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RESUMO

MODIFICACOES DAS RESERVAS METABOLICAS EM RATOS SEDENTARIOS E TREINADOS
TRATADOS COM METFORMINA

Antor: Eunice Cristing da Silva

Orientador: Prof. Dr. Antonio Ari Gongalves (Instituto de Biologia - UNICAMP)

Objetivo:. O treinamento promove adaptagcles no organismo que contribuem para melhorar o
aproveitamento energetico, diminuindo o consumo de reservas em relagdo aos sedentirios. O
armazenamento ¢ a mobilizagdo destas reservas podem ser afetados por drogas. como o anti-
hiperghicemiante. metformina. Por isso, estudamos os efeitos de metformina sobre a glicemia e as reservas de
glicogénio em ralos sedentarios e treinados.

Materiais e Métodos: Ratos foram treinados durante 12 sessdes de natagfio (50 min) e mortos apos a ltima
sessdo (Grupos T) ou apds repousar (TR). Metade deles recebeu metformina na dgua de beber (5,6 pg/mi)
durante o periodo experimental (TM, TRM). Ratos sedentirios (S, SM) foram usados como controle dos
treinados e dos que nadaram uma s vez (SN, SNM). Foram medidos, a concentragio de glicose no plasma e
de glicogénio em amostras de figado ¢ de misculos séleo, gastrocnémio e veniriculo. As diferengas entre os
grupos foram avaliadas pela ANOVA modelo fatorial, seguida pelo teste de Tuckey. adotando 5% como o
nivel critico de significancta.

Resultados: Glicemia: O tratamento com metformina diminuin & glicemia s6 nos grupos morios
imediatamente apos a ultima sessfo de natacio (SNM, TM).

Glicogénie: O treinamento promoveu aumemio na reserva de glicogénio no figado ¢ misculos. Nos
sedentarios (SM. SNM). o tratamento com metformina aumentou as reservas de glicogénio hepdtico e dos
misculos sbleo e gastrocnémio. (Quanto ao ventriculo, houve diminuicio no grupo SNM. Metformina
também protegeu as reservas de glicogénio do misculo sdleo contra a deplegio durante o exercicio em ratos
treinados (TM), mas no repouso nfo difere dos demais treinados.

Conclusiio: Metformina aumentou as reservas de glicogénio hepitico e mmscular em ratos sedentdrios e,
quando treinados, reduzin a mobilizaco de glicogénio do misculo soleo.
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2® APRESENTACAO



APRESENTACAO

O exercicio fisico provoca efeitos favoriveis para a saude do individuo,
determinando modificagdes no perfil metabolico geral, contribuindo para a melhora € o
controle de muitas doengas.

O padrio metabolico de um individuo é afetado pelo tipo, intensidade e
duragio do exercicio, promovendo utilizagio diferenciada de reservas energéticas
(revisio em BROOKS, FAHEY, 1985; HOLLOZZY, KOHRT, 1996) principalmente
de glicogénio muscular e hepatico, triglicerideos dotecido adiposo, afetando os niveis
circulantes de glicose, triglicerideos e acidos graxos livres. Exercicios de intensidade
moderada tem carboidratos como principal fonte de energia nos primeiros 20 a 30
minutos dependendo da condigdo fisica do praticante e, secundanamente, a oxidacio
de gorduras. Quando o exercicio ultrapassa 30 minutos, a oxidagdo de gorduras torna-
se a principal fonte de energia, sendo a utilizagio de carboidratos secundaria.
Proteinas, como fonte energética, sdo mais requeridas em exercicios de durag&o mais
longa (BERG, 1986).

Conforme a intensidade do exercicio, estes podem ser classificados em:
exercicios de resisténcia aerdbia e exercicios de resisténeia anaerdbia ldctica ou
aldctica. O desempenho aerdbio € definido como exercicio de resisténcia prolongada
com intensidade submaxima, com equilibrio entre © oxigénio requenido pelo
metabolismo e o transportado pela corrente sangiiinea até ao tecide muscular. A
energia necessaria € obtida através da combustio oxidativa de glicogénio e das fontes
lipidicas. A resisténcia anaerobia alactica ocorre em exercicio de grande intensidade e
curtissima duragdo, com afividade metabodlica originando débito de oxigénio, onde a
energia ¢ obtida através da fosfocreatina, sem grande producio de acido lactico. Na
resisténcia anaerdbia lactica, o esforgo de grande intensidade € prolongado em relagéo
ao alactica (20 segundos aproximadamente) e a energia passa a ser obtida através da
degradagdo de glicogénio, com a simultdnea elevagio de acido lactico no sangue.
Quando o suprimento de oxigénio € suficiente, a glicolise € lenta, pois a energia
requerida esta sendo oferecida aos orgdos e musculos gradativamente concomitante
com o tempo de duragio do exercicio, ao contrario do exercicio que ocorre em

condi¢des de suprimento de O, insuficiente (débito de oxigénio), onde a glicolise €
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rapida, pois deve suprir a energia requerida em curto espago de tempo (10 segundos)
(BROOKS, FAHEY, 1985, CARVALHO, 1987).

O tremnamento produz adapta¢des no metabolismo, entre elas, o aumento da
reserva de glicogénio em condigdes basais, aumento na quantidade de mitocdndrias
nos musculos e na atividade oxidativa e alteracdo na resposta hormonal durante o
exercicio fisico (BROOKS, FAHEY, 1985).

Por outro lado, diversas drogas afetam o metabolismo, seja em individuos
normais ou portadores de deficiéncias metabolicas. Metformina € uma substiancia
utitizada no tratamento dos diabéticos, porque reduz a glicemia sem provocar
hipoglicemia (De FRONZQ, BARZILAI, SIMONSON, 1991; BAILEY, 1992) e ha
evidéncias de que favorece o metabolismo lipidico (WU et. al., 1990; RICCIO et. al.,
1991).

Experimentos realizados em nosso laboratério, mostraram que o tratamento
com metformina durante dez dias aumentou o conteiido hepatico de glicogénio em
ratos controle além de promover a recuperagdo destas reservas em ratos diabéticos (da
SILVA & GONCALVES, 1994). Em continuidade a estes estudos, dados (da SILVA
et al., 1996) mostraram que metformina modificou o perfil metabélico (glicemia, AGL
e triglicerideos circulantes e glicogénio no figado e musculos esqueléticos) em ratos
sedentarios submetidos a exercicio fisico (natagio), melhorando a resisténcia deles a
atividade fisica estressante.

