y - UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u nesp w “JULIO DE MESQUITA FILHO” -.
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS - RIO CLARO s

iy &
i ¥
Us pe o &

unasp

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA MOTRICIDADE
AREA DE BIODINAMICA DA MOTRICIDADE HUMANA

METABOLISMO GLICIDICO EM RATOS
SUBMETIDOS A IMOBILIZACAO POR
DESNERVACAO DO MUSCULO
ESQUELETICO.

WILTON MARLINDO SANTANA NUNES

Tese apresentada ao Instituto de
Biociéncia do Campus de Rio Claro,
Universidade  Estadual Paulista,
como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Doutor em
Ciéncias da Motricidade (Area de
Biodinamica da Motricidade
Humana).

Abril - 2005



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



METABOLISMO GLICIDICO EM RATOS SUBMETIDOS A IMOBILIZACAO
POR DESNERVACAO DO MUSCULO ESQUELETICO.

WILTON MARLINDO SANTANA NUNES

Tese apresentada ao Instituto de
Biociéncias do Campus de Rio Claro,
Universidade Estadual Paulista, como
parte dos requisitos para obtencao do
titulo de Doutor em Ciéncias da
Motricidade (Area de Biodindmica da

Motricidade Humana).

RIO CLARO
Estado de Sdo Paulo - Brasil
Abril - 2005



METABOLISMO GLICIDICO EM RATOS SUBMETIDOS A IMOBILIZACAO
POR DESNERVACAO DO MUSCULO ESQUELETICO.

WILTON MARLINDO SANTANA NUNES

Orientadora: Prof2 Dr2 Maria Alice

Rostom de Mello

Tese apresentada ao Instituto de
Biociéncias do Campus de Rio Claro,
Universidade Estadual Paulista, como
parte dos requisitos para obtencdo do
titulo de Doutor em Ciéncias da
Motricidade (Area de Biodinamica da

Motricidade Humana).

RIO CLARO
Estado de Sdo Paulo
Abril - 2005



DEDICATORIA

A Deus pelo imenso amor.

A minha Mée Maria Cassimira Santana Nunes pela educacgéo na verdade
e pelas oracoes.

A esposa Silvana Furlan Nunes pelo grande amor e compreensao e apoio
nas horas mais dificeis.

As filhas Larissa e Bruna pelos sorrisos e carinho sempre disponivel.

Aos meus irmdos Welington e Rosane Nunes pelo apoio.

Ao amigo Prof. Dr. Carlos Alberto da Silva pelo incentivo e grande

amizade.



AGRADECIMENTOS

A Maria Alice R. de Mello pela paciéncia, dedicagdo incomum e presteza
em sempre me ajudar com carinho e disposicao.

A Soni Alves Furlan, Helio Furlan, Eliana Furlan e Tatiana Furlan pelo
carinho e cuidado para com as minhas filhas.

Aos Teécnicos do laboratdrio Clarice Y. Sibuya, José Roberto R. da Silva
e Eduardo Custodio pela amizade, paciéncia e exatiddo no executar das técnicas.

A Prof2 Dr2 Angelina pelo carinho e atencao.

A Prof? Lilian pelo auxilio e orientacdo como coordenagio da pos.

Aos Colegas de orientacdo (Camilinha, Chicéo, Fabricio, Falvia) e todos
aqueles que de alguma forma colaboraram na realizacdo desse trabalho.

Ao Prof. Dr. Antonio Carlos Boschero pelo exemplo de dedicacao e

carinho e por ceder o laboratorio de metabolismo do IB- UNICAMP.



RESUMO
Este estudo visou analisar o metabolismo da glicose no musculo soleo de ratos
submetidos a desnervacdo bem como a resposta do animal como um todo a insulina
exogena e ao exercicio. Os animais foram tratados de acordo com o Guide for care use
of laboratory animals. (National Research Council, 1996). Para isso foram realizados 3
experimentos. No primeiro, ratos adultos (3 a 5 meses) foram submetidos a seccdo do
nervo isquiatico da pata direita. Observou-se reducdo da captacdo de glicose pelo
musculo soleo isolado da pata desnervada apds 3 e 7 dias mas ndo apds 28 dias em
relacdo a animais controles integros. Ndo houve diferenca apos 3 e 7 dias na captacao de
glicose pelo musculo soleo da pata contralateral em relacdo ao animal controle. Houve
aumento da captacdo de glicose na pata contralateral 28 dias ap0s a desnervacao.
Verificou-se que ap6s 28 dias de desnervagdo, ndo houve reinervacdo do nervo
isquiatico. A taxa de remocao da glicose em resposta a insulina exdgena apos 28 dias de
desnervacao foi superior a de animais controle integros e aquela observada apos 3 e 7
dias de desnervacdo. No segundo, ratos nas mesmas condicdes, apds 48 h de
desnervacao iniciaram programa de natacdo 1lh/dia, 5dias/semana, durante 28 dias.
Ratos desnervados submetidos ao exercicio mostraram maior taxa de remocdo da
glicose sangiiinea em resposta a insulina exdgena comparados aos sedentarios e a
animais controle integros. O exercicio elevou a captacdo e a oxidacdo da glicose pelo
musculo contralateral e pelo desnervado assim como pelo muasculo de animais controles
integros. Esses resultados sugerem que alteracfes restritas do metabolismo glicidico
muscular influenciam a homeostase glicémica do animal. Além disso, o exercicio
melhora o aporte e a utilizacdo da glicose no musculo desnervado. No terceiro, ratos

adultos nas mesmas condic¢des, do primeiro estudo, tiveram avaliada a secrecdo de
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insulina por ilhotas pancreaticas isoladas e incubadas em presenca de concentracfes
crescentes de glicose (2,8; 5,6; 8,3; e 16,7 mM). Houve aumento na secrecao da insulina
nas concentracOes de glicose de 8,3 e 16,7 mM apds 28 dias de desnervagdo em relacdo
as mesmas concentragdes do grupo controle integro. Esses resultados indicam aumento
de sensibilidade das ilhotas com concentracdes altas de glicose, o que pode ser util na
presenca da homeostase glicémica. O conjunto dos resultados dos 3 estudos sugere que
a imobilizacéo por desnervacdo interfere ndo sé no metabolismo da glicose no masculo
esquelético desnervado como também em outros tecidos. Os mecanismos dessa

interacd@o precisam, ainda, ser investigados.

Palavras — chaves: Desnervacdo, Metabolismo Glicidico e Musculo Esquelético.
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1. INTRODUCAO

A contracdo muscular € um mecanismo fisioldgico fundamental para o
ser humano, onde se faz necessaria a busca de substratos energéticos que sao
importantes para a sua propria existéncia. Sabe-se que a glicose é o principal substrato
energético para 0 organismo e por isso, tem-se estudado exaustivamente o seu
comportamento nas varias situacfes metabdlicas. Nos dias de hoje situacdes como,
fraturas de membros superiores ou inferiores, sec¢do neuronal periférica e entorses de
qualquer natureza provenientes de acidentes, tanto na prética desportiva, lazer ou
profissional, levam o individuo a permanecer por varios dias em uma situacdo de
imobilidade tanto total quanto parcial. Esta situacdo traz uma série de implicacdes
metabdlicas e estruturais na musculatura esquelética no local onde se fez necesséario a
imobilizacao.

Sabe-se que a imobilizagcdo do tecido muscular por desnervagdo causa
inimeras alteracdes locais na musculatura onde a captacdo de glicose é diminuida,
como também a sintese de glicogénio, a sensibilidade a insulina, a atividade das vias
reguladoras do metabolismo da glicose e da expressdo génica dos transportadores de
glicose (GLUT-4) desencadeando o processo de hipotrofia (CODERRE et al., 1992;

HENRIKSEN et al., 1991).
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Por outro lado, faltam informacdes na literatura sobre em que alteragdes
locais, decorrentes da imobilizacdo por desnervacdo, poderiam influenciar o organismo
como um todo.

Sabe-se que os tecidos muscular e adiposo sao os dois principais sitios de
acao hipoglicemiante da insulina e que esses dois tecidos juntos compde quase 65% de
todo o peso corporal (GUYTON e HALL, 2002). Dessa forma qualquer alteracdo na
sensibilidade e/ou responsividade desses tecidos ao horménio, pode causar
comprometimento da homeostase glicémica. A despeito da importancia do problema,
poucos estudos abordam em conjunto os efeitos sistémicos e locais da desnervacdo do

musculo esquelético sobre a homeostasia glicémica.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Secrecao de insulina

A secrecdo de insulina pelas células B pancredtica € um processo
complexo que envolve eventos intracelulares ndo totalmente conhecidos (CARPINELLI
et al., 1996).

