente da curva de

regressao controle (t= 13,7; P < 0,01).
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O mesmo efeito foi observado nos eritrécitos incubados na presenca de

noradrenalina (200 ng.mi") que apresentaram correlagdo muito baixa, r =

0,062, entre a concentragéo de glicogénio e de glicose no meio de incubacéo.
A curva de regresséo, Y = 0,634 + 0,008 X representa a distribuicdo dos
valores obtidos diferindo significativamente da curva controle ( t= 10,5
P <0,01).

A membrana de eritrécitos possui receptores p,-adrenérgicos que estio
associados com a mobilizagéo de glicogénio do eritrocito, & semelhanca de
hepatdcitos (BECKMAN & HOLLEMBERG, 1979). /n vitro, propranclol (200
ng.m') nao inibiu o efeito da adrenalina. No entanto, 400 ng.ml”" de
propranolol inibiu parcialmente o efeito da adrenalina. O efeito remanescente
da adrenalina e descrito pela equagdo Y = 525 + 0,058 X; mostrando
aumento da correlaggo (r = 0,733) entre a concentracdo de glicogénio e de

glicose do meio (figura 3a), todavia ainda diferindo da curva controle ( t=5,00;

P <0,01).

Deplegdo das reservas de glicogénio também foi observada nos
eritrocitos  incubados na presenca de corticosterona e de glucagon.
Corticosterona (22 pg.ml‘*) provocou deplecdo de 95%, independente da

concentracao de glicose do meio (r = 0,008). A curva de regressao: Y= 0,923
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+0,0001 X descreve a relagéo entre estes parametros (figura 3b), diferindo do

controle (t=14,2; P < 0,01).

Apesar dos eritrocitos incubados na presenga de glucagon (tabela A1
em anexo e figura 3b) também terem apresentado deplecéo das reservas de
glicogénio, a reducédo de 53,3% a 78,6% foi menor que a ocorrida em
presenca dos outros hormdnios glicogenoliticos estudados. A equagédo: Y =
44 + 0,006 X que descreve este efeito esta representada na figura 2b e
mostra também a baixa correlagéo (r = 0,158) entre a concentragdo de glicose
do meio extracelular e o contetido de glicogénio dos eritrécitos. A curva de
régresséo observada na presenca de glucagon é diferente da curva de
regressao controle ( t=10,57; P < 0,01).

Em oposigdo aos horménios glicogenoliticos, a insulina ndo influencia
na capacidade dos eritrécitos em reservar glicogénio (tabela A1 em anexo).

Os eritrocitos incubados na presenca de diferentes concentracées de glicose

e insulina manifestaram mudancgas nas reservas de glicogénio, similares as
observadas na auséncia da insulina. A correlagdo entre a concentracéo de
glicogénio e a glicose do meio é alta (r = 0,927) e a curva de regressio
descrita pela equagdo: Y = 1,799 + 0,179 X; nao difere dos resultados obtidos

na auséncia de insulina (figura 3b ; t =1,47, P>0,1).
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CAPITULO Iii;
A) CONCENTRAGAO DE GLICOGENIO EM ERITROCITOS DE

RATOS DIABETICOS POR ALOXANA.

Observamos que em situacdes de estresse ocorreram alteragdes
importantes nas reservas eritrocitarias de glicogénio e simultaneamente
desapareceu a correlagdo entre esta reserva e a concentracio de glicose
plasmatica. No diabetes mellitus, a glicemia de jejum e a pds-absortiva
permanecem elevadas como consequéncia das alteragbes metabdlicas
decorrentes da redugdo ou falta de insulina e/ou resisténcia a acdo da
insulina. Por isso, estudamos os efeitos do diabetes provocado por aloxana

sobre o contelido de glicogénio em eritrocitos de ratos.

A tabela V, mostra que os eritrocitos de ratos diabéticos por aloxana,

apresentaram um comprometimento na capacidade de sintetizar glicogénio

(P < 0,01). A capacidade dos eritrocitos armazenarem glicogénio em presenca
de alta concentragdo de glicose plasmatica (r = 0,006) foi perdida em

decorréncia do diabetes.
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Tabela V - Concentracdo de glicogénio de eritrécitos (ug. g1 Hb) de ratos
controle e diabéticos por aloxana tratados ou nio com metformina

(5.61g.mI'") no periodo pés - prandial.

Os dados do grupc controle sdo os mesmos da tabela |. Os Valores

representam as médias + E.P.M, n = 4. A significancia estatistica da diferenca entre

os grupos foi estimada através da analise de variancia seguida pelo teste de Tukey,

(a) P < 0,05 = na comparag&o com o grupo controle; (b) P < 0,05 = na comparacéo

entre os grupos diabéticos. A significAncia entre os pares artéria e veia femurais e

entre as veias porta e supra-hepatica foi estimada através de teste “t” de Student

pareado, (*) P < 0,05 = diferenca entre a artéria e a veia femural; (#) P < 0,05 =

diferenca entre a veia porta e a veia supra-hepatica.

GRUPOS CONTROLE CONTROLE DIABETICO DIABETICO
SETORES TRATADOQ TRATADO
ARTERIA FEMURAL 44,2301 50,55+ 4,3 10,36 +0,1° 36,056+1,7°"
VEIA FEMURAL 36,82+1,0* 40,27 +3,3 9,18+20° 10,56 1,7 *°
VEIA PORTA 38,10 £ 0,9 42,81+0,5 11,53 +2,2° 11,50+ 24°
V.SUPRA- HEPATICA 48,96+14#%# 5174423 10,92+1,0° 3285%+36#°
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B) EFEITOS DO TRATAMENTO COM METFORMINA SOBRE AS
RESERVAS DE GLICOGENIO DE ERITROCITOS E FiGADO EM
RATOS NORMAIS E DIABETICOS.

Tendo em vista que os eritrocitos de ratos diabéticos tiveram sua
capacidade de sintetizar glicogénio comprometida, examinamos os efeitos do
tratamento com metformina, uma substancia anti-hiperglicemiante, sobre a
glicemia e o glicogénio eritrocitario de ratos normais e diabéticos (tabela V e
VI). O tratamento de ratos controle com metformina nio promoveu
modificagcdes no contetdo eritrocitario de glicogénio, exceto na veia porta.
Todavia, provocou aumento de 18% e 35% (P < 0,05) da glicemia na veia

femural e na veia porta no grupo controle tratado (tabela VI).

Em ratos diabéticos por aloxana, o tratamento com metformina (tabela

V), restabeleceu parcialmente a capacidade dos eritrocitos acumularem

glicogénio (P < 0,01). Tanto a captacéo de glicose pelos eritrocitos ao passar
pelo parénquima hepatico, quanto a capacidade de distribuir glicose aos
tecidos foram restabelecidas pelo tratamento. Foram restabelecidas as
diferengas entre as femurais (241%, P < 0,01), e entre as veias porta e supra-
hepatica (185%, P < 0,01). Por sua vez, a glicemia também foi reduzida no

grupo diabético tratado com metformina, retornando as diferencas entre os
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pares de vasos estudados (r = 0,95, P < 0,05) (tabela VI), embora

permanecendo acima dos valores do grupo controle.

Tabela VI - Efe|to da metformina sobre a concentragdo plasmatica de

glicose (mg.dl™") no periodo pos - prandial em ratos controle e diabéticos
por aloxana.

Os dados do grupo controle sdo os mesmos da tabela }. Os valores
répresentam as médias + E.P.M, n = 4. Metformina (concentrag¢o final, 5.6 pg.mi™)
foi administrada na agua de beber. A significancia estatistica da diferenca entre os
grupos foi estimada através da analise de variancia seguida pelo teste de Tukey,
(a) P < 0,05= diferenga em relagéo ao grupo controle; (b) P < 0,05 = diferenga entre
os grupos diabéticos. A significdncia entre os pares artéria e veia femurais e entre
as veias porta e supra-hepética foi estimada através de teste “t” pareado, com limite
de significéncia de 5%. * P < 0,05 = diferenga entre as femurais, # P < 0,05 =

diferenga entre veia porta ea supra-hepatica

GRUPOS CONTROLE CONTROLE DIABETICO DIABETICO

TRATADO TRATADO

ARTERIA FEMURAL 97,42+ 1,2 90,16 £ 3,9 344,64 +23°° 303,73+1,5°

VEIA FEMURAL 72,62t 3,4* 8577+3,8* 320,07+11° 218,66+ 20*P

VEIA PORTA 7111+ 43 96,0813,97 341,21+26° 207,54 +3,5°"

V.SUPRA- HEPATICA 111,21%43%# 108,72+4,6 361,73+15° 315400, #°°
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C) EFEITOS DA METFORMINA SOBRE AS RESERVAS DE GLICOGENIO

EM ERITROCITOS DE RATOS NORMAIS E DIABETICOS “IN VITRO”.