Ao planejar esta monografia levamos em conta os efeitos benéficos do
exercicio regular e as caracteristicas deste medicamento, sobre o metabolismo de
carboidratos. Este relato € parte de um estudo sobre os efeitos combinados do
treinamento fisico e o tratamento com metformina sobre a resposta metabdhca
envolvendo os niveis circulantes de glicose e os estoques de glicogénio em ratos

treinados e sedentarios, submetidos a um exercicio fisico severo.
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METFORMINA

A metformina € uma biguanida, cuja formula geral é:
HN NH
] [l
(CH;) NCNHCNH;

As guanidinas tem propriedade hipoglicémica quando administrada por via oral.
Todavia, a sua prescrigéo foi abandonada devido a ocorréncia de muitos casos letais
por acidose lactica. Posteriormente foram substituidas pelas biguanidas.

Desde 1920, as biguamdas tem sido utilizadas no tratamento do diabetes
mellitus, porém foram ofuscadas pela descoberta e pelo use da insulina. Mais tarde,
apos o uso das sulfoniuréias (ex.: glibenclamida, comercializado sob o nome Daonil ®),
as primeiras biguanidas também foram disponibilizadas para uso clinico. Fenformin, a
primeira a ser utilizada, acabou sendo retirada do mercado devido ao aumento na
freqiiéneia de acidose ldctica, associada ao seu uso. Quanto a metformina, outra
biguanida, esta complicagdio, raramente tem sido associada. Largamente utilizada na
Europa, Canada, tem sido ultimamente utilizada no Brasil e fol recentemente re-
introduzida nos Estados Unidos. Metformina também tem sido administrada em
combinagdo com as sulfoniuréias, methorando o controle glicémico e kipidico de
pacientes que nfio respondiam a dieta alimentar (De FRONZO et al., 1995).

A metformina destacou-se das demais, pois, desde que utilizada em condigdes
controladas, o risco de provocar acidose lactica¥, ¢ minimo (CAMPBELL,
MANDARINQ, GEICH, 1988). Ela é metabolizada e € rapidamente excretada na urina
(SCHAFFER, 1983). Em humanos diabéticos, atinge niveis plasmaticos maximos em |
a 2 horas apos a administragdo oral, sendo mantidos durante 4 a 5 horas. E
rapidamente eliminada, com pico de excre¢do urindria entre 1 e 3 horas apos uma
simples dose, sendo a meia vida plasmatica entre, 1,5 € 4,5 h (CASEY et al., 1979). A
rapidez na excregio ¢ importante para evitar a ocorréncia de acidose durante o

tratamento (ROSSETI, 1990).

¥ Ver capitulo 2, p.20.
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Condigdes que predispde a producio de lactato com fatais complicagdes de
acidose lactica (GOODMAN, GILMAN’S, 1996) ocorrem em pacientes com doengas
renais, doengas hepaticas, passado historico de acidose lactica devido a qualquer
causa, faléncia cardiaca, ou hipdxia cronica. Nestes casos, a utilizagdo de metformina é
contra indicada.

A metformina ¢ um antihiperglicémico que nfio induz hipoglicemia, mesmo em
individuos normoglicémicos, ndo aumenta a secre¢fio de insulina pelo pincreas. Nao
tem efeitos significativos sobre a secrecdo de glucagon, cortisol ¢ hormdnio do
crescimento (De FRONZO, BARZILAIL SIMONSON, 1991; BAILEY, 1992).

A principal causa da diminuigfio dos niveis de glicose, durante o tratamento
com metformina, parece ser o aumento da agdio da insulina nos tecidos periféricos,
diminuindo a liberagio de glicose pelo figado, devido a nibi¢io da gliconeogénese,
aumento da sensibilidade dos hepatocitos a insulina, e estimulagdo da captagio de
glicose por tecidos sensivels ou insensiveis a insulina (De FRONZO, 1988; BAILEY,
1992, STUMVOLL et al., 1995). Também diminut a glicose plasmatica porque diminui
a absorgio de glicose pelo intestino (PENICAUD et al., 1989). A presenga de insulina
¢ importante para que o efeito anti-hiperglicemiante se manifeste. Porém, em alta
concentragio, metformina inibe a secregfo de insulina induzida pela glicose em ilthotas
isoladas de ratos (SCHATZ et al., 1972).

O tratamento com metformina, também tem efeito protetor contra o
desenvolvimento de arteriosclerose em diabéticos, por meodificar o metabolismo
lipidico. Diabéticos tratados, diminuem a concentragiio de colesterol plasmatico e a
incorporagdo de colesterol & parede adrtica (SIRTORI et al, 1977; GIACCHI and
VATTI, 1981). O tratamento também reduz a lipolise no figado (RICCIO et al., 1991).
Talvez esta diminui¢fo, cause menor ativa¢io alostérica das enzimas gliconeogénicas,
restringindo a formagio de ATP, que direciona a uma nova sintese de glicose, fato que
se reflete na diminuigdo dos niveis de triglicerideos plasmaticos e colesterol, como
propuseram WU et al., 1990.

O mecanismo de agio desta substincia deve envolver o aumento da atividade
dos receptores de insulina (HOLLE et al., 1981), consequentemente, potencializa as
quinases ativada pela insulina ou eventos ligados a cadeia de fosforilagio iniciada pelo

horménio (PRAGER et al., 1986). A agio da metformina pode estar vinculada a
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translocagio de transportadores de glicose (GLUT4) favorecendo a diminuigdo da
glicemia observada em diabéticos tratados (KLIP et al,, 1992).

Perifericamente, a agdo da metformina sobre o metabolismo de glicose em
ciabéticos, inibe, preferencialmente, a oxidag¢dio de glicose, podendo interferir na
fosforilagio oxidativa das mitocondrias (WIDEN et al, 1992). Possivelmente a
metformina também estimula a enzima glicogénio sintetase muscular favorecendo a
formagdo de glicogénio.