O estimulo fisioldgico mais importante para a secre¢do de insulina € a
concentracdo de glicose circulante. A modulacdo de secrecdo de insulina desempenha
papel central na manutencdo das concentracdes de glicose, sob condigdes fisiologicas. O
controle da secrecdo de insulina em diferentes situagdes € resultado da interacéo
substrato/hormonio, que atinge as ilhotas pela circulacdo e das influéncias neurais
através de fibras nervosas autonémicas que nelas terminam (HOELZER et al., 1986;
SHILO et al., 1990; FADDA et al., 1990). Entre os produtos do metabolismo da glicose
nas células 3, a razdo ATP/ADP é o fator mais importante para ativar a secrecdo de
insulina (TARASOV et al., 2004). O ATP liga ao canal de potassio (canal de K- ATP)
e provoca a despolarizagdo da membrana das células  (ASHCROFT et al., 1984,
STRAUB & SHARP, 2002; TARASOQV et al., 2004). Esta despolariza¢do induz a

abertura do canal de célcio voltagem-sensivel, aumentando a captacéo e a concentracdo
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de célcio intracelular (DEVIS et al.,, 1994; GRODSKY & BENNETT, 1966;
HELLMAN et al., 1971). A concentracdo citosélica aumentada do ion célcio ativa a
subsequiente extrusdo do conteido granular para o liquido intersticial. O canal de K-
ATP-dependente exerce papel fundamental em manter o potencial de repouso da célula
B. Na Célula Beta pancredtica, além da glicose, outros secretagogos como gliceraldeido,
leucina, metabolitos intermediérios do ciclo de Krebs, entre outras substancias,
estimulam a secrecdo da insulina (BOSCHERO & MALAISSE, 1979; ASCHCROFT,
1980; ASCHCROFT, 1988).

O processo de secre¢do da insulina por modulagédo colinérgica, envolve a
hidrolise da fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP;) com conseqiiente formacdo de
inositol-trifosfato (IP3) e de diacilglicerol (DAG) (BEST & MALAISSE, 1983;
MATHIAS et al., 1993). O IP; provoca extrusdo do célcio do reticulo endoplasmatico e
DAG ativa a proteina quinase C, a qual provoca a abertura do canal de calcio voltagem-
sensivel (DUTTAROQY et al., 2004). Desse modo, ambos mecanismos descritos acima,
aumentam potencialmente a concentragdo ibnica de célcio intracelular. No entanto,
varios outros mecanismos desempenham papéis no processo de secre¢do de insulina
induzida pela glicose (GEMBAL et al., 1992), tais como o sistema de ativacdo
calmodulina e AMP (VALVERDE et al., 1979; CARPINELLI & MALAISSE, 1980).

Nossos habitos e comportamento tém efeito modulador no processo de
secrecdo de insulina, justificando, assim que neurotransmissores e hormonios também
controlem a secrecdo de insulina. Fatores neurais estdo envolvidos na regulagédo
imediata ou direta da secrecdo da insulina (CARPINELLI et al., 1996). As
catecolaminas e a acetilcolina desempenham importante papel modulatério na secrecédo

fisioldgica de insulina pelas ilhotas pancreaticas (MATHIAS et al., 1985). Agentes
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colinérgicos ativam a fosfolipase C, provocando hidrolise do PIP,, formando IP; nas
ilhotas pancreaticas (BEST & MALAISSE, 1983; 1984). Por tal mecanismo, estes
agentes estimulam a secre¢do de insulina e potencializam a resposta a glicose. O efeito
inibitorio da epinefrina sobre a secrecdo de insulina é bem conhecido (MALAISSE et
al.,, 1967; WRIGHT & MALAISSE, 1968; LOUBATIERES et al., 1970), e ocorre
durante condicdes de estresse e exercicio fisico (BRISSON et al., 1971; ZAWALICH et
al., 1979), entre outras. As Catecolaminas inibem a abertura do canal de célcio da
membrana plasmatica durante o processo de secrecdo de insulina induzida pela glicose,
diminuindo as concentragdes ibnicas do calcio intracelular (TAMAGAWA &
HENQUIN, 1983; MATHIAS et al., 1993). Outros neurotransmissores como a dopa e
dopamina também interferem no processo de secrecdo de insulina (STE MARIE &

PALMITER, 2003; AHREN & LUNDQUIST, 1985).

2.2 Acdo Periférica da insulina

O reconhecimento de um horménio normalmente ocorre via receptor que
pode se localizar na membrana plasmatica, no citoplasma ou nucleo. Os receptores sdo
moléculas protéicas grandes, podendo, em alguns locais, como na membrana, conter
carboidratos e radicais fosfolipidicos. Um dado hormonio pode agir por meio de
diferentes moléculas receptoras em células-alvo distintas, inclusive na propria célula
secretora (WHITE & KAHN, 1989).

O receptor de insulina € uma proteina heterotetramérica constituida de
quatro cadeias proteicas, duas subunidades o (135 Kd cada) e duas subunidades  (cada

uma de 95 Kd). As cadeias o parecem ser inteiramente extracelulares e contém sitios de

ligacdo para a insulina. As subunidades [ sdo transmembranais e encontram-se
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envolvidas na sinalizacdo intracelular (KASUCA et al., 1982; ZICK, 1989; WHITE &
KAHN, 1989). As quatro cadeias séo interligadas por pontes dissulfeto (S-S) e contém
grupos de carboidratos na fase externa da célula. Apos o acoplamento da insulina a
cadeia oo do receptor, ocorre a ativacdo da cadeia 3, que passa a apresentar atividade
tirosina-quinase. O receptor se auto-fosforila, introduzindo um grupo fosfato em uma
tirosina na extremidade carboxil-terminal da cadeia . Esta fosforilacdo do receptor
ocasiona a fosforilacdo de outras proteinas intracelulares, gerando reacfes em cascata
que iniciam as diversas acfes da insulina (CHENG et al., 2002; WHITE & KAHN,
1989). Os receptores de insulina sdo afetados por inimeros agentes bioldgicos,
incluindo niveis circulantes de insulina e outros hormonios, concentragdes idnicas e de
metabolitos (PESSIN et al.,1983). A insulina tem um papel fundamental na regulacéo
da secrecdo da insulina através da participacdo autdcrina e paracrina do hormdnio
insulinico (ARAUJO et al., 2002).

O resultado final da acdo da insulina sobre 0 metabolismo culmina em
processos anabolicos, como também a sintese de glicogénio, de lipidios e proteinas; até
acOes anti-catabolicas, inibindo a glicogenolise, a gliconeogénese, a cetogénese, a
lipolise, a protedlise e a saida de aminoacidos da célula (MAKINO et al.,1994). Sabe-se
ainda que a insulina exerce funcdo importante nos mecanismos de captacdo e transporte
de muitos substratos. Entre estes, a glicose € a que possui 0 mecanismo mais bem
estudado. A acdo metabdlica da insulina se inicia com a ligacdo do horménio ao seu
receptor, fosforilacdo dos substratos do receptor da insulina (IRSs), e subsequente
ligacdo da fosfatidilinositol 3-quinase (P13-K) pelo IRSs (WHITE & KAHN,1989).

Estas reacGes promovem a translocacdo de vesiculas que contém

transportadores de glicose (GLUTS), alojadas junto ao reticulo endoplasmatico, em
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direcdo a membrana plasmatica. Em seguida, procede-se a exocitose destes para a
membrana e, subseqguientemente, ocorre 0 processo de captacéo de glicose (SALTIEL &
KAHN, 2001).

No tecido muscular, sdo encontradas duas isoformas de transportadores
denominados GLUT 1 e GLUT 4. Neste tecido, 0 nimero de transportadores parece
diferir quanto ao tipo de fibra, sendo encontrados em maior quantidade nas fibras
vermelhas (metabolismo oxidativo) e em menor quantidade nas fibras brancas
( metabolismo anaerobio). Em outras células sensiveis a insulina, como nos hepatdcitos,
expressam-se as isoformas GLUT 1 e GLUT 2, e no tecido adiposo assim como no
tecido muscular, as isoformas GLUT 1 e GLUT 4 ( PESSIN & BELL, 1992; GASTER,

et al., 2000).

2.3 Desnervacao muscular, exercicio e insulina

A dinamica contratil da musculatura esquelética decorre da atividade de
fibras nervosas motoras que ao se interiorizarem no musculo, perdem sua bainha de
mielina e ramificam-se (em ramos terminais), entrando em contanto com a membrana
da fibra muscular esquelética através de placas motoras. O aparato contrétil, para um
perfeito funcionamento, necessita que suas estruturas estejam integras. A perda desta
integridade por qualquer estimulo que promova alteragdes denominadas, lesGes
musculares, torna o funcionamento deste aparato deficitario(HOFMANN, 1987).