O tratamento com metformina promoveu a recuperacdo parcial da
capacidade dos eritrocitos de ratos diabéticos acumularem glicogénio. Para
verificar se esta recuperacio representou um efeito direto da metformina
sobre os eritrécitos e ndo foi um efeito somente relacionado com a
recuperagdo das reservas do figado, estudamos in vitro os efeitos da
metformina sobre o contelido de glicogénio em eritrocitos de ratos normais e
diabéticos, incubados sob varias concentrages de glicose (tabela A2 em

anexo e figura 4).

Metformina n&o alterou a capacidade dos eritrocitos de ratos normais
sintetizarem ou mobilizarem suas reservas de glicogénio. Foi demonstrada
alta correlagéo, r = 0,916, entre a concentragéo de glicogénio e a de glicose
no meio de incubagéo. A dependéncia entre estes pardmetros foi descrita pela

curva de regressao: Y = 3,82 + 0,115 X, representada na figura 4a, a qual no

difere da curva controle (t=0,53 ).

Tem sido referido que o efeito da metformina in vivo e in vitro depende
da presenca da insulina (FANTUS & BROUSSEAU, 1986). Por isso avaliamos
se o seu efeito nos eritrocitos também requer insulina. Na auséncia de

insulina, o conteludo de glicogénio nos eritrocitos de ratos normais nado
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diferiram se incubados na presenga ou na auséncia da metformina (tabela A2

em anexo). Entretanto, na presenca de insulina, metformina promoveu a

elevacdo das reservas (P < 0,01), tendo sido demonstrada alta correlagdo
entre a concentragdo de glicogénio e a de glicose do meio (curva de

regressao: Y=21,8 + 0,15 X; r = 0,688) (figura 4a).

Em virtude dos resultados acima obtidos, avaliamos os efeitos da
metformina sobre o contelido de glicogénio em eritrocitos de ratos diabéticos.
Eritrocitos de ratos diabéticos incubados em concentrages crescentes de
glicose acumulam pouco glicogénio (Tabela A2 em anexo), sendo baixa a
correlagao entre a concentracgéo de glicogénio e a de glicose extracelular (r =
0,313). A figura 4b mostra a curva de regressdo, construida a partir dos
valores da tabela A2 que é descrita pela equacgdo: Y= 0,76 + 0,01 X, e difere
da curva controle (t=14,08, P < 0,01). Tal como demonstrado in vivo, a

capacidade de sintetizar glicogénio permaneceu alterada nos eritrocitos de

ratos diabéticos.

Quando incubados na presenga de metformina (5,6 pg.mi') em
concentragbes crescentes de glicose (figura 4b), houve uma tendéncia ao
aumento no conteudo eritrocitario de glicogénio. No entanto, a curva de
regressdo obtida (Y= 44.3 + 130 X, r = 0.504) nao difere da curva de

regressdo dos diabéticos ( t=1,38; P>0,1). Por outro lado, o efeito da
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metformina na presenca de insulina foi maior que o observada na sua
auséncia, recuperando a capacidade dos eritrécitos de diabéticos
sintetizarem glicogénio (curva de regressdo; Y= 1.30 + 0.09 X, r = 0,95)
(figura 4b). A curva de regressao obtida na presenca de metformina e insulina
difere da curva obtida nos eritrocitos de diabéticos nao tratados (t= 7,63,
P>0,05). Este experimento comprova as observagées realizadas in vivo, onde
a capacidade dos eritrocitos de ratos diabéticos sintetizarem glicogénio foi
restabelecida parcialmente pelo tratamento com metformina (t=4,60;: P <

0,01).
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D ) MACROZONEAMENTO DO GLICOGENIO EM FiGADO DE RATOS

ADULTOS NORMAIS E MOBILIZAGAO DAS RESERVAS. EFEITOS DO

TRATAMENTO DE RATOS DIABETICOS POR ALOXANA COM

METFORMINA.

Demonstramos, em varias ocasides, que os eritrocitos armazenam e
mobilizam glicogénio de forma semelhante ao figado. Nesta seccdo,
estudamos a distribuicdo hepatica de glicogénio nas diferentes condigcbes
experimentais em que avaliamos os eritrocitos

Iniciamos por um estudo de macrozoneamento, mostrando a
distribuicdo de glicogénio por 16bulo (da SILVA & GONCALVES, 1994).

A tabela Vil mostra a concentragdo de glicogénio nos lébulos hepaticos
de ratos onde se pode verificar que o I6bulo superior possui o maior contetido

de glicogénio (p< 0,05) entre os trés l6bulos. Entretanto esta forma de

amostragem no possibilitou a deteccéo das diferencas entre os setores do
mesmo Iébulo (p>0,05), como foi demonstrado a nivel microscopico entre os
hepatécitos perivenosos e periportais (JUNGERMANN & THURMAN, 1992).
Nos ratos submetidos a natacdo e ao jejum 24 h e 48 h, assim como
nos diabéticos, as reservas de glicogénio foram depletadas em 86,2%, 80%,
60,4% e 55,3%, (P < 0,05). Diferenca significativa entre os I6bulos nio foram

observadas. Embora em ratos normais o conteido de glicogénio seja maior



63

no I6bulo hepatico superior, a deplecdo ocorreu de forma homogénea no

figado de diabéticos por aloxana, apos natacao forgada ou ap6s jejum de 24

h. Também foi observado que a mobilizagdo das reservas hepaticas de
glicogénio durante o jejum, tem o mesmo comportamento observado nos
eritrocitos, ou seja, sdo depletadas nas primeiras 24 h e parcialmente
reconstituidas apos 48 h.

Nos grupos que foram tratados com metformina (concentracéo final 5,6
pg.mi"'), observamos elevagéo nas reservas de glicogénio de 20% no grupo
controle e 147% no diabetico (P < 0,05), quando comparados aos respectivos
grupos nao tratados. Metformina induziu acimulo de glicogénio no figado de
ratos controle (P < 0,05) e também promoveu a recuperacio das reservas

hepaticas que estavam comprometidas pelo diabetes mellitus (P < 0,01).
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CAPITULO IV:
EFEITO DO FENOBARBITAL SOBRE AS RESERVAS DE

GLICOGENIO DOS ERITROCITOS DE RATOS NORMAIS OU

DIABETICOS.

A) EFEITO DO TRATAMENTO COM FENOBARBITAL SOBRE A
GLICEMIA E SOBRE A CONCENTRACAO DE GLICOGENIO DOS
ERITROCITOS

Fenobarbital € um indutor enzimatico que atua sobre enzimas
microssomais hepaticas, tendo sido utilizado como coadjuvante no tratamento
do diabetes (VENKATESAN et al.,1994). Porisso decidimos investigar se os
efeitos do fenobarbital também afetam a fisiologia dos eritrocitos.

As tabelas VIl e IX mostram que houve melhora nas condicdes

glicémicas dos ratos diabéticos tratados com fenobarbital em paralelo 3

recuperagao das reservas de glicogénio eritrocitario (tabelas VIii e 1X).

No grupo controle (tabela VIIl) houve diferenga na glicemia artério-
venosa periferica de 25% (P < 0,05) e de 15% entre a veia porta e supra-
hepatica (P < 0,05). O tratamento com fenobarbital n&o induziu alteracdes na
glicemia dos ratos-controle. Todavia, nos ratos diabéticos por aloxana, que

apresentaram glicemia até 3 vézes maiores que os do grupo controle, o
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fenobarbital promoveu a reducéo da glicemia de 33% na artéria femural: 42%

na veia femural; 13% na veia porta e 50,2% na supra-hepatica (P < 0,05)

mostrando relacdo com a melhora da glicemia.

A tabela IX mostra uma diferenga artério-venosa periférica nas reservas
de glicogénio eritrocitarias, 14% maior na artéria femural. De modo
semelhante, também diferiram as concentrages de glicogénio entre as veias
porta e supra-hepatica, sendo maior na uGltima. O tratamento de ratos
diabéticos, promoveu restabelecimento parcial (P < 0,05) das reservas de
glicogénio em eritrécitos de ratos diabéticos, sem, entretanto, alterar as do

grupo controle.
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Tabela VIl : Efeito do fenobarbital sobre a concentragio de glicose em

ratos controle e diabéticos por aloxana.