Recentes observagtes em diabéticos ndo dependentes de insulina (JACKSON
et al.,1997), a metformina promove pequeno aumento de concentragdo plasmatica de
lactato, principalmente apds as refeigdes, gerando, consequentemente, uma pequena

acidose.
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PARAMETROS BIOQUIMICOS’

Glicolise € um processo pelo qual a molécula de glicose, que contém 6 atomos
de carbono, ¢ degradada em uma seqiiéncia de 10 reagdes catalizadas por enzimas até
duas moléculas de piruvato, cada qual com 3 atomos de carbono. Durante estas etapas,
uma fragdo da energia da molécula de glicose € conservada na forma de ATP, durante
o processo glicolitico. Para cada molécula de glicose degradada, ocorre a sintese de 2
moléculas de ATP.

O piruvato pode seguir 3 caminhos na via ghicolitica (Fig. 2-1):

1. Ser oxidado, com a perda do grupo carboxila, na forma de CO; formando a
acetifcoenzima A, a qual € oxidada a CO, e H;O pelo ciclo do acido citrico, com a
interven¢do do O, molecular, a chamada via aerobia,

2. Ser reduzido a lactato. Quando os tecidos ndo funcionam anaerobiamente, o
piruvato ndo pode ser oxidado devido a falta de O,, e entfio é reduzido a lactato que
se transfere para o sangue.

3. Formar etanol.

GLICOSE
l GLICOLISE

{10 seagdes sucessivas}

2 PIRUVATO
condigies condigdes
anaerdbias 0y condigies anaetdbias
/ aerdbias. \
2C0;
2 ETANOL + 2CO 2LACTATO

2 Acetil-CoA

0, Ciclo do
Agido C trico
4C0, + 4H-0

Figura 2-1: Trés possibilidades catabolicas do Piruvato formado na glicélise.

™ Este capitulo estd baseado principalmente nos conceitos fundamentais apresentados cim
LEHNINGER ct al., 1993,
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Na maioria dos vertebrados, o organismo converte a glicose em piruvato pela
glicdlise e entdo oxidam o piruvato a CO, e HyO, utilizando oxigénio molecular. A
glicolise anaerdbia ocorre na maioria dos vertebrados, durante periodos curtos de
atividade muscular intensa (corrida de 100 metros), ocasidio em que o oxigénio é
suprido aos musculos de forma rapida, porém em débito, para oxidar tode o piruvato e
formar ATP. Nestas condigdes, os misculos também utilizam glicogénio armazenado
como combustivel para produzir ATP, produzindo lactato como produto final.
Consequentemente, a concentragdo de lactato no sangue atinge altos valores, sendo
convertido a glicose no figado, lentamente, enquanto o organismo se recupera,
consumindo O, de forma decrescente até voltar ao consumo normal. O excesso de O,
consumido durante o periedo de recuperagio representa a reposi¢io do débito de O,.

Débito de O; ¢ a quantidade de O, necessério para suprir o ATP suficiente para
restaurar o glicogénio muscular e hepatico consumido durante atividade muscular.

A glicolise anaerdbia, como fonte de energia para contragio muscular é
particularmente importante nos misculos brancos, por ser a via possivel nesta
musculatura.

A regulagio da entrada dos residuos de glicose (Figura 2-2) depende
inicialmente da fosforilagio pelo ATP no carbono 6 através da hexoquinase. Em alguns
tecidos, como no musculo esquelético, a glicose 6 fosfato inibe alostericamente a
hexoquinase, sempre que ocorrer um aumento significativo da concentragio de glicose
6 fosfato

O figado, possui a enzima glicoquinase, a qual nfio € inibida pela glicose 6
fosfato. A glicoquinase hepatica entra em atividade quando a concentragio de glicose
no sangue torna-se alta (apés uma refeigiio rica em agucares). Sob estas condigbes, a
hexoquinase hepatica fosforila a glicose convertendo-a em glicose 6 fosfato, que sera
armazenada na forma de glicogénio hepatico. A biossintese da glicoquinase é ativada
pela insulina.

Outra forma de entrada de residuos de glicose na via glicolitica é através da
hidrolise de glicogénio pela ativagfo da fosforilase. No musculo esquelético apresenta-
se sob duas formas: fosforilase a (ativa) e fosforilase b (menos ativa) (Figura 2-3). A
adrenalina, cuja secregdo ¢ aumentada quando o organismo se encontra em situagdo de
emergéncia ou de gasto energético provocado pelo exercicio, ativa a fosforilagdo do

glicogénio, aumenta a concentragio de glicose e consequentemente sua liberagio no



sangue. Sob o efeito da adrenalina, o musculo esquelético ativa a degradagdo do

glicogénio até lactato.

DI-HIDROXIACETONA
FOSFATO

Figura 2-2: A via glicolitica

GLICOSE
ADP

GLICOSE 6-FOSFATO

|

FRUTOSE 6-FOSFATO

AlP
ADP

FRUTOSE 1.6-BIFOSFATO

ALDOLASE ‘

TRIOSE FOSFATO
ISOMERASE
]

-3

GLICOGENIO

I

<= GLICOSE 1-P

GLICERALDEIDO
3-FOSFATO

NAD" P

NADH + H

1.3 BISFOSFOGLICERATO

ADP
FOSFOULICERATO
QUINASE
ATP

3-FOSFOGLICERATO
FOSFOGLICEROD u
MUTASE
2-FOSFOQGLICERATO

ENOLASE ﬁ H20

FOSFO-ENOLPIRUVATO
AT
u C ATP

PIRUVATO



ESTIMULO EXTERNO
4
SISTEMA NERVOSO CENTRAL
I
MEDULA ADRENAL
a4
ADRENALINA x moléculas
0
RECEPTOR DE ADRENALINA
/ <:;I
S

-4

2
»

e
ATP = AMP CICLICO 40 x moléculas

N

PROTEINA = PROTEINA
QUINASE A UINASE A
(inativa) (ativa) 10 x moléculas

o
FOSFORILASE = FOSFORILASE
QUINASE B QUINASE A
(inativa) (ativa) 100 x moléculas
&
GLICOGENIO FOSFORILASE = LICOGENIO FOSFORILASE
(inativo) (ativo) 1,000 x moléculas
GLICOGENIO &> GLICOSE 1-FOSFATO 10,000 x moléculas
{
GLICOSE
L

GLICOSE SANGUINEA
Figura 2-3: Hidrolise do glicogénio pela ativagio da fosforilase

No musculo esquelético, a atividade da fosfofrutoquinase ¢ regulada pela
concentra¢do de seus substratos, mas os inibidores mais importantes sdo o ATP ¢ a
frutose 1,6-bifosfato. Durante a contragdo muscular, quando a concentragdao de ATP
cai, a atividade da fosfofrutoquinase ¢ estimulada, mesmo em baixas concentragoes de
frutose 6-fosfato. Sob condigdes em que a concentracdo de ATP estiver alta, ou
quando houver combustiveis disponiveis para a liberagdo de energia atraves da
respiragao, a glicolise € inibida pela a¢ao da fosfofrutoquinase (Figura 2-2).