O suprimento energético do musculo esquelético decorre da utilizacdo da
glicose e dos acidos graxos como substratos preferenciais. No caso da glicose se faz
através de isoformas de transportadores sensiveis ou ndo a insulina cuja funcdo €

transportar a glicose do espaco extra-celular para o citosol. A regulacéo do processo de
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captacdo de glicose ocorre de maneira multifatorial dependendo da presenca da insulina,
da atividade metabdlica tecidual ou ainda da atividade contréatil das fibras (KLIP &
PAQUET, 1990).

Com o advento da biologia molecular tem-se demonstrado a existéncia
de inumeras familias de transportadores de glicose (GLUT), numeradas segundo a
ordem cronoldgica de publicacdo do sequenciamento do DNA. No tecido muscular
predominantemente encontramos o GLUT4, que na condicdo de repouso Se encontra
inserido em um sistema vesicular interno na celula, ndo contribuindo para a captacéo de
glicose. Na presenca de insulina, observa-se um rapido e reversivel aumento na
atividade transportadora de glicose, resultante primeiramente da translocacdo de GLUT
4 do “pool” latente para a membrana plasméatica (BURANT et al, 1991).

O sequenciamento do DNA, que codifica a replicacdo do transportador
de glicose insulina sensivel GLUT 4, mostrou 96% de identidade entre as seqiiéncias
observadas no homem, rato e camundongo. Esta hegemonia mostra que resultados
experimentais observados em ratos sdo plausiveis de se observar também em humanos
(BURANT et al, 1991).

No mdsculo, a insulina promove a translocacdo de transportadores de
glicose tipo 4 (GLUT4) para a membrana, elevando a captacdo de glicose que pode ser
oxidada e liberada na forma de lactato, alanina ou piruvato, ou direcionada para
formacdo de glicogénio que € composto de 70 a 85 % da glicose captada em repouso
(KELEY et al., 1990). Por outro lado, tem-se sugerido a existéncia de uma populacao de
GLUT 4 insensivel a insulina, que é translocada devido a mudancas no perfil contrétil

das fibras musculares (HENRIKSEN et al., 1991; SUAREZ et al., 2001).
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O conteudo de glicogénio nos masculos esta relacionado diretamente a
capacidade aerobia ou a capacidade de endurance do organismo, de forma que as
alteragdes no perfil enzimatico, das mitocondrias e das reservas glicogénicas sao 0s
responsaveis pela eficiéncia do trabalho muscular (TAYLOR, 1991).

KLIP & PAQUET (1990), propuseram que a captagdo de glicose
estimulada pela elevacdo no padrdo contréatil varia, dependendo de fatores como, por
exemplo, a espécie estudada, o tipo de fibra muscular ou o padrdo metabolico vigente da
fibra. Neste contexto, musculos de humanos que sdo mais sensiveis a insulina
responderiam de forma diferenciada dos musculos de ratos (ANDERSEN et al., 1993;
SARABIA et al.1992).

A diferenca na capacidade de transportar glicose entre os tipos de fibras
musculares, tem sido atribuida ao maior nimero de GLUT 4 presente na musculatura
vermelha, quando comparada a musculatura branca (GOODYEAR et al., 1991; PLOUG
et al., 1987; RICHARDSON et al., 1991). As variacGes na distribuicdo da populacao de
GLUT 4 na membrana da célula muscular esquelética, esta relacionada diretamente a
demanda metabdlica em decorréncia da atividade neuromuscular (GOULD & BELL,
1990).

O musculo esquelético de rato possui 3 tipos distintos de fibras que
exibem diferentes sensibilidade e responsividade a insulina, a saber: tipo | caracterizado
por fibras lentas vermelhas; tipo Ila caracterizado por fibras vermelhas rapidas e tipo Ilb
caracterizado por fibras brancas rapidas. Em condi¢édo de repouso a captacao de glicose
estimulada pela insulina € maior nas fibras tipo | e Ila, que expressam um maior nimero
de transportadores de glicose que as fibras brancas (ARMSTRONG & PHELPS, 1984;

MCDERMOTT etal, 1991; JAMES et al, 1985).
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Diversos estudiosos avaliaram as interacbes entre a inervacdo e a
homeostasia energética do tecido muscular; neste aspecto, estudos da integracao entre o
nervo frénico e o diafragma, “in vivo” e “in vitro”, mostraram que ap6s a seccao do
nervo, a captacdo de glicose estimulada pela insulina foi reduzida, comprometendo o
metabolismo glicidico deste tecido (SMITH & LAWRENCE, 1984). Os estudos das
adaptacOes metabdlicas das fibras musculares na atividade fisica mostraram a existéncia
de uma populacdo de GLUT4, externalizada dos reservatorios citosélicos para a
membrana plasmatica, devido a mudanca no status metabolico da fibra, ndo dependendo
da acdo da insulina, o que torna claro alguns tratamentos fisioterapicos, uma vez que
influenciam na manutencdo da homeostasia energética das fibras (JARVINEN et
al.,2005).

O mausculo desnervado é diferente do masculo normal. Clinicamente,
as consequiéncias mais 6bvias de uma interrupcdo completa de inervagdo motora sao:
(1) a perda imediata da atividade voluntéaria e reflexa do muasculo, seguida de (2) uma
atrofia muscular progressiva durante semanas ou meses seguintes. Essas sequelas
clinicas, no entanto, representam somente uma parcela das respostas, uma vez que as
fiboras do musculo desnervado sdo bioquimica, mecéanica, elétrica e
morfologicamente diferentes das fibras do muasculo normal (MAGNUSSON et al.,
2005). Diversos estudos dos efeitos da desnervacao sobre a homeostasia energética
do musculo s6leo tém demonstrado redugdo na sensibilidade a insulina; reducdo na
atividade das vias reguladoras do metabolismo da glicose (LIN et al., 2002), reducéo
na captacdo de glicose, reducdo na expressdo génica dos transportadores GLUT 1 e
GLUT 4 (CODERRE et al., 1992) e reducdo no metabolismo muscular da glicose,

fatores que podem desencadear o processo de hipotrofia (HENRIKSEN et al., 1991,
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MAGNUSSON et al., 2005). Concomitante a desnervacdo da musculatura
esquelética observa-se reducédo na acdo da insulina, fato altamente expressivo a partir
do terceiro dia pos - desnervacdo quando se observa reducdo de 80% nesta

sensibilidade (SMITH & LAWRENCE, 1984).

Por outro lado, constatou-se que o0 aumento na atividade contratil
induzida pelo exercicio fisico favorece a captacdo de glicose pelas fibras musculares
(DOUEN et al., 1990). Isto é explicado pela translocacdo dos transportadores GLUT4
insensiveis a insulina dos reservatorios citosélicos para a membrana aumentando com
isso a captacdo da glicose (GOODYEAR et al., 1992; NEUFER, et al., 1992;
RODNICK et al., 1992). Convém salientar que, a associacdo da insulina com a
atividade contratil, promove um aumento adicional no numero de transportadores de
glicose, efeito mais pronunciado nos musculos ricos em fibras oxidativas do que nos
musculos compostos apenas de fibras glicoliticas (MEGENEY et al., 1992; NESHER et
al., 1985; PLOUG et al., 1987; WALLBERG - HENRIKSSON, 1987; HENRIKSEN et
al., 1990; KERN et al., 1990). Isto sustenta a hipdtese de que diferentes mecanismos
comandam a estimulacdo de transportadores de glicose pelo exercicio e pela insulina.
Realmente, existem evidéncias de que ha dois espacos intracelulares distintos ou
“pocas” de transportadores de glicose no musculo esquelético, um responde ao exercicio
e outro a insulina (GOODEYAR & KAHN, 1998; FRANCH et al., 1999). A contracao
muscular aumenta o transporte de glicose e 0 metabolismo por um mecanismo
independente da insulina (IHLEMANN et al., 1999; RYDER et al., 1999).

O exercicio em humanos resulta em numerosas adaptacdes benéficas no
masculo esquelético, incluindo o aumento na expressdo do GLUT 4. O exercicio

também induz melhora na sensibilidade do musculo para a insulina. Isto é um fenémeno



20
local restrito aos musculos exercitados. Esses efeitos podem durar por varias horas apos
o final do exercicio (GOODYEAR & KAHN, 1998).

Como a contragdo e a insulina estimulam o transporte de glicose por
mecanismos distintos, a via de sinalizacdo para contragdo que estimula o transporte de
glicose e sintese de glicogénio tem provocado grande interesse porque a contragdo
muscular pode estimular o transporte de glicose e a translocacdo de GLUT 4 igualmente

nos masculos resistentes a insulina (FRANCH et al., 1999).
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3. OBJETIVO

O presente estudo teve por objetivo analisar possiveis
alterac6es no metabolismo glicidico muscular decorrente da imobilizacao
e sua implicacdo na homeostase glicémica. Visou ainda avaliar os efeitos

do treinamento fisico sobre tais alteracdes.