Os ratos tratados receberam fenobarbital (0,5 mg.ml”) na agua de
beber, durante 10 dias. Os valores (mg.dl") s&o média + E.P.M., para n=6,
exceto para o grupo diabético tratado (n = 4). A significancia estatistica das
diferengas entre os grupos foi estimada através de anadlise de variancia
seguido pelo teste de Tukey, (a) P < 0,05 = diferenga em relagéo ao grupo
controle, (b) P < 0,05 = diferenga entre os grupos diabéticos. As diferencas
artério-venosa e porta - supra-hepatica foram estimadas pelo teste “ t © de
Student, * P < 0,05 = diferenga entre as femurais, # P < 0,05 = diferenca entre

a veia porta e a supra-hepatica

GRUPOS CONTROLE CONTROLE DIABETICO DIABETICO
TRATADO TRATADO
ARTERIA 97,42 £ 12 96,85+ 2,9 304,64 +18° 203,58 + 45 °
FEMURAL.
VEIA . a b
72,62+ 3,4 88,71 & 4,1 07 % a
FEMURAL 300,07 £ 11 173,87 + 48
VEIA a a
96,42+ 5,8 86,61 + 2,9 , ,
PORTA 300,27 £ 19 260,89 + 46
VEIA SUPRA 111,21t 4,3 # 96,39 + 3,1 350,23+£10° 174,09 +424°°

HEPATICA
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Tabela IX: Efeitos do fenobarbital sobre a concentragio eritrocitaria de

glicogénio (ug.g™ Hb) de ratos normais ou diabéticos por aloxana.

Os ratos tratados receberam fenobarbital (0,5 mg.mI") na agua de
beber, durante 10 dias. Os valores (mg.dl'’) sdo média + E.P.M., para n=6,
exceto para o grupo diabético tratado (n = 4). A significancia estatistica das
diferencas entre os grupos foi estimada através de andlise de variancia
seguido pelo teste de Tukey, a) P < 0,05 = diferenca em relagdo ao grupo
controle, b) P < 0,05 = diferenca entre os diabéticos. As diferencas artério-
venosa e porta - supra-hepatica foram estimadas pelo teste “ t “ de Student,
* P < 0,05 = diferenga entre as femurais, # P < 0,05 = diferenca entre a veia

porta e a supra-hepatica

SETORES ARTERIA VEIA VEIA SUPRA
GRUPOS FEMURAL FEMURAL PORTA HEPATICA

CONTROLE 45,45 + 1,1 39,07+0,8* 37,87%+11 47,5109 #

CONTROLE 44,72+ 26 38,88+3,2 37,0157 46,76 £ 1.4
TRATADO
DIABETICO 9,67+x01° 714%07** 10,0307 10,67+0,5°

DIABETICO  20,72+3,8°° 926%28** 1256+27" 30,97+0,9#°"
TRATADO
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B) EFEITO DO FENOBARBITAL SOBRE AS RESERVAS DE GLICOGENIO

DOS ERITROCITOS DE RATOS CONTROLE OU DIABETICOS “IN VITRO”.

Eritrocitos de ratos controle (figura 2a) aumentaram seu contelido de
glicogénéo de acordo corﬁ a elevagéo da concentragéo de glicose no meio (r =
0,86). A adigéo de fenobarbital a solugéo de incubacao dos eritrocitos, (tabela
A3- anexo), promoveu aumento no conteldo de glicogénio com boa
correlagdo com a glicemia tanto no grupo controle (r = 0,804) quanto no
diabético (r = 0,688). A curva de regressio dos eritrocitos do grupo controle
comparada com a do grupo controle tratado com fenobarbital, mostrou que
elas s&o diferentes (t= 11,02; P < 0,05).

Eritrocitos de ratos diabéticos por aloxana néo responderam da mesma
maneira que os controle ao aumento de glicose extracelular (P>0,05

comparagao entre os coeficientes de regressao b), sendo baixa a correlagéo

entre eles (r = 0,312, P>0,05). Porém, o tratamento com fenobarbital
promoveu a recuperagao das reservas, as quais atingiram valores préximos
aos observados no grupo controle tratado com correlagdo ( R ) de 0,688,
P<0,05, mostrando a recuperagdo da capacidade eritrocitaria de sintetizar

glicogénio.
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CAPITULO VI :

ESTIMATIVA DA CONCENTRAGCAO DE LACTATO E PIRUVATO

NOS ERITROCITOS.

O propésito deste capitulo foi mostrar a contribuicéio dos eritrocitos
no fransporte dos monocarboxilatos, lactato e piruvato, e a sua relagcio com o
metabolismo hepatico.

As concentragbes destes metabolitos foram medidas em sangue
total e no plasma colhidos das veias porta e supra-hepatica. Em ratos
alimentados, a concentracéo de lactato diminuiu 34,1% (P <0,01), no sangue
e 19,2 % (P < 0,01) no plasma (tabela A4 Anexo), apés a passagem do
sangue pelo figado.

A partir dos valores medidos no sangue total e no plasma foram

estimadas as concentragdes de lactato presente nos corpusculos sanguineos,

constituidos principalmente por eritrocitos. A distribuicdo do lactato sangiiineo
mostrou a seguinte distribuicdo : na veia porta, 65,9 % estava no plasma e
cerca de 34,1% nos corpusculos, enquanto na veia supra-hepatica 79.7%
estava no plasma e cerca de 20.3% nos eritrécitos.

| Esta estimativa revela que os eritrécitos forneceram cerca de 60.9%

(P < 0,01) de seu contetdo de lactato durante a passagem pelo figado.
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Nos ratos submetidos a jejum durante 24 h a concentracio de

lactato aumentou (P < 0,05). Na veia porta 71% do lactato estava no plasma

e 29% nos eritrocitos, enquanto na veia supra-hepatica 80% estava no
plasma e 20% nos eritrécitos. A diferenca entre os vasos foi de 55% e nio
diferiu daquela observada nos ratos alimentados (tabela A4 em anexo). O
contetdo eritrocitario de lactato aumentou em ambos os vasos, ndo sendo
observado diferenca entre eles (figura 6).

Apbs 48 h de jejum, as concentragdes totais e plasmaticas de
lactato foram muito menores que em ratos normais (P < 0,05), porém, ainda
houve uma redugdo de 44,8% (P < 0,05), no contetido plasmatico de lactato
apos passar pelo figado. O contetdo eritrocitario de lactato foi menor que o
observado nos ratos alimentados (P < 0,05), e ndo houve diferenca entre as
concentragbes da veia porta e supra-hepatica.

Ratos diabéticos por aloxana apresentaram concentracoes

plasméticas de lactato menores que o controle, no entanto, ainda persistiu
uma diferenga de 43,4% (P < 0,01), entre o contelido plasmatico da veia porta
e da veia supra-hepatica. Os eritrocitos de diabéticos também apresentaram
redugao no conteudo de lactato, porém foi mantida a diferenca entre o
contelido da veia porta e supra-hepatica (37,5%, P < 0,05).

O ftratamento de ratos diabéticos com metformina promoveu

elevagao na concentracdo de lactato plasmatico na veia porta e nos
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eritrocitos (tabela A4 e figura 6). O contetido plasmatico foi 15% maior que o

conteudo do mesmo vaso no rato diabético n3o tratado. Por sua vez, o

conteudo eritrocitario de lactato na veia porta & 33% (P < 0,01) maior que nos
diabéticos nao tratados. A diferenca entre veia porta e supra-hepatica no
contetdo eritrocitario de lactato também foi maior que nos diabéticos nao
tratados (50%, P < 0,05).

Os ratos normais tratados com metformina, ndo diferiram do
controle (tabela A4 e figura 6).

Quanto ao piruvato, somente o grupo controle tratado com
metformina diferiu do controle por apresentar elevacdo no contetdo
plasmatico de piruvato (P < 0,05; tabela A5 e figura 7), sem qualquer alteracéo

a nivel do contettdo eritrocitario.
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LACTATO (mmol.l")

2,0 _

1,6 |

1,0

0,5 }

Figura 6) Concentracéo eritrocitaria de lactato (mmol.I") na veia porta (colunas
brancas) e na supra-hepatica (colunas pretas).

As colunas representam as médias + E.P.M, n=6, estando assim
representadas: C = controle; J1 = jejum 24 h; J2= jejum 48 h; D = diabéticos:
CT = controle tratados com metformina; DT = diabéticos tratados com

metformina.
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PIRUVATO ( mmol.I'")
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Figura 7) Concentragdo eritrocitaria de piruvato (mmol.lI") na veia porta
(colunas brancas) e na supra-hepatica (colunas pretas).