Durante atividade muscular intensa, o fornecimento de O, e glicose aos
musculos esqueléticos ndo € suficientemente rapido para satisfazer a demanda de ATP.

Entdo, o glicogénio muscular € usado como combustivel de reserva e ¢ rapidamente



degradado pela glicolise produzindo ATP e lactato. O lactato € removido do sangue
pelo figado e ¢ convertido em glicose (neoglicogenese) (Figura 2-4).

Em atletas o ciclo de Cori ocorre com maior eficiéncia. sendo este 0 motivo
pelo qual a acidose metabdlica é retardada. Acidose metabolica, € o aumento de acido
lactico no sangue durante a pratica de exercicios extenuantes. O acido lactico e
conhecido como um acido forte no sistema fisiologico, porque pode ser dissociado
rapidamente em um proton (H'). Para diminuir os efeitos dos protons gerados durante
0 exercicio, o corpo possui um sistema quimico para diminuir ou amortecer, os efeitos
do acido. No sangue, o sistema bicarbonato(HCO;)-acido carbonico(H,COs), € a
principal via em que os efeitos do acido lactico sdo amortecidos, onde o HCO;
neutraliza H e CO, é formado. Apos o exercicio, O CO, pode ser estocado em
celulas, sangue e outras partes do sangue para constituir o que foi perdido durante o

exercicio.

Figura 2-4: Ciclo de Cori

GLICOSE +—- GLICOSE
6~P S l

GLICONEOGENESE GLICOLISE

\
N
PIRUVATO G PIRUVATO
LT
E

LACTATO *-— LACTATO

NO FIGADO NO MUSCULO

A sintese de glicogénio ocorre em todos os tecidos, mas € maior no figado e
nos musculos esqueléticos. O ponto inicial para a sintese do glicogénio catalizado pela
hexoquinase, fosforilando glicose a glicose 6-fosfato. A glicogénio sintetase €
desfosforilada pela a¢do da fosfoproteina fosfatase. A glicogénio fosforilase e a
glicogénio sintetase sdo reciprocamente reguladas, ou seja, quando uma € estimulada, a

outra € inibida.
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EFEITOS DO TREINAMENTO SOBRE A SINTESE E A
DEGRADACAO DE SUBSTRATOS

O consumo de ghcose muscular é altamente sensivel a insulina. Insulina
promove o transporte de glicose pela inducdio da translocacdo do transportador
GLUT4 para a membrana celular (GARVEY, 1992) e estimula a deposicfo de glicose
em glicogénio através da atividade da glicogénio sintetase. No diabetes mellitus, a
insensibilidade & insulina é considerada um dos principais fatores que prejudica a
entrada de glicose para as c€lulas (principalmente musculos) contribuindo para manter
elevada a concentragdo de glicose sanguinea. A captagio de glicose pelo musculo
esquelético pode ser estimulada, independentemente de insulina, pelo exercicio fisico
(RODNKICK et al., 1992; CARTEE et al, 1991}. Durante a execugdo de exercicios
fisicos ocorre diminui¢io da insulina basal e estimulagio da utilizagio de glicose
muscular em individuos diabéticos (HOLNESS, FRYER, SUGDEN, 1996)

Durante o exercicio, a atividade contratil e a adrenalina promovem aumento da
fosforilagdo da glicogénio fosforilase convertendo-a para a forma ativa a, resultando
em aumento da lise de glicogénio (RICHTER et al., 1982; McDERMOTT, BONEN,
1987). Em adigéo, quando o balango energético cal por causa da atividade intensa, o
aumento da concentra¢io de AMPc¢ estimula a conversio da fosforilase a para
fosforilase b diminuindo a degradagio de glicogénio.

A energia requerida pelo musculo esquelético durante o exercicio de alta
intensidade ¢ encontrado primariamente no metabolismo anaerobio de estoques de
glicogénio e fosfocreatina. Nestas circunstincias, a quebra de glicogénio € rapida e
resulta em aumento dos niveis de lactato no plasma e musculo. Exercicios intensos
induzem a intensa deplecio de gliéogénio, que levam a exaustdo, geralmente, sdo
suficientes, para causar a depleco de glicogénio muscular (BROOKS, FAHEY, 1985).
Ha mecanismos rapidos e eficientes para o reabastecimento de glicogémo muscular
apos o exercicio. A sintese de glicogénio apds o exercicio depende de dieta energeética
ou fonte enddgena de lactato (1). O excesso de consumo de O apds o exercicio
(débito de 0O,) é uma conseqiiéncia dos processos que sio requeridos para suportar a

sintese de glicogénio a partir de lactato (2). Segundo investigagdes de GAESSER,
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BROOKS, 1984, desde 1960, sabe-se que o lactato ¢ reconvertido a glicogénio
durante ¢ apds o exercicio

A conversdo de lactato para glicogénio muscular pode ocorrer pelo Ciclo de
Cori, que tem a capacidade de converter lactato em glicose. A gliconeogénese
muscular, ocorre exclusivamente em musculos ricos em fibras de contragio rapida, e é
ausente em musculos de contragdo lenta (McLANE, HOLLOSZY. 1979;
McDERMOTT, BONEN, 1992).

Exercicios em intensidade moderada resultam em um aumento marginal dos
niveis de lactato (BROOKS, GAESSER, 1980, GAESSER, BROOKS, 1984), que
diferem dos exercicios de alta intensidade. Aminoacidos e glicerol, tem sido
identificado como possiveis fontes de carbono para ressintese de glicogénio (FAVIER
et al.,, 1987; FELL et al., 1980} apos exercicios de moderada intensidade.