Para atingir esse objetivo, foram realizados 3 estudos.

e O primeiro, intitulado “Metabolismo da glicose em ratos submetidos a
desnervacao do musculo esquelético” teve por objetivo analisar os efeitos locais
e sistémicos da imobilizacdo por desnervacdo do musculo esquelético sobre o
metabolismo da glicose em ratos sedentarios. Aceito para publicacdo no
periddico; Brazilian Archives of Biology and Technology — ISSN — 1516-8913.

e O segundo, intitulado “Metabolismo glicidico em ratos submetidos a
desnervacdo do musculo esquelético e ao exercicio de natagdo” visou analisar o
metabolismo da glicose no musculo s6leo de ratos submetidos a desnervagédo
bem como a resposta do animal a insulina exdgena e ao exercicio. Aceito para
publicacdo no periddico; Revista Brasileira de Medicina do Esporte — ISSN -

1517-8692.
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O terceiro, intitulado “Efeito da desnervacdo do muasculo esquelético sobre a
secrecédo de insulina e 0 metabolismo da glicose em ratos” tendo como objetivo
analisar o metabolismo da glicose e a secre¢éo da insulina de ratos desnervado.

Serd submetido a Revista a ser definida.
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4. CAPITULO I

METABOLISMO GLICIDICO EM RATOS SUBMETIDOS A DESNERVACAO DO
MUSCULO ESQUELETICO.

Wilton Marlindo Santana Nunes, Maria Alice Rostom de Mello.

Departamento de Educacdo Fisica, Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual
Paulista UNESP - Rio Claro, SP, Brasil. Brazilian Archives of Biology and

Technology (APENDICE 1)

4.1 RESUMO

Este estudo analisou os efeitos locais e sistémicos da imobilizacdo por
desnervacdo do musculo esquelético sobre o metabolismo glicidico. Em ratos
submetidos a seccao do nervo ciatico da pata direita observou-se reducéo da captacédo de
glicose pelo musculo séleo isolado da pata desnervada apds 3 e 7 mas ndo apos 28 dias
em relacdo a animais controle. Nao houve diferenca ap6s 3 e 7 dias na captacdo de
glicose pelo musculo séleo da pata contralateral intacta em relacdo ao animal controle.
Houve aumento da captacdo de glicose nesta mesma pata 28 dias apds a desnervacao. A
taxa de remocdo da glicose em resposta a insulina exdgena apds 28 dias de desnervacao
foi significantemente superior a dos animais controle e aquelas observadas apés 3 e 7

dias da desnervacdo. Esses resultados sugerem que a imobilizacdo por desnervagédo
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interfere ndo sé no metabolismo da glicose no masculo esquelético envolvido como

também em outros tecidos.

Palavras chaves: Desnervacdo, Metabolismo da glicose, Musculo esquelético.



25

4.2 ABSTRACT

This study analyzed the local and systemic effects of immobilization by
denervation of the skeletal muscle on glucose metabolism. The rats were submitted to
section of the right paw sciatic nerve, a reduction was observed in glucose uptake by the
isolated soleus muscle of the denervated paw after 3 and 7 days, but not after 28 days in
relation to the control animals. There was no difference after 3 and 7 days in glucose
uptake by the soleus muscle of the opposite intact paw in relation to the control animals.
There was increased glucose uptake in this same paw 28 days after denervation. The
rate of glucose removal in response to exogenous insulin after 28 days of denervation
was significantly higher than in control animals and those observed after 3 and 7 days of
denervation. These results suggest that immobilization by denervation interferes not

only in glucose metabolism in the skeletal muscle involved but also in other tissues.

Key Words: Denervation, Glucose metabolism, Skeletal muscle
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4.3 INTRODUCAO

Sabe-se que a glicose é um importante substrato energético para o
organismo e por isso, tem-se estudado exaustivamente o seu comportamento em varias
situacdes fisiologicas e patoldgicas. A resisténcia periférica a insulina caracteriza-se
principalmente pela diminuicdo da captacdo da glicose pela musculatura esquelética
(DOHERTY et al., 1997). A diminuigcdo da captacdo da glicose acha-se associado a
falhas tanto no mecanismo de acoplamento do hormdnio ao seu receptor especifico,
guanto nos eventos pos-receptor (SAAD, 1994).

Desde sua descoberta em 1921, muitos esforgos tém sido dedicados ao
entendimento dos mecanismos de agdo da insulina. Na busca da compreensdo dos
processos que levam a resisténcia a insulina, varios modelos foram propostos nas
ultimas décadas, dentre estes, a desnervacdo do mausculo esquelético. O exato
mecanismo molecular de sinalizacdo intracelular, que é mediado pelo receptor da
insulina e que resulta em diversas respostas biologicas, foi apenas parcialmente
elucidado nesse modelo de desnervacdo (BERTELLI et al., 2003). A interrupcdo do
nervo que supre os musculos esqueléticos resulta no desenvolvimento da resisténcia a
insulina. Isso foi mostrado primeiramente por Buse e Buse em 1959. Assim, a
desnervacao passou a ser um modelo tecido-especifico de resisténcia a insulina, uma

vez que os sinais da resisténcia ao hormoénio ocorrem somente na musculatura
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desnervada, sendo o musculo da pata do rato controle utilizado como controle
(HOFMANN, 1987; DAY et al., 2001; PAASSEN et al., 2002; BERTELLI et al.,
2003).

Sabe-se que a imobilizacdo do tecido muscular por desnervacao causa
inimeras alteracdes locais, onde a captacdo de glicose e a sintese do glicogénio sdo
diminuidas (SMITH et al., 1988; LIN et al., 2002), assim como a sensibilidade a
insulina (SOWELL et al., 1989). Ocorre reducéo da atividade das vias reguladoras do
metabolismo da glicose e da expressdo génica dos transportadores de glicose
(ELMERNDOREF et al., 1997), associada ao processo de atrofia (CODERRE et al.,

1992; HENRIKSEN et al., 1991).

Na musculatura esquelética, o transporte de glicose € mediado pela
proteina transportadora de glicose GLUT-4. A insulina aumenta o transporte de glicose
pela translocacdo de moléculas GLUT-4 proveniente de depdsitos intracelulares para a
membrana plasmatica (GUMA et al., 1995). Segundo Turinsky (1987), o efeito da
desnervacdo no metabolismo muscular é influenciado pela populacdo de fibras
musculares e o fenémeno da desordem metabolica provocada pela desnervacéo inicia-se
entre 3 a 6 horas apés a seccdo do nervo. Por outro lado, poucos estudos abordam os
efeitos das alteragdes musculares decorrentes da imobilizacdo por desnervacao sobre a
manutencdo da homeostase glicémica pelo organismo como um todo.

Os tecidos muscular e adiposo sdo os dois principais sitios de agdo
hipoglicemiante da insulina e compdem juntos quase 65% do peso corporal (GUYTON
& HALL, 2002). Dessa forma qualquer alteracdo na sensibilidade e/ou responsividade
desses tecidos ao hormonio pode causar comprometimento da homeostase glicémica.

Assim sendo, o presente estudo visou analisar os efeitos locais e sistémicos da
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imobilizacdo por desnervacdo do musculo esquelético no metabolismo glicidico de
ratos, no intuito de verificar a aplicabilidade do modelo em estudos voltados a anélise

da homeostase glicémica em condicao de imobilizacdo parcial.
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4.4 MATERIAL E METODO
Foram utilizados ratos, albinos, Wistar com idade de 3 a 5 meses fornecidos pelo
Biotério da UNESP. Os animais tiveram livre acesso ao alimento e racdo (Purina para
roedores) e a agua “ad libitum” sendo submetidos a ciclo fotoperiddico claro/escuro de
12 h. a temperatura de 23 + 2° C. Os animais foram tratados de acordo com o Guide for
care use of laboratory animals (National Research Council, 1996).
Os ratos foram anestesiados com pentobarbital sodico, (Thiopental,
ABBOTT, SP), na concentracdo de 50 mg/Kg de peso corporal e tricotomizados na
porcdo posterior das coxas por onde uma por¢do do nervo cidtico da pata direita foi
seccionada e retirada, segundo o modelo de desnervagdo proposto por Coderre et al,
1992. Foram formados 4 grupos; Controle: animal intacto; Desnervado 3 dias: analisado
3 dias apos a desnervacdo; Desnervado 7 dias: analisado 7 dias apds a desnervacéo;
Desnervado 28 dias: analisado 28 dias ap0s desnervacdo. Numa primeira série de
experimentos, 0 metabolismo da glicose no musculo séleo isolado foi verificado apds
sacrificio dos animais por decapitacdo. O musculo foi isolado com o minimo de leséo
possivel e fatias longitudinais pesando em torno de 25 — 35 mg foram primeiro
incubadas por 30 min a 37° C em banho Maria de Dubinoff (FANEN, MODELO 145)
dentro de frasco de vidro de cintilagdo contendo 1,5 mL de tampdo Krebs-Ringer