As colunas representam as médias + E.P.M, n=6, estando assim
representadas: C = controle; J1 = jejum 24 h; J2= jejum 48 h; D = diabéticos;
CT = controle tratados com metformina; DT = diabéticos tratados com

metformina.
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CAPITULO VII: METABOLISMO DE GLICOSE

O consumo de glicose pelos eritrocitos € muito baixo em relacao
aos outros tecidos.

O metabolismo eritrocitario de glicose foi avaliado utilizando-se
glicose marcada no carbono 1 (‘4C«U-Glicose). Sabendo-se que a via das
pentoses fosfato € a tnica fonte de CO, em eritrécitos normais e o atomo de
carbono do CO, é derivado do primeiro carbono da glicose, a medida da
producdo de ™ CO, quando se utiliza *C-1-Glicose representa a glicose
metabolizada através desta via. Eritrécitos de ratos normais incubados a 37°C
durante 90 minutos metabolizaram 0,05 uM de "“C-U-Glicose / ml de células /
min.

A medida do consumo total de glicose em eritrocitos normais foi
feita através da diferenca da concentragao de glicose no meio de incubacéo
apés 60 min sob nossas condigbes de incubacgdo,onde constatamos o

consumo de 3 umol de glicose / h / ml de eritrocitos.
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DISCUSSAO

A manutengéo da normoglicemia depende da integridade dos sistemas
nervoso e endocrino, que regulam a dindmica de mobilizacdo e
armazenamento das reservas hepaticas de glicogénio (YAMAGUCHI, 1992).
Diversos estudos tem demonstrado nos eritrocitos, a presenca das enzimas
glicogénio sintetase, amiloglicosidase e fosforilase, que contribuem para a
formacao do reservatorio de glicogénio (MOSES et al.,, 1971; 1972) e sua
utilizacdo (VAN HOOF, 1967; HERS et al., 1967).

O interesse pela compreensdo dos mecanismos gue contribuem para a
manutenc¢éo de niveis normoglicémicos levou-nos a estudar a participagéo dos
eritrocitos, considerando que seus reservatorios de glicogénio poderiam

desempenhar importante fungéo na distribuicao de glicose, conforme sugerido

por JACQUES (1984) e GUARNER & ALVAREZ-BUYLLA (1989). Esta funcéo
dos eritrocitos tem sido relegada a um plano secundario em virtude do grande
reservatério de glicogénio do figado e a rapidez com que ele € mobilizado e
reconstituido em individuos normais. Todavia, este estudo mostrou diversas
semelhancas entre os eritrocitos e os hepatocitos quanto ao armazenamento e
liberagao de glicose em diversas situagtes funcionais que envolvem rapidas

mudancas no metabolismo. Além disso, os eritrocitos s&o um reservatorio de
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glicogénio de facil acesso, permitindo varias amostragens em estudos de

longa durag&o, sem provocar grande estresse para os animais ou sujeitos

experimentais.

1) AVALIAGAO DAS RESERVAS ERITROCITARIAS

DE GLICOGENIO IN VIVO e IN VITRO

Os primeiros estudos sobre o armazenamenio de glicogénio em
eritrécitos (HASSID & ABRAHANS, 1957), mostraram baixas concentracdes
devido a inadequagéo das tecnicas para a extragéo do glicogénio da amostra
e a baixa sensibilidade dos métodos de medida utilizados. Em nosso estudo
utilizamos uma tecnica desenvolvida para melhorar a extragdo e um
tratamento enzimatico para o rompimento das ramificacdes da molécula de

glicogénio, liberando as unidades de glicose, e consequentemente,

melhorando sua quantificagdo, com sensibilidade para detectar até 0,1 pg de
glicogénio (FARQUHARSON et al., 1990).

Com o intuito de avaliar as reservas eritrocitarias de glicogénio,
estudamos eritrocitos de diversos setores do leito vascular (tabela 1). Ha uma
diferenca de 16,7% entre a concentragido de glicogénio dos eritrécitos
coletados na artéria femural e veia femural, sendo significativamente maior no

ramo arterial (P<0,01). A diferenca artério-venosa periférica sugere que 0s



79

eritrocitos poderiam estar liberando glicose durante o transito pelos capilares.
Esta diferenga, embora menor, é simultdnea a observada na concentracéo de
glicose plasmatica, 25,4% maior na artéria que na veia femural (P<0,05).

Apoés os eritrocitos passarem pelo interior do figado a concentracao de
glicogénio aumentou 28,5% (P<0,05), sugerindo que tenham captado glicose
no interior do figado. Esta diferenga também é paralela a diferenga quanto a
glicemia, sendo as concentragbes de glicose plasmatica na veia supra-
hepatica 56,3% maiores que na veia porta (P<0,05). As observagtes acima
estéo de acordo com os estudos de GUARNER & ALVAREZ-BUYLLA (1989),
ém que demonstraram que independentemente da agéo da insulina, quando a
glicemia se eleva, os eritrocitos captam glicose, estocando-a na forma de
glicogénio e a liberam quando a glicemia é reduzida.

Em 1984, JACQUEZ verificou que o conteido de glicose intra

eritrocitario supera as necessidades metabodlicas em 12.000 vezes, sugerindo

que estes transportam glicose pela corrente sanguinea.

Nossa avaliacdo do metabolismo de glicose pelos eritrocitos de ratos
normais, mostrou um baixo consumo, similar ao observado por outros autores
0s quais constataram que o consumo de glicose nos eritrécitos de ratos esta
entre 2.38 e 5.60 umol / h / ml de células (KANEKO, 1974; MAGNANI et

al.1980).
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Na tabela |, pode-se verificar que a diferenca na concentracio

eritrocitaria de glicogénio nas femurais (artéria e veia) foi de 7.41 pg.g™ Hb.

Considerando-se o baixo consumo de glicose pelos eritrocitos, a diferenca no
éontet}dc eritrocitario de glicogénio sugere que houve liberacdo de glicose e
nao a utilizagéo desta pelos eritrocitos.

As diferengas arterio-venocsa e entre as veias porta e supra-hepatica
tambéem estdo de acordo com a proposta de envolvimento dos eritrécitos na
distribuigéo de glicose (JACQUEZ, 1984, FERRANNINI & BJORKMAN, 1986:
GUARNER & ALVAREZ-BUYLLA, 1989 e 1990).

Para constituir importante fontes de glicose, os eritrocitos devem
armazenar glicogénio em funcéo das variagdes da glicemia. Forte correlagéo
entre a glicemia e a concentracdo de glicogénio eritrocitaria (r=0,794)
encontrada nos diferentes setores vasculares, sugeriu que o contetido de

glicogénio nos eritrocitos dependesse da concentragio plasmatica de glicose.

Esta sugestdo foi confirmada experimentalmente “in vitro” (tabela IV, figura
2a). In vitro, em concentrac0es crescentes de glicose os eritrocitos
aumentaram, de maneira diretamente proporcional, as suas reservas de
glicogénio, com correlacéo elevada (r= 0,94). Todavia, foi também necessario
demonstrar que os eritrécitos liberavam glicose a medida que a concentragéo
de glicose do meio se reduzia (tabela IV e figura 2b). Eritrécitos, inicialmente

incubados na presenca 240 mg,oll4 de glicose, acumularam glicogénio e,
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posteriormente reduziram o seu contéudo ao serem novamente incubados em

concentragdes mais baixas de glicose (correlagéo, r= 0,83).

Para verificar se os eritrécitos contribuem para a regulagdo da glicemia,
estudamos a capacidade dos eritrécitos variarem seu contetido de glicogénio
em varias situagbes onde o metabolismo de carboidratos, entre outros, é
afetado, requerendo a utilizacdo das reservas em funcdo de ajustes
metabolicos.

Escolhemos para isso as sifuagbes de jejum de curto prazo,
correspondendo ao periodo de 24 h, e o prolongado de 48h como proposto
por CAHILL (1970), além do estresse produzido pela intensa atividade fisica
(natagao forgada durante 50 min) conforme OSTMAN-SMITH (1979).

O jejum e um quadro que se caracteriza pela elevada mobilizacdo de
substratos energeticos devido a agdo dos horménios contra-reguladores da

insulina, cujas concentragbes se elevam no plasma (FELIG, 1979). O quadro

metabélico adaptativo do jejum caracteriza-se por alteragdes hormonais
vinculadas a reducdo da insulinemia e concomitante elevacio dos niveis
sericos de glucagon, horménio adrenocorticotréfico, horménios da tiredide,
horménio de crescimento e catecolaminas, que induzem a deplecéo do
glicogénio hepatico (DE GROOT, 1994)

No jejum breve as células utilizam glicose fornecida pelo figado como

substrato energético preferencial (CAHILL, 1970). Sob esta condicdo os
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eritrécitos apresentaram baixa concentracao de glicogénio em comparagéo ao

grupo controle. Todavia, ainda persistiu a diferenca glicémica artério-venosa

de 59%, indicativo da distribuigdo de glicose aos tecidos periféricos (P<0,05),
maior do que aquela observada nos animais com livre acesso ao alimento
(tabela I1). igualmente foi possivel verificar a carga dos eritrocitos (aumento de
294%) ao passarem pelo figado, sujeito a intensa atividade glicogenolitica
devido a agdo dos horménios contra-reguladores.