Estudos mostram que ratos sio levados & exaustiio pela hipoglicemia e grande
deplecio dos estoques de glicogénio e que o aumento de &cidos graxos livres
plasmatico aumentam a resisténcia, por atrasar o desenvolvimento da hipoglicemia e a
deplegdo de glicogénio muscular. O desenvolvimento da hipoglicemuia pode ser um dos
maiores fatores da exaustido durante exercicto prolongado ou extenuante (AHLBORG
et al., 1967, PRUETT, 1970).

Homens e ratos utilizam seus estoques de glicogénio mais tardiamente durante
exercicio de determinada intensidade quando estio adaptados ao treinamento de
resisténeia (FITTS, 1975, KARLSSON, 1974). Presume-se que © aumento da
resisténcia com o treinamento é mediado parcialmente pelo aumento da capacidade de
adaptar os musculos para oxidar acidos graxos (HOLLOSZY, BOOTH, 1976),
utilizando mais “gordura” e proporcionalmente menor quantidade de carboidratos
durante o exercicio.

Ha dois mecanismos pelos quais as adaptagdes induzidas pelos exercicios de
resisténcia que podem resultar em menor deplecdo dos estoques de carboidratos
muscular (HOLLOSZY, BOOTH, 1976): (1) maior eficiéncia na utilizagdo de
carboidratos, com conseqiiente reducdo de lactato e (2) menor utilizagio dos

carboidratos, devido ac aumento da oxidagéo de actdos graxos.
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OBJETIVOS

Considerando que a metformina induz aumento na captacdo de glicose por
tecidos sensiveis, ou ndo, a insulina, aumentando também o armazenamento de
glicogénio, assim como o treinamento promove aumento das reservas de glicogénto, €
importante verificar se a metformina interfere nas reservas metabolicas de ratos

normoglicémicos sedentérios e treinados.
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MATERIAIS E METODOS

ANIMAIS

Utilizamos ratos machos, albinos, Wistar com idade de 3 meses,

fornecidos pelo Centro de Bioterismo, da UNICAMP. Os ratos foram mantidos no

Biotério do Departamento de Fisiologia e Biofisica durante duas semanas para

adaptagdo, sendo alimentados com rac¢do (Purina para roedores) e agua “ad libitum”

em ciclo fotoperiddico de 12 h claro e 12 h escuro, a 22 4 2°C.

Os ratos foram distribuidos em oito grupos, a saber:

L
2.

Controle (C) - ratos sedentarios;

Controle Metformina (CM) - ratos sedentarios tratados com metformina,
Treinado (T) — ratos sedentarios que foram treinados em 12 sessdes de
natagdo e mantidos em repouso (40-48 horas) antes do sacrificio;

Treinado Metformina (TM) - ratos sedentarios que foram treinados em 12
sessdes de natacdo, tratados com metformina e mantidos em repouso (40-48
horas) antes do sacrificio;

Natacdo (N) - ratos sedentarios, que foram submetidos a uma Unica sessao
de 50 minutos de natagdo (sem carga) antes do sacrificio;

Nata¢dio Metformina (NM) - ratos sedentarios tratados com metformina,
que foram submetidos a uma tinica sessdio de 50 minutos de natagde (sem
carga) antes do sacrificio;

Treinado Natagdo (TN) - ratos sedentarios treinados, que foram treinados
em 12 sessdes de nata¢do e submetidos a uma sessdo de SO minutos de
natagdo (sem carga) antes do sacrificio;

Treinado Nata¢io Metformina (TNM) - ratos sedentarios que foram
treinados em 12 sessdes de natagio, tratados com metformina, e submetidos

a uma sessio de 50 minutos de nata¢io (sem carga) antes do sacrificio,

Os ratos sedentarios tratados receberam metformina (5,6 pg.ml™, concentracdo

final) na dgua de beber durante o periodo de 15 dias antes do sacrificio. Os ratos dos

Grupos Treinado Metformina e Treinado Natagdo Metformina receberam o tratamento
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na agua de beber a partir do primeiro dia de treinamento, continuado durante todo

periodo experimental (exceto durante periodo de adaptagao).

EXERCICIO FiSICO E ESQUEMA DE TREINAMENTO

Ratos constituem um bom modelo para a observagdo da maioria dos efeitos
metabolicos produzidos pelo treinamento. A natagdo € um exercicio extenuante para
ratos ndo treinados, requerendo elevado consumo de energia, mais alto que o
requerido pelos treinados. A resposta neuro-endocrina e, consequentemente, a
metabolica desencadeada por apenas uma sessdo de 50 min caracteriza-se como um
modelo de estresse em ratos (OSTMAN-SMITH, 1979; VAN DIJK et. al., 1994).

Os ratos dos grupos treinados nadaram em um tanque (95 x 50 x 50 cm)
contendo agua a 30° + 2°C como demostrado na figura abaixo. Precedendo o periodo
de treinamento houve um periodo de adaptagdo, iniciando-se com uma sessdao de 10
minutos, € aumentando-se 10 minutos de duragdo até completar 50 minutos. As
sessOes de natacdo foram realizadas a tarde, 3 vezes por semana, totalizando 12
sessOoes Da quarta até a sexta sessdo de treinamento, cada rato nadou com um peso
equivalente a 3% do peso corporal, da sétima até a nona sessdo o peso correspondeu a
4% do peso corporal e da decima até o final, com 5% do peso corporal.

Ao final dos procedimentos experimentais, os ratos treinados (TN e TNM) e
sedentarios (SN e SNM) foram colocados para nadar durante 50 minutos sem adigdo

de peso, sob as mesmas condigdes acima. Uma hora antes de nadar, o acesso dos ratos

ao alimento foi impedido.
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AMOSTRAGEM

Para obtencdo das amostras, os ratos foram mantidos sob anestesia com
pentobarbital sddico (40mg kg™ de peso corporal). Apds 30 minutos, o sangue foi
coletado em seringas heparinizadas e o plasma separado por centrifuga¢do.
Imediatamente apos, amostras de figado (500 mg), dos musculos séleo, gastrocnémio
e ventriculo (aproximadamente 200 mg) também foram colhidas e imediatamente

processadas.

EXTRACAO E DETERMINACAO DO GLICOGENIO

As amostras de figado e dos musculo foram digeridas em KOH 30% a quente ¢
o glicogénio precipitado a partir da passagem por etanocl a quente. Entre duas etapas
de precipitagio a amostra foi centrifugada (3000 rpm durante 15 min). O glicogénio
obtido foi submetido a hidrélise acida na presenga de fenol, de acordo com o método
de LO et al.. (1970). A concentragio de glicogénio (mg.100 mg” de peso umido) foi

determinada pela leitura da absorbancia a 490 nm em espectrofotometro.