bicarbonato (NaCl 0,6%; HEPES 6,64 mM; KCI 0,032% CaCl, 1,14 mM; KH,PO,
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0,015%; NaHCO3 0,19%; MgSO, 0,03%) equilibrado com a mistura de 95% O, — 5%
CO,, pH 7,4. Apos este periodo, as fatias musculares foram transferidas para um novo
frasco de cintilacdo de vidro (frasco externo) contendo 1,5 mL de tampéao Krebs-
bicarbonato enriquecido com glicose 5,5 mM, contendo [U*C] glicose, 0,25 mCi/mL e
[3H+] 2-deoxiglicose (2DG, 0,5 uCi/mL) e insulina (100 uM/mL). Dentro do frasco
externo, foi colocado outro frasco de vidro em formato de concha com uma haste
central voltada para cima, (frasco interno) contendo 700uL de hiamina 10-x. O frasco
interno foi fixado pela haste a uma membrana de borracha redonda através de uma
pequena abertura nessa Gltima. O frasco externo foi fechado por esta borracha e por uma
tampa de plastico, de forma que o frasco interno ficou suspenso a cerca de 1 cm do
fundo do frasco externo. O sistema, contendo as fatias de musculo, foi incubado em
banho Maria de Dubinoff por 60 min. Apds este periodo, as fatias musculares foram
retiradas do contato com as solucdes. A liberacdo do CO, foi estimulada pela injecao de
200 pL de &cido tricloroacético (TCA) 25% no frasco externo e o CO, foi captado pela
hiamina 10-x do frasco interno durante mais 3 horas de incubagcdo a 37°C. A
incorporacdo da glicose em glicogénio (sintese de glicogénio) foi determinada pela
mensuracdo da radioatividade do **C no precipitado obtido durante o processo de
extragdo do glicogénio muscular (SJORGREEN et al., 1938). A oxidacdo da glicose foi
estimada pela mensuracéo da radiatividade do **C no liquido contido no frasco interno.
A captacéo da glicose (2DG) foi avaliada na fase alcalina obtida durante o processo de
extracdo do glicogénio muscular, pela mensuracéo da radioatividade do *H+. Toda a
medicdo da radioatividade foi feita em contador PACKARD Tricarb 2100 utilizando-se
TRITON X-100 com liquido de cintilagdo a base de tolueno. Em série separada de

experimentos, usando ratos na mesma condi¢do da série anterior, a resposta a insulina
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exogena foi avaliada através do teste de tolerancia a insulina intravenosa (ittiv). Em
outra série de experimentos, animais de todos 0s grupos receberam insulina (mista
regular purificada), injetada na veia peniana na concentracdo de 1UI/mL na dose de
1UI/Kg de peso corporal. Amostras de sangue (100 ul) foram coletadas a partir da veia
femoral em seringas de 1 mL antes (tempo 0) e ap6s 2:30, 5:00, 10:00, e 20:00 (min:s)
da administracdo da insulina, para determinacdo da glicose sérica. A taxa de remogéo de
glicose (Kitt), durante o teste de tolerancia a insulina, foi calculada de acordo com
LUNDBAEK (1962), utilizando-se o programa de computador ORIGIN® 6.0. Amostras
do tecido hepatico foram coletadas para dosagem do glicogénio (LO et al., 1970). A
analise estatistica dos dados foi feita atraves da analise de variancia seguida do teste de

Tukey, onde apropriado. Em todos os casos foi fixado o nivel critico de 5% (p<0,05).
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4.5 RESULTADOS

Na primeira série de experimentos, observou-se reducdo significativa da
captacdo de glicose pelo muasculo soleo da pata desnervada apos 7 dias, em relacéo ao
grupo controle (figura 1). Por outro lado, ndo houve diferencas significativas na pata
desnervada ap0ds 3 e 28 dias em relacdo ao grupo controle. A captacdo de glicose foi
também avaliada no mdsculo séleo da pata contralateral dos grupos controle e
desnervado apos 3, 7 e 28 dias. Os resultados mostraram que ndo houve alteragdo na
pata contralateral intacta dos animais desnervados apos 3 e 7 dias. Em contrapartida,
verificou-se aumento significativo na captacdo da glicose pelo musculo s6leo da pata
contralateral do animal desnervado apods 28 dias em relacdo ao animal controle (figura
1).

Foram ainda analisadas a oxidagé@o da glicose e a sintese de glicogénio
pelo musculo soleo isolado. N&o houve diferenca na oxidacao da glicose, entre as patas
desnervada dos animais apds 3 e 28 dias e nem tdo pouco no séleo contralateral dos
animais desnervados apos 3, 7 e 28 dias em relacdo ao animal controle. Por outro lado, a
oxidacdo da glicose diminuiu na pata desnervada ap6s 7 dias (figura 2). Com relacéo a
sintese de glicogénio, houve diminuicdo nas patas desnervada e contralateral dos
animais apos 3 e 7 dias e aumento nas patas desnervadas e contralateral dos animais

apos 28 dias em relacdo ao rato controle (figura 3).
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Na segunda série de experimentos, avaliamos a taxa de remoc¢do da
glicose sanguinea (Kitt) em ratos submetidos a um teste de tolerancia a insulina
endovenosa (ivitt). Os resultados obtidos se encontram na figura 5. Os valores de Kitt
dos animais apos 28 dias de desnervagdo foram significativamente maiores do que 0s
dos animais controle e daqueles apos 3 e 7 dias de desnervacéo (figura 5).

O tecido hepético tem importancia excepcional no metabolismo da
glicose, e por esta razdo, verificamos os teores hepaticos de glicogénio apos o teste de
tolerancia a insulina endovenosa, visando avaliar os efeitos da insulina exogena. Os
resultados mostraram um aumento nos estoques de glicogénio dos animais desnervados
apos 3 e 7 dias em relacdo aos animais controle. No entanto, ndo houve alteracdo nos

estoques de glicogénio dos animais ap6s 28 dias de desnervacdo (figura 4).
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4.6 DISCUSSAO

Neste estudo, verificamos que a captacéo de glicose pelo musculo soleo,
induzida pelo hormdnio insulina sofreu variacdo entre grupos. Animais ap6s 7 dias de
desnervacao, tiveram a captacdo de glicose diminuida pelo musculo s6leo da pata
desnervada. Em contrapartida, a pata contralateral permaneceu com valores proximos
aos da pata do animal controle (figura 1). Esta diminuicdo da captacao da glicose pelo
musculo apos 7 dias de desnervacao, esta relatada na literatura. Estudos demonstraram
diminuicdo da captacdo de glicose na musculatura esquelética de ratos desnervado apés
3 dias e 7 dias (TURINSKY, 1987, HIROSE et al., 2001; TURINSKY & DAMRAU-
ABNEY, 1998). O mecanismo pelo qual ocorre a diminui¢ao na captagédo de glicose em
musculos desnervados por 3 e 7 dias esta relacionado, em parte, a alteracdo dos
mecanismos internos da cascata de reagdes quimico-enzimaticas que culminam na
translocacdo do transportador de glicose para a membrana plasmatica (BERTELLI et
al., 2003 e HIROSE et al., 2001). N&o houve alteracdo na captacdo de glicose pelo
musculo séleo da pata desnervada apds 28 dias. Por outro lado, a captacdo de glicose
pelo musculo séleo da pata contralateral desse mesmo grupo foi significativamente
maior do que a pata do controle intacta. Davis & Karl (1988), verificaram em ratos que
o transporte de glicose no masculo esquelético desnervado na presenca de insulina

reduzia-se entre o0 3° e 7° dia de desnervacao, aumentava apés 7 dias e aumentava ainda
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mais ao 10° dia de desnervacdo. A reducdo no transporte da glicose em resposta a
insulina entre 0 3° e 0 7° dia de desnervacdo sugere resisténcia a insulina no musculo
esquelético desnervado, com um retorno da resposta normal a insulina a partir do 10°
dia desnervado (DAVIS & KARL, 1988).

A Desnervacédo inibe multiplos aspectos do metabolismo da glicose na
musculatura esquelética, além da captacéo, entre eles a interrupcdo do nervo que supre
0s musculos esqueléticos resulta no desenvolvimento da resisténcia a insulina. Isso foi
mostrado primeiramente por Buse e Buse em (1959). Assim, a desnervacao passou a ser
um modelo tecido-especifico de resisténcia a insulina, uma vez que 0s sinais da
resisténcia ao hormonio ocorrem somente na musculatura desnervada (HOFMANN,
1987; DAY et al., 2001; PAASSEN et al., 2002; BERTELLI et al., 2003).