A glicemia durante o jejum 24 h (tabela I), como classicamente
réconhecida € normal, e mostra uma diferenga artério-venosa periférica de
15,8% (P<0,05). Diferenga glicémica também é observada entre a veia porta e
a veia supra-hepatica, caracterizada por valores 61,3% maiores no ramo
supra-hepatico que na veia porta (P<0,05). Neste periodo nido se observa
correlacéo entre a glicose plasmatica e o contelido de glicégénio dos
eritrécitos (r = 0,07).

A manutencdo da restricdo alimentar durante 48 horas, caracteriza o
quadro de jejum prolongado (CAHILL, 1970). Os ratos submetidos a esta
condi¢c&o mostraram (tabela ll) recuperacéo parcial do glicogénio eritrocitario,
diferindo do constatado apds 24 horas de restricdo. Semelhante recuperagéo
parcial das reservas de glicogénio apds 48 horas de resiricdo alimentar foi
descrita no figado, sendo que neste periodo os hepatécitos utilizam o glicerol

proveniente da lipdlise para a sintese de glicogénio (GOLDSTEIN &
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CURNOW, 1978). Neste trabalho mostramos, pela primeira vez, as

similaridades entre eritrocitos e hepatocitos, no que se refere ao

armazenamento e mobilizacao das reservas de glicogénio durante o jejum. A
recuperagao parcial do contetdo de glicogénio dos eritrocitos esta,
possivelmente, relacionada ao restabelecimento das reservas hepaticas de
glicogénio (tabela VII), que € a “estagdo” onde os eritrocitos captam glicose.
Apods 48 h de restricgo alimentar observamos uma forte correlagso entre a
glicemia e a concentragéo eritrocitaria de glicogénio (r=0,827).

QOutra situagdo que determina intensa mobilizacdo de substratos
energéticos € a atividade fisica por natagéo, a qual, realizada uma Unica vez, é
caracterizada como indutora de estresse (OSTMAN-SMITH, 1979). Durante a
fase inicial do exercicio, o glicogénio tecidual constitui a principal fonte
energetica consumida. No entanto, com a continuidade do esforco fisico,

outras fontes energéticas desempenham um importante papel, tais como:

acidos graxos livres, aminoacidos de cadeia ramificada, e lactato. A elevacio
na disponibilidade plasmatica destes substratos, advém da mobilizagao de
reservatorios hepaticos efou de tecido adiposo (FELIG et al.,1969;
EATON,1972).

Durante a realizagio desta forma de esforco fisico aumenta a secrecéo
dos mesmos hormanios glicogenoliticos envolvidos nas respostas ao jejum de

24 h (SOTSKY et al., 1989; VAN DIJK et al., 1994). De maneira similar ao que
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se verificou no figado (tabela VII) as reservas de glicogénio dos eritrocitos

tambeém foram mobilizadas durante o estresse causado por atividade fisica

continua (tabela IIl). Provavelmente, a redugdo do contetido de glicogénio foi
devida ao efeito direto dos horménios hiperglicemiantes, liberados neste
periodo pois, as reservas foram depletadas mesmo quando a glicemia foi
mantida elevada (correlagdo = 0,194). Nesta condigdo a incorporagdo de
glicose aos reservatérios de glicogénio deveria ter aumentado conforme
nossas observagtes (tabela V) e as de FERRANNINI & BJORKMAN (1986),
GUARNER & ALVAREZ-BUYLLA (1989).

Os efeitos dos horménios glicogenoliticos sobre as reservas hepaticas
de glicogénio s&o conhecidos (VAN DICK et al,, 1991). Considerando os
efeitos do jejum e do estresse por exercicio fisico sobre as reservas de
glicogénio em eritrocitos e as aparentes semelhancas entre figado e eritrocitos

quanto ac metabolismo de carboidratos, avaliamos as reservas de glicogénio

em eritrocitos de ratos confrole, incubados na presenca de horménios
glicogenoliticos e de glicose.

Adrenalina (200 ng.ml"), noradrenalina (200 ng.ml™), corticosterona (22
ng. ml") e glucagon (1U.ml™") (tabela A1 anexo, figura 2a e 2b), induziram
deplegdo das reservas de glicogénio, mesmo em presenca de elevada
concentracao de glicose. Os efeitos por nos observados confirmaram as

observacbes de GUARNER & ALVAREZ-BUYLLA (1989) sobre os efeitos da
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adrenalina. Na membrana dos eritrocitos as catecolaminas ligam-se aos

receptores fB2-adrenérgicos promovendo a glicogendlise, & semelhanca do

que fazem nos hepatdcitos (BECKMAN & HOLLEMBERG, 1979). A acéo B-
adrenérgica nos eritrocitos foi parcialmente bloqueada, 400 ng.mi”, por
propranolol. Recentemente foi demonstrado que os receptores $-adrenérgicos
dos eritrécitos possuem as mesmas caracteristicas funcionais e sensibilidade
a bloqueio pelo propranolol que os receptores B- adrenérgicos hepaticos
(MANUKHIN et al., 1994). A semelhanca do observado no figado por PILKS &
GRANNER (1992), glucagon também promoveu a deplecido das reservas de
glicogénio em eritrécifos . Além disto, este estudo mostrou que a
corticosterona, cuja liberagdo no sangue aumenta durante o estresse causado
pelo exercicio fisico for¢ado, também depletou as reservas de glicogénio em
eritrocitos incubados em alta concentragdo de glicose.

No diabetes mellitus, o metabolismo da glicose em tecidos dependentes
ou né&o de insulina € comprometido, destacando-se os efeitos iniciais no figado
(RODRIGUEZ-GIL et al., 1989). Particularmente importante, & a inibicdo da
atividade da glicogénio sintetase nos hepatécitos, comprometendo a regulacdo
da glicemia (JUNGERMANN, 1992; LAMAIGUE & ROUSSEAU, 1994). Até

recentemente, raras eram as citacbes sobre se e como os eritrocitos seriam

afetados, principalmente porque a insulina néo influi na captacéo de glicose
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pelos eritrocitos , apesar destes possuirem receptores para insulina

(GAMBHIR et al., 1978; ALBERT, 1982).

Embora a fungéo dos eritrocitos no metabolismo de carboidratos nio
tenha sido devidamente considerada, recentemente tém surgido relatos (a
maioria, observagbes preliminares) de sérios comprometimentos na captacao
e metabolismo da glicose, além de redugdo na formacéo de glicose-6-fosfato
nos eritrocitos de diabéticos (FERRANNINI & BJORKMAN, 1986; GARVEY et
al., 1987, ABUMRAD et al., 1988; KATO et al., 1990; CIVELEK et al., 1991;
CONGET et al,, 1991; DONATELLI et al.,, 1991; RAPIN et al., 1991).

Tal como verificado para eritrocitos recém colhidos dos vasos, in vitro,
eritrocitos de ratos normais armazenam glicogénio em situacbes em que a
glicemia esta elevada e reduzem o seu conteudo, liberando glicose, quando a
glicemia diminui (tabela 1V). Todavia, em condigdes em que a glicemia

permanece elevada, como no diabetes (in vivo, tabela V), o conteudo de

glicogénio cai acentuadamente, indicando deficiéncias do metabolismo de
carboidratos nos eritrocitos, em paralelo ac observado nos hepatécitos. Ratos
diabéticos por aloxana (tabela V) possuem baixa concentracéo eritrocitaria de
glicogénio, ndo mantendo correlacdo com a glicemia (r= 0,10). Seus eritrocitos
berderam a capacidade de acumular glicogénio, como demonstrado in vitro
(tabela AZ - anexo) na presenca de concentraces crescentes de glicose no

meio de incubagdo (r= 0,31). A perda da capacidade em incorporar glicose
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como glicogénio, mesmo na presenca de altas concentracbes de glicose
mostra uma deficiéncia prépria dos eritrécitos e ndo esta relacionada as
concentragbes dos horménios hiperglicemiantes, pois foi também observada in
vitro. O comprometimento da capacidade dos eritrocitos sintetizarem
glicogénio deve estar vinculado & grande reducdo na atividade da enzima
glicogénio sintetase b dos eritrocitos de diabéticos, enzima cuja atividade
depende da concentracdo de glicose-8-fosfato (MOSES et al, 1972). Este
produto € significativamente reduzido em eritrécitos de ratos diabéticos
(ABUMRAD et al, 1988). RAPIN et al (1991) demonstraram que o mesmo
acontece em eritrocitos de diabéticos humanos. Também leucdcitos de
diabéticos, os quais s&o sensiveis a insulina, tém o transporte de glicose e a
producao de glicose-6-fosfato diminuidos (SEGERS et al., 1990).