DETERMINACAO DA GLICEMIA

A glicemia foi determinada através de kits laboratoriais (LABORLAB) pelo
método da glicose oxidase (TRINDER, 1969).

ANALISE ESTATISTICA

A avaliagio estatistica dos dados for feita através da analise da varidncia

seguida do teste de TUKEY. O nivel critico de significincia de 5% foi adotado.
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RESULTADOS

GLICEMIA

A figura 1 ¢ tabelas | e 2, mostram a concentragdo glicémica dos grupos
Sedentarios (controle), Sedentano Metformina, Treinado Repouso, Treinado Repouso
Metformina, Natagfo, Natagio Metformina, Treinado e Treinado Metformina. Em
repouso, a glicemia dos grupos sedentarios ndo foram significativamente diferentes.
Em treinados mantidos em repouso, ocorreu redugiio de 54,7% (TR = P<0,001) e 90%
(TRM = P<0,001). Apds o exercicio agudo, os grupos que nadaram aumentaram a
glicemia, em 113% (N = P<0,001) ¢ 48% (NM = P<0,004), em relagio aos grupos
Sedentario e Sedentario Metformina respectivamente. No Grupo Natagio Metformina,
houve redugio de 38% (P<0,001) dos niveis de glicose comparado ac Grupo Natagio.
Em treinados, a glicemia ndo foi diferente dos grupos sedentarios que nadaram
(P>0,1). Porém, o Grupo Treinado Metformina, apresentou uma reducio de 44%

(P<0,01) em relagdo ao Grupo Treinado.

GLICOGENIO HEPATICO

A figura 2 e tabela 3, mostram a concentragéo de glicogénio dos animais dos
grupos Sedentarios (controle), Treinado em Repouso, Natacdo, e Tremado tratados ou
nao com metformina. Em repouso, as reservas de glicogénio dos animais do grupo
Sedentaric Metformina foram maiores do que a do grupo Sedentaric (controle)
(P<0,001), demonstrando um quadro semelhante ac do Grupo Treinado Repouso
Metformina (P<0,004) e Treinado Repouso (P<001). Apos 50 minutos de exercicio
agudo, as reservas de glicogénio hepatico foram reduzidas em relagdo aos grupos
mantidos em repouso; no entanto, o Grupo Natagio Metformina, obteve menor
diminui¢iio em seus depositos quando comparado ao Grupo Natagdo (P<0,001). Nos
grupos treinados a reducdo de glicogénio foi menor do que nos grupos sedentarios
submetidos ao exercicio agudo (P<0,001). Quando comparados ambos os grupos

treinados, ndo houve diferenca significativa.
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GLICOGENIO NO MUSCULO SOLEO

A figura 3 e tabela 3, mostram o glicogénio do misculo sdleo dos animais dos
grupos Sedentarios (controle), Treinado em Repouso, Natagdo, e Treinado tratados ou
ndo com metformina. O conteudo de glicogénio dos animais do Grupo Sedentario
Metformina, foi maior (P<0,007) do que no Grupo Controle. Nos grupos treinado
mantidos em repouso, o conteudo de glicogénio foi maior do que nos grupos
sedentarios (P<0,007). Apos o exercicio agudo, as reservas de glicogénio dos grupos
sedentarios foram reduzidas em relagio ao estado de repouso. Porém, o Grupo
Natagdo Metformina teve menor reduglio (P<0,01) das reservas de glicogénio do que
no Grupo Natagfio. Os grupos treinados também apresentaram menor redugdo das
reservas de glicogénio (P<0,01) quando comparados ao grupos sedentarios submetidos
ao exercicio agudo. Nos grupos treinados mantidos em repouso antes do sacrificio nio
apresentaram diferencas entre as medias. Todavia, o Grupo Treinado Metformina, teve

menor redugdo de glicogénio (50%, P<0,03) do que no Grupo Treinado.

GLICOGENIO NO MUSCULO GASTROCNEMIO

A figura 4 e tabela 3, mostram o glicogénic do musculo gastrocnémio dos
grupos Sedentarios (controle), Treinado em Repouso, Natagao, e Treinado tratados ou
nio com metformina. Nio houve diferenca significativa no contedido de glicogénio
entre os grupos sedentarios (controle). Os grupos treinados mantidos em repouso
apresentaram maior reserva de glicogénio (P<0,003) em relagfio aos grupos
sedentarios. Apos o exereicio agudo, 0s grupos que nadaram, apresentaram redugéo de
glicogénio em relagdo ao estado de repouso, porém néo houve diferenga significativa
entre 0s grupos sedentarios que nadaram (P>0,1). A redugio foi mais acentuada no
grupos sedentarios submetidos ao exercicio agudo do que nos grupos treinados. Nos

grupos treinados, as médias ndo foram significativamente diferentes entre si (P>0,1).

GLICOGENIO NO VENTRICULO

A figura 5 e tabela 3, mostram o glicogénio do ventriculo dos grupos

Sedentarios (controle), Sedentario Metformina, Treinade Repouso, Treinado Repouso
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Metformina, Natagdo, Natacdo Metformina, Treinado e Treinado Metformina. No
Grupo Sedentario (controle) o conteudo de glicogénio do musculo cardiaco ndo foi
diferente do Grupo Sedentario Metformina, Os grupos treinados mantidos em repouso
antes do sacrificio apresentaram aumento das reservas de glicogénio deste musculo
(P<0,002). Apos o exercicio, 0 Grupo Natagio néo foi diferente do Grupo Sedentario
(controle), porém, o musculo cardiaco do grupo Natagdo Metformina sofreu deplegio
de 50% (P<0,002) de sua reserva de glicogénio em relagiio ao grupo Natagio. Em
treinados, a deplegdo foi menor do que nos grupos sedentarios que nadaram antes do
sacrificio (P<0,001). Nos grupos treinados submetidos ao exercicio agudo, ao

contrario dos sedentarios, ndo apresentaram diferengas entre as médias.
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TABELA 1: EFEITOS DO TRATAMENTO COM METFORMINA (5,6 uGML™)
SOBRE A CONCENTRACAO PLASMATICA DE GLICOSE, EM RATOS
SEDENTARIOS E TREINADOS QUE NAO NADARAM ANTES DA MORTE

Os valores representam as médias + o desvio padrdo da média (E.P.M), n=5.