A incorporacao da glicose em glicogénio o contetido da glicose-6-fosfato
e a atividade da enzima glicogénio sintase, sdo etapas que tem um papel fundamental no
metabolismo da glicose no tecido muscular (BURANT et al., 1984). A Mudanca dessas
etapas tem sido atribuida as perdas do fator tréfico derivado do nervo e/ou da
estimulacao elétrica pelo nervo (DAVIS & KARL, 1988). Por outro lado, o aumento
dos receptores de neuroregulina na juncdo da placa motora favorece o aumento da
expressao e modulacdo dos transportadores de glicose ja que a desnervacdo ndo tem
nenhum efeito sobre a expressao génica desta proteina (SUAREZ et al., 2001).

A oxidacdo da glicose sofreu uma diminuicdo na pata do animal
desnervado apdés 7 dias (figura 02). Este dado sugere comprometimento da utilizacéo da
via glicolitica pela glicose. Parece haver recuperacéo da utilizagdo desta via no musculo

soleo de animais desnervados ap6s 10 dias (DAVIS & KARL, 1988). Esta ultima
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informacao foi confirmada no presente estudo, pois ap6s 28 dias de desnervacao, 0s
valores referentes a oxidacao da glicose no musculo séleo foram normalizados.

A hipotrofia muscular geralmente €& evidente ap6és o 3° dia de
desnervacao e consideravelmente maior ao 7° dia de desnervacdo. Segundo Wallis et al.
(1999), a diminuicdo da atividade do glicogénio sintase e aumento da fosforilase no
musculo desnervado € um dos responsaveis pela atrofia. Esta atrofia ocorre em menor
ou maior grau dependendo do tipo de fibra muscular em questdo. Nossos dados
referentes a sintese de glicogénio mostram que houve diminuicdo neste parametro tanto
na pata desnervada quanto na contralateral 3 e 7 dias ap0s a desnervagdo. Por outro
lado, a sintese de glicogénio apds 28 dias aumentou em relacdo ao controle.

Em resumo, nossos resultados referentes ao metabolismo da glicose no
musculo esquelético desnervado, confirmam e ampliam informacg6es ja descritas na
literatura.

Uma vez constatada a adequacao do modelo, passamos a analisar o efeito
da desnervacdo da musculatura esquelética sobre a homeostase glicémica do animal.
Para isso, avaliamos a taxa de remocdo da glicose sanguinea (Kitt) bem como os teores
hepaticos de glicose apds administracdo “in vivo” de insulina exogena.

Nossos resultados mostraram alteracdo no estoque de glicogénio no
tecido hepético dos ratos submetidos a desnervacdo em relacdo aos controles ap6s
administracdo de insulina exégena. O aumento significativo do conteddo de glicogénio
hepéatico de ratos apds 3 e 7 dias de desnervacdo em relacdo aos controles, sugere
aumento na sensibilidade hepatica ao hormonio nos ratos submetidos a desnervacao.

Este fenbmeno parece relacionado a duracdo da desnervacéo.
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A taxa de remocao da glicose sangliinea apds administracdo da insulina
exogena foi significativamente maior nos ratos apos 28 dias de desnervagdo em relacédo
aos controles e aos valores observados apdés 3 e 7 dias de desnervacdo. O
comportamento da glicose circulante observado durante o teste de tolerancia a insulina
parece refletir adaptacdes a longo prazo do organismo como um todo a imobilizagédo
parcial imposta pela desnervacdo do musculo esquelético. Apos 3 e 7 dias de
desnervacao, a taxa de remocao da glicose sangiinea em resposta a insulina exégena
ndo se altera em comparacdo ao animal controle. Isto pode ser devido, pelo menos em
parte, a0 aumento da sensibilidade a insulina pelo tecido hepatico. Por outro lado, apds
28 dias de desnervacdo, 0 aumento observado na taxa de remocdo da glicose sangiinea
em resposta a insulina, provavelmente relaciona-se ao aumento da sensibilidade ao
horménio na musculatura integra, conforme sugerem os resultados da captacdo de
glicose pelo musculo soleo isolado da pata contralateral dos ratos submetidos a

desnervacao. Estas alteracdes precisam ser mais investigadas.
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4.7 CONCLUSAO

Concluindo, o conjunto dos resultados do presente estudo é indicativo de
que a desnervacao do masculo esquelético ndo somente provoca alteragcdes metabolicas
locais como pode interferir no metabolismo da glicose pelo organismo como um todo.
Desta forma, ratos submetidos a imobilizacdo parcial por desnervacdo do musculo
esquelético podem constituir um modelo util ao estudo da homeostase glicémica sob

condicgéo de imobilizagéo.
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Figura 1: Captacdo de glicose pelo masculo s6leo (média + erro padrdo) de ratos. O
sinal (+) refere-se a pata desnervada enquanto que o sinal(-) refere-se a pata contralateral
integra dos mesmos animais. Controle refere-se a animais integros. (*) Diferenca
significativa, P< 0,05 em relacdo ao grupo controle.n = 7 a 10 fatias musculares por
grupo.
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Figura 2: Oxidacao da glicose no masculo soleo (média + erro padréo) de ratos. O
sinal (+) refere-se a pata desnervada enquanto que o sinal (-) refere-se a pata
contralateral integra dos mesmos animais. Controle refere-se a animais integros. (*)
Diferenca significativa, P< 0,05 em relacdo ao grupo controle. n = 8 a 10 fatias
musculares.
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Figura 3: Sintese de glicogénio pelo musculo séleo (média + erro padrédo) de ratos. O
sinal (+) refere-se a pata desnervada enquanto que o sinal(-) refere-se a pata
contralateral integra dos mesmos animais. Controle refere-se a animais integros. (*)
Diferenca significativa, P< 0,05 em relacdo ao grupo controle. n = 10 a 13 fatias
musculares.
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Figura 4: Teor de glicogénio hepatico dos animais(media + erro padrdo) apos 60
minutos da administracdo da insulina regular (1UI/Kg) via intravenosa. Controle refere-
se a animais integros. (*) Diferenca significativa, P< 0,05 em relagcdo ao rato controle.
n =5 a 10 ratos por grupo.
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Figura 5: Taxa de remoc¢do da glicose sangiinea (Kitt), durante teste de tolerancia a
insulina (média + erro padrdo) de ratos. Controle refere-se a animais integros. (*)
Diferenca significativa, P< 0,05 em relagéo ao rato controle. n = 8 a 10 animais por
grupo.
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5. CAPITULO II

METABOLISMO GLICIDICO EM RATOS SUBMETIDOS A DESNERVACAO DO
MUSCULO ESQUELETICO E AO EXERCICIO DE NATAGAO.

Wilton Marlindo Santana Nunes, Maria Alice Rostom de Mello.

Departamento de Educacdo Fisica, Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual
Paulista — UNESP - Rio Claro, SP, Brasil. Revista Brasileira de Medicina do Esporte

(APENDICE I1).

5.1 RESUMO
A desnervacdo do musculo esquelético implica em alteragdes do

metabolismo da glicose bem conhecidas, porém pouco se sabe sobre a influéncia destas
alteracdes na sensibilidade periférica a insulina do animal como um todo. O presente
estudo visou analisar o metabolismo da glicose no musculo séleo de ratos submetidos a
desnervacao bem como a resposta do animal a insulina exdgena e ao exercicio.

Ratos wistar de 3 a 5 meses foram submetidos a sec¢do do nervo ciatico
da pata direita. Ap6s 48 horas metade do grupo iniciou programa de natagéo, 1 hora/dia,
5 dias/semana. Como controle foram utilizados animais integros, submetidos ou nao ao
exercicio. Decorridos 28 dias, para a avaliacdo da resposta a insulina, os ratos foram
submetidos ao teste de toleréncia a insulina. Os resultados foram analisados através da

determinacéo da taxa de remocéo da glicose sanguinea (Kitt). Em outro lote de animais
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fatias do musculo soleo desnervado e da pata contralateral integra foram incubadas na
presenca de glicose (5,5mM), contendo [*H]2-deoxiglicose (0,5uCi/mL) e [U™C]
glicose (0,25uCi/mL) e insulina (100uU/mL), para analise de captacdo, oxidacdo da
glicose e sintese de glicogénio. Ratos desnervados submetidos ao exercicio
apresentaram Kitt (%/min) superior (7,22 + 0,49) aos dos sedentarios (5,31 + 0,22), e
dos controles sedentérios (4,53 + 0,27). A captacdo (3,55 + 0,21) e a oxidagdo (4,06 +
0,33) da glicose (umol/g.h) pelo muasculo desnervado, foram inferiores as do masculo
contralateral nos ratos sedentarios (captagdo: 5,12 + 0,38, oxidacdo: 5,26 + 0,30). O
exercicio crénico elevou a captacdo e a oxidagdo da glicose no musculo contralateral
(captagdo: 6,53 + 0,37 oxidacdo: 20,39 + 1,91) e no desnervado (captacédo: 5,70 + 0,41,
oxidagéo: 20,54 + 1,97). O mesmo aconteceu com 0 grupo controle exercitado. Esses
resultados sugerem que alteracbes locais do metabolismo glicidico muscular
influenciaram a resposta sistémica a insulina do animal. Além disso, o exercicio

melhorou o aporte e a utilizacdo da glicose no musculo desnervado.