| Sobre o efeito da insulina sobre os eritrécitos isolados, observamos

Insulina (1 U.ml™) ndo afeta a deplecdo das reservas eritrocitarias de

glicogénio das células expostas a baixas concentragbes de glicose, assim
como, nao altera a sintese de glicogénio em concentracbes de glicose acima
de 120 mg. dI"'. Verificamos ainda menor contetdo de glicogénio nas células
expostas a 80 mg. dI' (P<0,02) e 120 mg. dI' (P<0,003). A falta de
sensibilidade dos eritrocitos a insulina seria devida a sua constante exposigéo
ao hormonio, que induziria reducdo da populagdo de seus receptores

(BALDINI et al, 1986). Todavia, GAMBHIR & AGARWAL (1991),
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demonstraram que insulina ndo interfere na captagdo de glicose pelos
eritrocitos, o que foi confirmado parcialmente neste estudo (tabela A1 - anexo),
onde verificamos que o contedo eritrocitario de glicogénio nio sofre
variagbes na presenga de insulina. A correlagdo entre a concentracdo
eritrocitaria de glicogénio e a concentragéo de glicose foi alta na presenca de
insulina, n&o diferindo daquela observada na auséncia ( r= 0,927 ).
| No tratamento do diabetes tem sido utilizada a biguanida metformina em
virtude de bons resultados obtidos no controle glicemico (BAILEY, 1992). Sua
agao anti-hiperglicemiante tem sido atribuida a combinagéo da diminuicédo da
absorcao intestinal de glicose, reducédo da gliconeogénese e elevagdo na
captacgao de glicose por tecidos periféricos como os musculos e tecido adiposo
(PERRIELLO et al., 1994; STUMVOLL et al., 1995; DeFRONZO et al., 1995).
Em ratos controle sob tratamento, (tabela V), metformina nio induziu

aumento significativo no contetdo eritrocitario de glicogénio. Por outro lado, os

ratos diabéticos por aloxana tratados com metformina durante 7 dias,
recuperaram parciaimente o contetdo de glicogénio.

O restabelecimento observado, possiveimente decorreu da acdo da
metformina sobre a hexoquinase promovendo o aumento na formacéo de G6P
e concomitante ativagdo da enzima glicogénio sintetase, cuja atividade

dependente da G6P (MOSES et al., 1972), se encontrava comprometida pelo
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diabetes (FERRIELLO et al.,1990; De FRONZO et al., 1991; SARABIA et al.,

1992).

Apos ter observado que, “in vivo “a metformina recuperou a capacidade
de sintese eritrocitaria de glicogénio em ratos diabéticos, passamos a avaliar
seu efeito “in vitro”.

O contettdo de glicogénio de eritrocitos de ratos normais incubados na
presenca de diferentes concentragbes de glicose e metformina (concentragéo
final 5.6ug.ml™) (tabela A2 - anexo e figura 4a) nao diferiram do observado na
auséncia da biguanida. Na presenca da metformina a correlagio entre a
concentragéo eritrocitaria de glicogénio e a concentracdo de glicose nzo
diferiu daquela observada na auséncia (curva de regressao: Y=3,82 + 0,11X:
r= 0,92). Porém, em presenga de glicose igual ou acima de 160 mg.dl’
metformina induziu aumento na concentragéo de glicogénio ( P<0,05)

Tem-se demonstrado que os efeitos da metformina em diversos tecidos

depende da presenca de insulina (WILCOCK & BAILEY, 1990). Também nos
eritrocitos isto aconteceu. Na presenga de insulina (1U ml) e metformina
(5.6ug.mi™), eritrécitos de ratos normais acumulam glicogénio, saturando seus
réservatérios em concentragao t4o baixa de glicose como 40 mg.dl‘1 (tabela
A2 - anexo e figura 4a), sugerindo que a metformina favoreca os processos de
sintese de glicogénio dos eritrocitos, tal como o faz em outros tecidos

(GALUSKA et al.,, 1991; JOHNSON et al., 1993).
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Eritrocitos de ratos diabéticos incubados em diferentes concentragées

de glicose e metformina, ndo apresentaram modificagdes no contetido de

giicogénio (curva de regressao Y= 4,43 + 0,130 X, r= 0.504), no entanto, na
presenca de metformina e insulina houve aumento das reservas de glicogénio,
restabelecendo seu contetido (P<0,05). Alta correlagéo entre o contelido de
glicogénio e a glicose do meio (curva de regressao Y= 1,30 +0.09X, r= 0.84)
foi observada. Este experimento mostra que a metformina associada a insulina
promove o restabelecimento da capacidade de sintetizar glicogénio que estava

comprometida pelo diabetes, similar ao observado no estudo in vivo.

Il ) AVALIAGAO DAS RESERVAS HEPATICAS DE GLICOGENIO

Os hepatocitos compreendem 92% da massa celular do figado, por
850, 0 parénquima hepatico foi classificado com um tecido funcionalmente
homogéneo. Entretanto, recentes estudos da microestrutura do figado
mostraram diferencas estruturais e funcionais entre as células do parénquima
hepatico conforme a posi¢do do hepatécito, ou seja, na regido perivenosa ou

periportal (MATSUMOTO & KAWAKAMI, 1982; YAMAGUCHI,1992).
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Na regi&o periportal predominam as enzimas que regulam a sintese de

glicogénio (como por exemplo a succinato desidrogenase,

glicose 6- fosfatase, hexoquinase, piruvato quinase, isoenzima M2, frutose 1-6
bifosfatase e a fosfoenolpiruvato carboxiquinase). Na porgéo perivenosa foram
detectadas predominantemente as enzimas chaves da glicélise e lipogénese
(como por exemplo a glicoquinase, piruvato quinase, citrato liase, acetil Co-A
carboxylase e a isoenzima L. (AGUIS & TOSH,1990; JUNGERMANN, 1992). A
constatacdo destas diferengas entre os hepatdcitos levou a formulacio do
modelo do zoneamento metabdlico do figado, o qual propde que os
hepatécitos periportais e perivenosos exercem fungdes metabdlicas diferentes,
fato que facilitaria o controle do metabolismo (JUNGERMANN, 1992).
Conforme BARTELS et al. (1988), a sintese hepatica de glicogénio na
porcéo periportal ocorre a partir de lactato, piruvato e glutamina, enquanto na

por¢do perivenosa a sintese ocorre diretamente a partir de glicose. Portanto,

durante a fase absortiva os hepatécitos perivenosos captariam glicose, a qual
poderia ser incorporada aos estoques de glicogénio ou degradada até lactato.
Este ¢ liberado na circulacdo sendo captado pelas células periportais onde
participariam da sintese de glicogénio. No periodo pds-absortivo as células
periportais liberam glicose enquanto as perivenosas liberam lactato
(JUNGERMANN,1992). Por se tratar de um orgado importante no controle

glicémico, decidimos compara-lo aos eritrécitos.
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Inicialmente, estabelecemos um macro-zoneamento do parénquima e

avaliamos a distribui¢do do glicogénio em zonas intra e inter-lobular, préximas

e distantes da entrada principal dos grandes vasos sanguineos (figura 1)

A analise dos resultados setoriais (intra-lobular) ndo revelou diferencas
no conteido de glicogénio, quanto ao zoneamento. Porém, a analise inter-
lobular mostrou que o I6bulo superior, que ndo é o maior, armazenou maior
quantidade de glicogénio que os demais lobulos (tabela VII, P<0,05 e da
SILVA & GONCALVES, 1994). O lobulo superior corresponde a 33% da
massa hepatica e contém 36% da reserva de glicogénio, enquanto o 16bulo
direito possui 26% da massa e 32% da reserva de glicogénio, enquanto o

l6bulo esquerdo possui 41% da massa e 32% da reserva de glicogénio.