CONTROLE  TREINADO TREINADO
CONTROLE METFORMINA
METFORMIN REPOUSO
N REPOUSO
GLICEMIA
| 118,83 +£28  123.72+3.15 76,81 +7.96 65.03 + 5.23
mg.

TABELA 2: EFEITOS DO TRATAMENTO COM METFORMINA (5,6 uG.ML™)
SOBRE A CONCENTRACAO PLASMATICA DE GLICOSE, ACIDOS GRAXOS
LIVRES (AGL) E TRIGLICERIDEOS (T.A.G.) EM RATOS SEDENTARIOS E
TREINADOS SUBMETIDOS A UMA SESSAQO DE NATACAO ANTES DA
MORTE.

Os valores representam as médias + o desvio padrio da média (E.P.M), n=5.

i NATACAOQ TREINADO
NATACAO TREINADO
METFORMINA METFORMINA
GLICEMIA
25324 +4,61  18326%337  270,87£1028 188,3 + 25,9

mg.dl
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TABELA 3: EFEITOS DO TRATAMENTO COM METFORMINA (5,6 pG.ML™)
SOBRE A CONCENTRACAO DE GLICOGENIO NO FIGADO, MUSCULOS
SOLEO, GASTROCNEMIO E VENTRICULO EM RATOS SEDENTARIOS E
TREINADOS SUBMETIDOS A UMA SESSAQ DE NATACAO ANTES DA

MORTE.

Os valores representam as médias + o desvio padréo da média (E.P.M), n=5.

ﬁ - > L) r
GLICOGENIO  pigano SOLEO  GASTROCNEMIO VENTRICULO
{mg/100mg)
CONTROLE ~ 385+03  025+0006 030005 0,15 + 0,01
CONTROLE 517,003  034+00] 0,38 +0,02 0,15 +0,01
METFORMINA
TREINADO 5,53 +0,03 0,74 + 0,2 0,69 £ 0,01 0,394£0,11
REPOUSO
TREINADO
REPOUSO 6,12+0,26 0,743+ 03 0,76 £0,1 0,59 +0,09
METFORMINA
NATACAO 1,00£0,04  0,14+0,02 0,18 £ 0,03 0,12 £ 0,01
NATACAO 267401 0224002 0,24 + 0,02 0,06 £ 0,01
METFORMINA
TREINADO 599107 0244004 0,53 £ 0,09 0,31 +0,03
NATACAO
TREINADO
METFORMINA  5,56+0,9  0,35+0,03 0,45 0,11 0,28 £0,02

NATACAO




FIGURA 6.1: EFEITOS DO TRATAMENTO COM METFORMINA EM RATOS
SEDENTARIOS E TREINADOS MANTIDOS EM REPOUSO E SUBMETIDOS A
UMA SESSAO DE NATACAO ANTES DA MORTE. Os valores representam as
medias + E.P. M, n=5. *P<0,05 entre sedentarios, # P<0.05 entre os grupos natagao e

% P<0,05 entre treinados.
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FIGURA 6.2: EFEITOS DO TRATAMENTO COM METFORMINA EM RATOS
SEDENTARIOS E TREINADOS MANTIDOS EM REPOUSO E SUBMETIDOS A
UMA SESSAO DE NATACAO ANTES DA MORTE. Os valores representam as
médias £ EP.M, n. =5. ¥P<0,05 entre sedentarios, # P<0.05 entre os grupos natagéo e

% P<0.05 entre treinados.

GLICOGENIO HEPATICO (mg/100mg)

)
6 i . J
5 i -
44 1
]
3
o S
i
"C CM TR TRM N NM T TM
e Controle
@ Controle Metformina
[ Treinado Repouso
Tremado Repouso Metformina
W Natacio
mmm Natagdo Metformina
I Treinado Natagao
-

Tremado Natacdo Metformina



FIGURA 6.3: EFEITOS DO TRATAMENTO COM METFORMINA EM RATOS
SEDENTARIOS E TREINADOS MANTIDOS EM REPOUSO E SUBMETIDOS A
UMA SESSAO DE NATACAO ANTES DA MORTE. Os valores representam as
medias + E.P.M, n. =5. *P<0,05 entre sedentarios, # P<0,05 entre os grupos natagdo e

# P<0,05 entre treinados
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FIGURA 6.4: EFEITOS DO TRATAMENTO COM METFORMINA EM RATOS
SEDENTARIOS E TREINADOS MANTIDOS EM REPOUSO E SUBMETIDOS A
UMA SESSAO DE NATACAO ANTES DA MORTE. Os valores representam as
medias £ E.P.M, n. =5. Nao ha diferengas significativas entre os grupos tratados com

metformina.
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FIGURA 6.5: EFEITOS DO TRATAMENTO COM METFORMINA EM RATOS
SEDENTARIOS E TREINADOS MANTIDOS EM REPOUSO E SUBMETIDOS A
UMA SESSAO DE NATACAO ANTES DA MORTE. Os valores representam as
meédias + E P.M, n. =5, ¥*P<0,05 entre sedentarios. # P<0,05 entre os grupos natagao e

# P<0.05 entre treinados.
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DISCUSSAO

A resposta hormonal ao exercicio caracteriza-se pela reducdo da insulinemia e
pelo aumento na concentragdo dos horménios glicogenoliticos.

A glicdlise e a glicogendlise fornecem energia para sustentar a contragdo
durante apenas segundos ou poucos minutos. Em exercicios prolongados, a
glicogendlise muscular prové parte do combustivel para o trabalho muscular.
Dependendo da intensidade do exercicio e da duragio, o glicogénio muscular pode ser
quase depletado nos muisculos envolvidos, prejudicando o desenvolvimento da
atividade. Em complemento a utilizagio das reservas musculares, a glicogendlise
hepatica supre o sangue com glicose suficiente para manter o trabalho muscular e para
outros Orgdos, como o cérebro, que requer em niveis de glicose sangiiinea mais
estaveis. A deplecio das reservas de glicogénio hepatico e musculares tem sido
associados a exaustdio que ocorre em exercicios prolongados ou intensos (revisio em
BROOKS, FAHEY, 1985, HOLLOSZY, KOHRT, 1996, GUDERSON et al., 1996).