PALAVRAS CHAVES: Desnervacao, Exercicio, Insulina e Glicose.
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5.2 ABSTRACT

Denervation of the skeletal muscles involves well known alterations of
the glucose metabolism, however, little is known about the influence of these alterations
on the peripheral sensitivity to insulin of the animal as a whole. This study aimed to
analyze the metabolism of glucose in the soleus muscle of rats submitted to denervation
as well as the animal’s response to exogenous insulin and to exercise.

Wistar rats from 3 to 5 months old were submitted to section of the
sciatic nerve in the right paw. After 48 hours, half of them started a swimming program
of 1 hour/day, 5 days/week. As control, whole animals were used, either submitted to
exercise or not. After 28 days had elapsed, for evaluating the response to insulin, the
rats were submitted to the insulin tolerance test. The results were analyzed by
determining the blood glucose removal rate (KiTT). In another lot of animals, slices of
the denerved soleus muscle and opposite whole paw were incubated in the presence of
glucose (5.5mM), containing [*H]2-deoxyglucose (0.5uCi/mL) and [U*C] glucose
(0.25uCi/mL) and insulin (100pU/mL), for analyzing glucose uptake, oxidation and
glycogen synthesis. Denerved rats submitted to exercise presented with KiTT (%/min)
higher (7.22 + 0.49) than the sedentary animals (5.31 + 0.22), and the sedentary control
animals (4.53 + 0.27). Uptake (3.55 + 0.21) and oxidation (4.06 + 0.33) of glucose

(umol/g.h) by the denerved muscle were lower than those of the opposite muscle in the
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sedentary rats (uptake: 5.12 + 0.38, oxidation: 5.26 + 0.30). Chronic exercise raised
glucose uptake and oxidation in the opposite muscle (uptake: 6.53 + 0.37, oxidation:
20.39 + 1.91) and in the denerved muscle (uptake: 5.70 + 0.41, oxidation: 20.54 + 1.97).
The same happened with the exercised control group. These results suggest that
restricted alterations of the muscular glucose metabolism influenced the systemic

response to insulin of the animal. Furthermore, exercise improved the uptake and use of

glucose in the denerved muscle.

Key Words: Denervation, Exercise, Insulin and Glucose
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5.3 INTRODUCAO

A glicose é o principal substrato energético do organismo. Por este
motivo, tem-se estudado exaustivamente o seu metabolismo em processos fisioldgicos e
patologicos. A resisténcia periférica a insulina esta relacionada a diminuigdo do efeito
normal da insulina em estimular os processos bioldgicos e regulatorios ao nivel celular.
No caso da homeostasia da glicose, resisténcia a insulina geralmente refere-se a
diminuicdo do efeito da insulina em estimular o transporte da glicose e seu metabolismo
na musculatura esquelética e no tecido adiposo, concomitante com aumento da
producédo de glicose pelo figado (HENRIKSEM & SAENGSIRISUWAN, 2003). Estas
caracteristicas relatadas proporcionam conhecidamente a diminuigdo da sensibilidade
periférica a insulina.

A diminuicdo da captacdo da glicose pelos tecidos alvo estd associada a
falhas tanto no mecanismo de acoplamento do hormdnio ao seu receptor especifico,
quanto nos eventos pos-receptor (SAAD, 1994). A acdo metabolica da insulina se inicia
com a ligagéo do horménio ao seu receptor, fosforilacdo dos substratos do receptor da
insulina (IRSs), e subsequente ligacdo da fosfatidilinositol 3-quinase (P13-K) pelo IRSs
(WHITE, 1989).

O desuso cronico da musculatura esquelética, produzida por inatividade
devida a condicGes de repouso, imobilizagdo de membros e microgravidade, induz

resisténcia local a insulina e a um estado catabolico que afeta a musculatura esquelética
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(FERRANDO et al.,1996; SHANGRAW et al, 1988; STEIN et al, 1994; STUART et al,
1988). Estudos com animais, incluindo ratos, tém confirmado que a imobilizacédo esta
associada a reducdo da captacdo da glicose induzida pela insulina (BOOTH, 1982;
PLOUG et al., 1995). Resisténcia a insulina é também o maior problema em portadores
de certas patologias, que implicam em inatividade e/ou imobilizacdo. Sabe-se que a
imobilizacdo do tecido muscular por desnervacdo causa inumeras alteracdes locais,
onde a captacdo de glicose e a sintese do glicogénio sdo diminuidas, assim como a
sensibilidade a insulina (SOWELL et al., 1989). Ocorre reducdo da atividade das vias
reguladoras do metabolismo da glicose e da expressdo génica dos transportadores de
glicose (ELMERNDOREF et al., 1997), associada ao processo de atrofia (CODERRE et
al., 1992; HENRIKSEN et al., 1991).
O Exercicio, em contraste com a imobilizacdo, aumenta a
sensibilidade a insulina em humanos e em ratos (HAYASHI et. al., 1997; KIM et. al.,

1995).

Na musculatura esquelética, o transporte de glicose é mediado pela
proteina transportadora de glicose GLUT-4. A atividade contratil afeta
consideravelmente o metabolismo da glicose e a resposta a insulina na musculatura
esquelética. Durante a contracdo muscular, a captacdo de glicose € aumentada
proporcionando um aumento do transporte da glicose para o interior do musculo
favorecendo a via glicolitica. Imediatamente ap6s a atividade contratil, a captacdo da
glicose pelo musculo permanece elevada e é canalizada, primeiramente, para o
reabastecimento dos estoques de glicogénio. Embora a insulina ndo seja solicitada
para 0 aumento da captacdo de glicose depois da atividade contréatil a dose necessaria

para a estimulacdo da captacdo da glicose pela musculatura esquelética é diminuida,
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sugerindo um aumento na sensibilidade a insulina pelo tecido muscular esquelético
(DAVIS & KARL 1988). A insulina aumenta o transporte de glicose pela
translocacdo de moléculas GLUT-4 provenientes de depositos intracelulares para a

membrana plasmética (GUMA et al., 1995).

Na busca da compreensdo dos processos que levam a resisténcia a

insulina, varios modelos foram propostos nas Ultimas décadas, dentre estes, a

desnervacdo do musculo esquelético. O exato mecanismo molecular de sinalizacdo

intracelular, que é mediado pelo receptor da insulina e que resulta em diversas respostas

bioldgicas, foi apenas parcialmente elucidado nesse modelo de desnervacdo

(BERTELLI et al., 2003).

Segundo Turinsky (1987), o efeito da desnervacdo no metabolismo
muscular é influenciado pela populacdo de fibras musculares e o fenémeno da
desordem metabdlica provocada pela desnervacao inicia-se entre 3 a 6 horas apds a
seccdo do nervo. A seccdo do nervo que supre os musculos esqueléticos resulta no
desenvolvimento da resisténcia a insulina, mostrada primeiramente por Buse e Buse
em 1959. Assim, a desnervacdo passou a ser um modelo tecido-especifico de
resisténcia a insulina, uma vez que os sinais da resisténcia ao horménio ocorrem

somente na musculatura desnervada (BERTELLI et al., 2003).

Vaérios estudos relacionados com atividade fisica demonstram que
exercicios regulares aerobicos e de forca atenuam a intolerdncia a glicose e
aumentam a sensibilidade & insulina em adultos sedentarios e diabéticos néo
dependentes de insulina (HOUMARD et al., 1993; SMUTOK et al., 1994; COX et

al., 1999).
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Por outro lado, poucos estudos abordam os efeitos das alteracdes
musculares decorrentes da imobilizacdo de longa duragcdo por desnervacdo sobre a
manutencdo da homeostase glicémica pelo organismo como um todo. Mais raros ainda
sdo os estudos que avaliam os efeitos do treinamento fisico sobre a musculatura
desnervada e a homeostase glicémica.