As reservas de glicogénio também foram avaliadas em condigbes que

induzem a mobilizagio. Apos exercicio forcado (natagdo durante 50 min), e

jejum 24 h observamos que a deplecdo ocorreu de forma homogénea,
influenciada pela agao neuroendécrina, que induz a liberagdo de glucagon,
Hormc‘mio de crescimento, hormdnio adrenocorticotréfico, catecolaminas,
prolactina e peptideos opidides (NATHELSON et al., 1981, HALTER et al,,
1984, SONNE & GALBO, 1985; YAMAGUCHI, 1992, FLUXE et al., 1993). Por

outro lado, apos 48 h de jejum verificamos a recuperagéo parcial das reservas
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hepaticas, devido a utilizacdo do glicerol proveniente da lipdlise, na re-sintese

de glicogénio (SOTSKY et al., 1989; LAVOIE & VAN DE WERNE, 1991).

A utilizagdo da metformina, em monoterapia promove a redugéo de 20%
na glicemia, e quando combinada com sulfoniluréia promove uma reducao
adicional de 25% (DE FRONZO et al., 1991, CAPRETTI et al., 1982). A
avaliagdo da distribuicdo de glicogénio no figado de ratos diabéticos por
aloxana tratados com metformina (tabela Vii), mostrou que as reservas foram
restabelecidas. A possivel recuperagdo das reservas hepaticas se deve a
capacidade da metformina em suprimir a gliconeogénese hepatica
(PERRIELLO et al., 1894), e potencializar a formagdo de segundo
mensageiros ou atuar em alguma etapa do sistema sinalizador da insulina a
nivel pés-receptor (SADOUL et al., 1986; BLAKE et al.,, 1987; CARO et al.,

1986, OLEFSKY et al., 1988; KAHN & WHITE, 1988).

Todos estes efeitos sugerem que a metformina preservou a
sensibilidade dos hepatocitos a insulina ( tabela VIl e da SILVA &
GONGALVES, 1994) que segundo MELIN et al.(1990), regularia a atividade
da tirosina quinase ligada ao receptor recuperando a capacidade de sintetizar

glicogénio.
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il ) AVALIACAO DOS EFEITOS DO FENOBARBITAL IN VIVO E

IN VITRO SOBRE AS RESERVAS ERITROCITARIAS DE GLICOGENIO.

Fenobarbital € um barbitdrico que conhecidamente atua como indutor
enzimatico sobre diferentes sistemas, principalmente sobre as oxidases, e o
citocromo P450, ndo modificando a glicemia durante o jejum e melhorando a

glicemia de diabéticos tipo Il (LAHTELA et al., 1986).

Considerando que os hepatocitos e os eritrcitos participam da
homeostasia da glicose partihando de algumas propriedades ligadas ao
transporte de glicose e formagéo de reservatérios de glicogénio, estudamos in
vivo os efeitos do tratamento com fenobarbital sobre a glicemia e a
concentrag@o eritrocitaria de glicogénio. O fenobarbital ndo induziu
modificagbes na concentragdo plasmatica de glicose (tabela VII) e nao
modificou o contetdo eritrocitario de glicogénio de animais controle (tabela
IX). Porém, nos ratos diabéticos tratados com fenobarbital (tabela 1X), o
fenobarbital promoveu recuperagdo parcial das reservas eritrocitarias de
glicogénio sendo acompanhada pela redugdo na glicemia (tabela VIIi, P<
0,05).

Para avaliar se o tratamento com fenobarbital influencia a sintese
eritrocitaria de glicogénio, incubamos eritrocitos de ratos controle e diabéticos

em salina contendo diferentes concentracbes de glicose e fenobarbital
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(concentracao final 0,5 mg.ml“f) (tabela A3 - anexo). Neste experimento

observamos que o fenobarbital ndo induziu modificacdes na sintese de

glicogénio em eritrécitos normais Por outro lado, os eritrécitos de ratos
diabéticos por aloxana incubados nas mesmas condicées, apresentaram uma
recuperacao nas reservas de glicogénio, retomando a capacidade de
incorporar ou liberar glicose de acordo com a variagdo da glicemia. A
récuperagéo das reservas, possivelmente se deve a acio do fenobarbital
enquanto indutor enzimatico, que pode ter ativado a producao de glicose-6-
fosfato, substrato ativador da glicogénio sintetase que se encontra inibida pelo

diabetes (RAPIN et al., 1991).
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IV) ESTIMATIVA DA CONCENTRAGAO ERITROCITARIA DE

LACTATO E PIRUVATO

A captacdo e a excre¢gdo de monocarboxilatos como o lactato e o
piruvato € um processo primordial na regulagéo do metabolismo energético e
no equilibrio acido-basico (VOET & VOET, 1990). Os tecidos utilizam glicose
produzindo lactato, o qual é liberado no plasma de onde é captado pelo
figado e utilizado na sintese de glicose ou &acidos graxos (KRAUS-
FRIEDMANN, 1984; KATZ et al.,1986; KATZ, 1986; 1992).

A interconversdo entre lactato e piruvato ocorre tanto nos eritréeitos
quanto nos linfocitos, devido a presenca da enzima lactato desidrogenase
(CURI, 1994). No entanto, as trocas entre os monocarboxilatos sangiiineos e
teciduais nao refletem apropriadamente a compartimentalizacdo (ROMIJN et

al,, 1994). Os transportadores de lactato e piruvato dos eritrécitos sdo

idénticos aos encontrados nos hepatocitos e musculos, sendo responsaveis
por 70% do fluxo através das membranas (EDLUND & HALESTRAP, 1988;
ROTH & BROOKS, 1890). Alias, tem sido demonstrado haver um desequilibrio
entre o contetido plasmatico e tecidual de piruvato em virtude da rapida

interconverséo entre lactato e piruvato (LARGE et al., 1995).
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Em nosso trabalho observamos que o contetdo de lactato dos

eritrocitos de ratos normais foi reduzido em 31% (P<0,01) ao passar pelo

figado (tabela A4 - anexo e figura 5), sugerindo que o lactato eritrocitario foi
cedido aos hepatécitos. Esta proposta encontra apoio nas frabalthos de KATZ
et al. (1986) e JUNGERMANN & THURMAN (1992). As concentracdes
plasmaticas de lactato determinadas em ratos sedentarios foram similares as
observados recentemente por AZEVEDO (1994).

Nos ratos sob jejum de 48h, tanto as concentragdes plasmaticas quanto
as eritrocitarias de lactato foram reduzidas (P<0,01). No mesmo periodo, o
contetido hepatico de glicogénio foi 101% maior que o observado no jejum
24h, sugerindo que neste periodo os hepatdcitos poderiam estar utilizando o
|éctato plasmatico efou eritrocitario para a formacdo de glicose e
consequentemente glicogénio, em acordo as propostas de KATZ et al., 1976;

1979, METCALFE et al., 1988, GUARNER & ALVAREZ-BUYLLA, 1989; e

LARGE et al., 1995.

Quanto aos eritrocitos de ratos diabéticos, o contetido de lactato estava
diminuindo, porém ainda persistia uma diferenca entre as veias (37,5%,
P<0,05). Possivelmente a redugéo nas concentragbes de lactato (plasmatico e
eritrocitario), refletem a maior captacdo de lactato pelos hepatocitos de
diabéticos como sugerido por KRAUS-FRIEDMAN (1984) e METCALFE et al.

(1988).
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O tratamento de ratos normais e diabéticos com metformina durante 7

dias (tabela A4 - anexo), ativou algum mecanismo compensatorio pois, as

concentragdes de lactato foram idénticas as observadas nos grupos controle,
nao ocorrendo a formacgéo excessiva de lactato que poderia favorecer o
desenvolvimento de acidose latica classicamente observado com a utilizacao
de outras biguanidas (WILCOCK & BAILEY, 1990).

Quanto ao conteido de piruvato (tabela A5 - anexo e figura 8),
observamos grandes diferengas entre o contetido dos globulos e do plasma,
em virtude da rapida interconversao tecidual (METCALFE et al., 1986: FELIPE
et al., 1991; WOLFE et al., 1995).

ROMIJN et al. (1994) demonstraram que a produgéo de piruvato pelos
eritrocitos e pequena em relagdo ao contelido plasmatico, o que também foi
observado no nosso estudo. A Unica diferenca a salientar é que nosso estudo

mostra que ratos normais tratados com metformina, apresentaram elevagéo

no contetido plasmatico e eritrocitario de piruvato (tabela XIV e figura 6).



6. RESUMO
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar in vivo e in vitro o contetido de
glicogénio em eritrécitos de ratos, relacionando este conteude com as
variagbes na concentragdo de glicose e/ou horménios, tendo em vista a sua
possivel participagdo na homeostasia glicémica. Por isso, estendemos este
estudo aos eritrécitos de ratos diabéticos e aos efeitos de substancias como a
metformina e fenobarbital utilizadas no tratamento de diabéticos.