A participagdo dos nutrientes supridos pelo sangue aumenta com o aumento da
dura¢do do exercicio. O desencadeamento e a manuten¢fio do exercicio requerem a
participagéio do figado para a manutenc¢io da homeostasta glicémica em decorréncia da
integra¢do neuro enddcrina provocada pela atividade fisica (YAMAGUSHI, 1992).

As respostas neuro-enddcrinas e, consequentemente, metabolicas causado pelo
exercicio fisico agudo (sessfio de 50 minutos de natagiio), € caracteristica do estresse
em ratos que nunca nadaram (OSTMAN-SMITH, 1979; VAN DIK et al., 1994).
Neste estudo, verificamos que o estresse provocado pela natagdo em ratos (Grupo
Natagdo) aumentou a glicemia (P<0,001) e reduziu grandemente o contetido de
glicogénio no figado e nos musculos soleo e gastrocnémio.

Na musculatura esquelética, o transporte de glicose ¢ regulado pela insulina,
pela atividade metabolica e pela atividade contratil (KLIP, PAQUET, 1990). Inumeros
trabalhos indicam que 70 a 85% da glicose captada pelo musculo provavelmente ¢
reservada na forma de glicogénic (BROOKS, FAHEY, 1985).

Homens e ratos treinados utilizam seus estoques de glicogénio no figado e nos
musculos em menor intensidade do que os sedentarios durante o exercicio. Isto se deve

ao aumento de resisténcia obtida durante o treinamento apropriado € ¢ mediado,
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parcialmente, pelo aumento da capacidade de adaptagdo muscular ao exercicio para
oxidar maior quantidade de Aacidos graxos (HOLLOSZY, BOOTH, 1976), e
proporcionalmente, menos carboidratos. Nos animais treinados, a fosfofrutoquinase,
necessaria para a regulacio da glicolise, esta aumentada, bem como sua atividade. Por
outro lado, a entrada de glicose na ¢élula muscular aumenta, assim como a entrada de
glicose para a wvia glicolitica, durante o exercicio, em virtude do aumento da
hexoquinase nos musculos (BROOKS, FAHEY, 1985). O treinamento também
contribuiu para o aumento nas reservas de glicogénio. Diferentemente dos animais
sedentarios submetidos ao exercicio uma Unica vez, o exercicio agudo ndo constituiu
um estresse. Nos ratos treinados, cujas as amostras foram obtidas logo apds o
exercicio, a concentracio de glicogénio foi maior do que nos sedentarios que nadaram
uma unica vez (Grupo Natagdo). Houve aumento significativo no conteiido de
glicogénio hepatico e dos musculos soleo, gastrocnémio e ventriculo.

O metabolismo pode ser afetado por medicamentos, causando mudangas no
armazenamento e na mobilizagdo das fontes energéticas durante o exercicio
(LATHELLA, GACHALYI EKSYMA, 1986; DA SILVA, GONCAVES, 1997). Em
tais casos, a resisténcia durante o exercicio e, consequentemente, o desempenho,
podem ser modificados. O anti-hiperglicemiante cral, metformina potencializa a a¢io
da insulina (BAILEY, 1993) e favorece a sintese de glicogénio no figado, inclusive em
ratos diabéticos por aloxana (DA SILVA, GONCAVES, 1994). Além disso, diminui a
liberacio hepatica de glicose, reduz a absorg¢do intestinal de glicose pelos tecidos
sensiveis ou ndo a insulina (BAILEY, 1993; BAILEY, PUAH,1986). Quando ratos
sedentarios foram tratados com metformina, o conteudo de glicogénio hepatico e no
musculo sdleo aumentaram, confirmando observagSes anteriores. Esses aumentos
foram, provavelmente, devidos a a¢do da metformina a nivel posterior a ligaciio da
insulina a seu receptor, potencializando a captacdo de glicose e a sintese de glicogénio.
(PRAGER, SCHERTHANER, GRAF, 1986; KLIP et al, 1992, BAILEY, 1993;
BAILEY, PUAH, 1986).

Nos grupos submetidos ao exercicio estressante, a redugfo de glicogénio
hepatico ¢ do musculo soleo foi menor no grupo tratado com metformina, mostrando
que as reservas foram mobilizadas em menor intensidade que a observada no grupo
nio tratado submetido 3 mesma condigdo. Contrapondo-se a estes resultados, no

ventriculo de ratos, o tratamento com metformina diminuiu as reservas de glicogénio



nos ratos exercitados, ndo afetando o conteGdo nos animais controles, que nio
nadaram antes da coleta da amostra (P>0,05). A diminuiciio de glicogénio no
ventriculo, pode ter ocorrido, devido 3 metformina inibir a lipolise (WU et al., 1990;
RICCIO et al., 1991), e os acidos graxos livres, serem o principal combustivel do
musculo cardiaco. Sua diminuigiio provocou aumento no consumo de glicogénio deste
musculo,

Em grupos treinados em repouso, o tratamento produziu diferenga significativa
na concentracdo de glicogénio apenas no musculo cardiaco, apresentando um aumento
de 51% no grupo Treinado Metformina, provavelmente pela recuperagio dos acidos
graxos hvres pelo treinamento. No Grupo Treinado Metformina, o conteudo de
glicogénio do musculo cardiaco, ndo foi diferente do Grupo Treinado, provavelmente
pela recuperaciio dos acidos graxos livies pelo treinamento. No entanto, em ratos
ireinados, mortos apos a ultima sessdo de natagio, apenas o musculo soleo foi
diferente, com um aumenio de 50% no grupo Treinado Metformina, conforme
verificado na tabela 3 e figuras 2, 3, 4 e 5, mostrando uma provavel protegdo pelo

tratamento a este musculo.



2 8. CONCLUSAO
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CONCLUSAO

O tratamento com metformina aumentou as reservas de glicogénio hepatico e
muscular em ratos sedentarios. Nos ratos treinados e treinados tratados, mantidos em
repouso ou ndo antes da morte, houve aumento de glicogénio hepéatico e muscular.
Apos o exercicio, as concentragdes de glicogénio hepatico e muscular foram maiores
do que no grupo Natagido. Nos grupos treinados tratados, o musculo soleo de ratos

submetidos ao exercicio, foi protegido da deple¢io de glicogénio.
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