Eritrocitos de ratos normais (in vivo e in vitro) aumentaram o contetudo
de glicogénio linearmente a elevacao da glicemia e depletaram suas reservas
durante a hipoglicemia. O contetdo eritrocitario de glicogénio é maior na veia
supra-hepatica e nas artérias de que no ramo venoso. Em ratos submetidos a

jejum durante 24h, as reservas eritrocitarias de glicogénio foram depletadas,

mas recuperam-se parcialmente durante o jejum de 48 h, mostrando um
comportamento idéntico ao dos hepatdcitos. Em resposta a uma condigéo
ihdutora de estresse (natagdo forgada durante 50 min), também houve
deplecdo das reservas hepaticas e eritrocitarias de glicogénio.

‘In Vitro” a insulina n&o modificou o conteido de glicogénio dos

eritrocitos. No entanto, hormdnios glicogenoliticos promoveram intensa
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deplecdo das reservas, mesmo na presenca de altas concentragbes de

glicose.

Eritrbcitos de ratos diabéticos, os quais, apresentam reducdo na
captacao e no metabolismo de glicose possuem baixo conteudo de glicogénio
e demonstraram baixa capacidade de incorporar glicose as reservas de
glicogénio, in vivo e in vitro. Esta capacidade foi restabelecida parcialmente (in
vivo e in vitro), pelo tratamento com fenobarbital ou com metformina. De
maneira semelhante, o contetdo de glicogénio no figado de ratos diabéticos
foi restabelecido.

Os ratos controle e diabéticos tratados com metformina e fenobarbital
nao apresentaram redugao na glicemia mostrando que o tratamento nao induz
hipoglficemia. Quanto a concentracdo plasmatica de lactato, ndo observamos
hiperlactatemia nos ratos tratados com metformina.

Nossos resuitados mostraram que os eritrécitos sdo importantes

reservatorios de glicose, captando-a durante a passagem pelo figado e
distribuindo-a na periferia. Também foi demonstrado que as reservas
eritrocitarias de glicogénio sdo sensiveis a acdo dos hormdnios
glicogenoliticos, a semelhangca do que ocorre nos hepatécitos. Esta

propriedade dos eritrocitos pode ser importante durante a hipoglicemia.
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Este trabalho também mostrou diversas semelhancas entre hepatécitos
e eritrécitos no que se refere ao metabolismo de carboidratos de ratos normais
e diabéticos.

A avaliagéo periddica do contetido de glicogénio eritrocitario poderia
constituir um bom indice de avaliagdo das alteragbes metabolicas
(particularmente dos carboidratos) em estudos ou tratamentos que requerem
frequente retiradas de amostras e naqueles em que tais amostragens sado

postergadas para épocas de sacrificios ou apds a morte natural do animal ou

sujeito.



7. CONCLUSOES
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CONCLUSOES

O objetivo principal do presente trabalho foi demonstrar, sob diversas
condicbes experimentais, que os eritrocitos participam do transporte e
distribuicéo de glicose.

Os estudos in vivo demonstraram que:

1- Os eritrécitos possuem reservas de glicogénio maiores no ramo
arterial do que no ramo venoso. Na veia porta o contetido de glicogénio dos
eritrocitos € menor do que na veia supra-hepatica. Estas diferencas sugerem
que os eritrocitos participam do transporte e distribuicio de glicose aos

tecidos, captando-a no interior do figado e liberando-a na periferia.

2 - O consumo eritrocitario de glicose é muito baixo em relacgo ao seu
contetido de glicogénio (0,05umol/ min/ ml de eritrocitos), reforcando a
proposta de que os reservatérios de glicose tem a finalidade de distribuigéo e

Nnao consumo.
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3 - Quando o rato foi sujeito a uma condigdo indutora de estresse, as
reservas eritrocitarias de glicogénio foram afetadas de modo similar ao
observado nos hepatocitos.

a) durante o jejum de 24h houve mobilizacdo das reservas de glicogénio
dos eritrocitos

b) durante o jejum de 48h, as reservas de glicogénio dos eritrocitos

foram parcialmente recuperadas.

c) durante a natagéo forcada houve deplecéo do glicogénio eritrocitario.

4 - Os eritrocitos de ratos diabéticos por aloxana perderam a
capacidade de sintetizar glicogénio que foi restabelecida apés o tratamento

com metformina

5 - O tratamento de ratos diabéticos com o indutor enzimatico
fenobarbital, restabeleceu parciaimente as reservas eritrocitarias de
glicogénio, possivelmente pela ativacdo da producio de glicose-6-fosfato,
essencial para a ativagéo da glicogénio sintetase que se encontrava inibida no

rato diabético.
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6 - A concentragéo eritrocitaria de lactato na veia porta é maior que na
veia supra-hepatica sugerindo que os eritrocitos fornecem lactato aos

hepatocitos.

7 - A biguanida anti-hiperglicemiante, metformina, ndo induziu elevacéo

na formacéo de lactato e piruvato pelos eritrocitos.

Os estudos in vitro demonstraram que:

8 - A incorporacdo ou liberacdo de glicose da reserva de glicogénio
eritrocitario correlacionou-se fortemente (r = 0,942), com a variacéo da glicose

do meio.

9 - Os horménios glicogenoliticos, adrenalina (200 ng.ml™),

noradrenalina (200 ng.ml’é), corticosterona (22 pg.mf'1), e glucagon (1U/ml),
promoveram deplegdo das reservas eritrocitarias de glicogénio. O efeito da
adrenalina foi antagonizado parcialmente pelo Propranolol (agente

blogueador ,-adrenérgico).

10 - A insulina per se nao modificou a captacdo de glicose e nem a

formagao eritrocitaria de glicogénio.
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11 - A metformina promoveu a recuperacdo da capacidade dos

eritrécitos em reservar e depletar glicogénio, a qual estava comprometida pelo

diabetes mellitus. Seu efeito requer insulina.

12 - O fenobarbital induziu a recuperacéo da capacidade dos eritrocitos

de diabéticos sintetizarem glicogénio.



8. SUMMARY
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SUMMARY

The major objective in the development of this work was demonstrate
that erythrocytes participates in the glycemic homeostasis.

The following parameters was evalueted in erythrocytes: glucose
consumption, glycogen storage, transport and mobilization and transport of
lactate/pyruvate. The hepatic storage and mobilization of glycogen in certain
condition was studied, too.

In vivo, we showed that erythrocyte glycogen content changed according
to glycaemia in vessels. Arteriovenous difference and difference between
portal and suprahepatic veins in glycogen content is parallel to glycemia
differences. These are evidencies for the occurrence of hydrolysis of glycogen
and release to plasma when glycemia falls and that erythrocyte take glucose

up and synthetize glycogen when crossing the liver. Also, we presented

evidences for an exchange of lactate for glucose between erythrocytes and

liver.

In accordance to the results above mentioned, erythrocytes incubated in
saline at 37°C increased, linearly, their content of glycogen with increase in
extracellular glucose concentration and reduced it when glucose concentration
diminished. Both, charge and discharge are well correlated to extracellular

glucose concentration (r = 0.942), similarly to that measured “ in vivo”.
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Stressing condictions, as 24h fasting or heavy exercise (50 min swiming)
almost deplete the erythrocytes glycogen content. Those conditions also
acutely deplete glycogen liver stores. This response is characteristic of
erythrocytes because they responded “ in vitro “ to hyperglycemic hormones,
glucagon (1U/ml), adrenaline (200 ng.ml™), noradrenaline (200 ng.mI™") and
corticosterone (22 ug.mi™), reducing their content of glycogen, even in the
presence of high glucose concentration. This resembles the hepatocytes
response to the same hormones. On the other hand, insulin do not affect
erythrocyte glycogen content.

In contrast to normal, erythrocytes from aloxanized rats showed a
pronouced reduction in their hability to store glucose as glycogen. This results
suggest that glycogen synthesis is deficient in aloxanized rats, even in the
presence of high glucose concentration. Metformin and phenobarbital,

substances used as coadjuvant for the treatment of diabetes, also estimulated

the accumulation of glycogen in diabetic erythrocytes, in vivo and in vitro. This
is another similarity between liver and erythrocytes since those substances are
known to recovery the hability of liver to sinthetize and store glycogen. Those
data confirm in rats the effects observed in human liver.

Our data demonstrated that glucose metabolism is defective in

erythrocyte from diabetic rats, affecting both free and stored glucose



108

metabolism. As shown in liver and skeletal muscle, this defect is reversed in

erythrocytes by treatment with metformin or phenobarbital
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