Assim sendo, o presente estudo visou analisar os efeitos locais e
sistémicos da imobilizacdo por desnervacdo de longa duracdo do musculo esquelético

no metabolismo glicidico de ratos, submetidos ou ndo a natacao.
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5.4 MATERIAL E METODO
Foram utilizados ratos, albinos, Wistar com idade de 3 a 5 meses fornecidos pelo
Biotério da Universidade Estadual Paulista-UNESP, Botucatu, SP. Os animais tiveram
livre acesso e racdo (Purina para roedores) e a dgua “ad libitum”, sendo submetidos a
ciclo fotoperiodico claro/escuro de 12 h a temperatura de 23 £ 2° C. Os animais foram
tratados de acordo com o Guide for care use of laboratory animals (National Research
Council, 1996).
Para a desnervacdo, os ratos foram anestesiados com pentobarbital
sodico, (Thiopental, ABBOTT, SP), na concentracdo de 50 mg/Kg de peso corporal e
tricotomizados na por¢do posterior das coxas por onde uma porcao do nervo cidtico, de
aproximadamente 1 cm, da pata direita foi seccionada e retirada, segundo o modelo de
desnervacdo proposto por Coderre et al, 1992. Apo6s 28 dias da desnervacdo, nova
incisdo foi feita na porgéo posterior da coxa da pata desnervada, onde por inspecao
visual, certificou-se de que ndo houve reinervacdo da porcdo seccionada do nervo
ciatico. Os ratos foram divididos em 4 grupos; Controle: animal intacto; Desnervado 28
dias: analisado 28 dias ap0ds a desnervacdo; controle/natacdo: animal intacto submetido
a 28 dias de treinamento fisico; Desnervado 28 dias/natacdo: analisado apos 28 dias da

desnervacao e treinamento fisico. O treinamento fisico consistiu de natacdo 1 hora/dia, 5
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dia/semana, em tanques coletivos contendo agua a 30 + 2°C, realizado no periodo da
manha (8:00 — 9:00 hs).

Numa primeira série de experimentos, o metabolismo da glicose no
masculo soleo isolado foi verificado apds sacrificio dos animais por decapitacdo, em
repouso, apos 48 horas da ultima sessao de treino. O musculo foi isolado com 0 minimo
de lesdo possivel e fatias longitudinais pesando em torno de 25 — 35 mg foram primeiro
incubadas por 30 min a 37° C em banho Maria de Dubinoff (FANEN, MODELO 145)
dentro de frasco de vidro de cintilagdo contendo 1,5 mL de tampdo Krebs-Ringer
bicarbonato (NaCl 0,6%; HEPES 6,64 mM; KCI 0,032% CaCl, 1,14 mM; KH,PO,
0,015%; NaHCO3 0,19%; MgSQO, 0,03%) equilibrado com a mistura de 95% O, — 5%
CO,, pH 7,4. Apos este periodo, as fatias musculares foram transferidas para um novo
frasco de cintilacdo de vidro (frasco externo) contendo 1,5 mL de tampéo Krebs-
bicarbonato enriquecido com glicose 5,5 mM, contendo [U*C] glicose, 0,25 mCi/mL e
[3H+] 2-deoxiglicose (2DG, 0,5 uCi/mL) e insulina (100 uM/mL). Dentro do frasco
externo, foi colocado outro frasco de vidro em formato de concha com uma haste
central voltada para cima, (frasco interno) contendo 700uL de hiamina 10-x. O frasco
interno foi fixado pela haste a uma membrana de borracha redonda através de uma
pequena abertura nessa Gltima. O frasco externo foi fechado por esta borracha e por uma
tampa de pléastico, de forma que o frasco interno ficou suspenso a cerca de 1 cm do
fundo do frasco externo. O sistema, contendo as fatias de musculo, foi incubado em
banho Maria de Dubinoff por 60 min. Apds este periodo, as fatias musculares foram
retiradas do contato com as solucdes. A liberacdo do CO, foi estimulada pela injecdo de
200 uL de &cido tricloroacético (TCA) 25% no frasco externo e o CO, foi captado pela

hiamina 10-x do frasco interno durante mais 3 horas de incubacdo a 37°C. A
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incorporacdo da glicose em glicogénio (sintese de glicogénio) foi determinada pela
mensuracdo da radioatividade do '*C no precipitado obtido durante o processo de
extracao do glicogénio muscular (SJORGREEN et al., 1938). A oxidacdo da glicose foi
estimada pela mensuracéo da radiatividade do **C no liquido contido no frasco interno.
A captacdo da glicose (2DG) foi avaliada na fase alcalina obtida durante o processo de
extracdo do glicogénio muscular, pela mensuracéo da radioatividade do *H+. Toda a
medicdo da radioatividade foi feita em contador PACKARD Tricarb 2100 utilizando-se
TRITON X-100 com liquido de cintilacdo a base de tolueno. Em série separada de
experimentos, usando ratos na mesma condicdo da série anterior, a resposta a insulina
exogena foi avaliada atraves do teste de toleréncia a insulina intravenosa (ittiv).
Animais de todos os grupos receberam insulina (mista regular purificada), injetada na
veia peniana na concentracdo de 1UI/mL na dose de 1UI/Kg de peso corporal. Amostras
de sangue (100 ul) foram coletadas a partir da veia femural em seringas de 1 mL antes
(tempo 0) e ap6s 2:30, 5:00, 10:00, e 20:00 (min:s) da administracdo da insulina, para
determinacdo da glicose sérica. A taxa de remocdo de glicose (Kitt), durante o teste de
tolerancia a insulina, foi calculada de acordo com Lundbaek (1962), utilizando-se o
programa de computador ORIGIN® 6.0. A anélise estatistica dos dados foi feita atraves
da anélise de variancia seguida do teste de Tukey, onde apropriado. Em todos os casos

foi fixado o nivel critico de 5% (p<0,05).
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5.5 RESULTADOS

Na primeira série de experimentos, observou-se aumento da captacdo de
glicose pelo musculo s6leo tanto da pata desnervada quanto da pata contralateral dos
animais submetidos a exercicio de natacdo apos 28 dias em relagdo ao animal controle
(figura 1). O mesmo ocorreu com o animal controle submetido ao exercicio de natacdo
por 28 dias (figura 1). Em contrapartida, ndo houve diferenca na captacdo da glicose
pelo musculo s6leo tanto da pata desnervada quanto da pata contralateral entre o grupo
desnervado sedentario e o grupo controle intacto mantido sedentario (Figura 1).

Foram, ainda, analisadas a oxidacdo da glicose e a incorporacdo da
glicose em glicogénio (sintese), pelo musculo soleo isolado. Nao houve diferenca na
oxidacgdo da glicose, entre as patas desnervada e contralateral dos animais desnervado
por 28 dias sedentarios, e 0 grupo de animais controle intacto sedentario (Figura 2). Por
outro lado, a oxidagcdo da glicose aumentou significativamente tanto no grupo de
animais controle submetidos a natagdo, quanto no grupo de animais desnervados
submetidos a exercicio de natacdo. Este aumento ocorreu tanto na pata desnervada
quanto na pata contralateral do mesmo animal (figura 2). Com relagdo a incorporacao da
glicose em glicogénio, houve aumento na pata desnervada dos animais apos 28 dias de
cirurgia, mas ndo na pata contralateral do mesmo animal em relagdo aos animais

controle intacto. Por outro lado, houve diminui¢cdo da incorporagdo da glicose em
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glicogénio no musculo s6leo dos animais desnervados submetidos ao exercicio de
natacdo tanto na pata desnervada quanto na pata contralateral e no soleo de animais
controle intacto submetidos a exercicio de natacdo em relacdo ao animal controle
sedentario intacto (figura 3).

Em uma segunda série de experimentos, foi avaliada a taxa de remocéo
da glicose sanguinea (Kitt) em ratos submetidos ao teste de tolerancia a insulina
endovenosa (ittiv). Os resultados obtidos encontram-se na figura 4. Os valores de Kitt
dos animais apos 28 dias de desnervacdo submetidos ou ndo ao exercicio de natacao,
foram significativamente maiores do que 0s animais controle sedentario intacto e

controle submetido ao exercicio de natacdo (figura 4).
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5.6 DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que a captacdo de glicose pela musculatura
esquelética induzida pelo hormonio insulina, foi aumentada nos grupos controle e
desnervado submetidos a exercicio de natacdo. O aumento da captacdo da glicose pela
musculatura é evidenciado tanto na pata desnervada quanto na pata contralateral dos
animais que foram submetidos a desnervacdo por um periodo de 28 dias. No entanto, a
captacdo de glicose pelo musculo séleo dos animais do grupo desnervado apds 28 dias
mantidos sedentarios, bem como do musculo s6leo dos animais do grupo controle
sedentario, ndo mostraram diferencas significativas entre eles. Estudos referentes a
desnervacdo, e sua implicacdo na captacdo da glicose pelo musculo esquelético,
demonstram que animais que sofreram desnervacdo do musculo soleo apresentam
diminuicdo na captacdo da glicose num periodo de até 7 dias (TURINSKY, 1987;
HIROSE et. al., 2001; TURINSKY & DAMRAU-ABNEY, 1998).

Segundo Wallberg-Henriksson (1987), na desnervacdo da musculatura
esquelética de rato, a resisténcia a insulina é acompanhada pela diminui¢do do contetdo
de transportadores de glicose (Glut4). No entanto, Davis & Karl, 1988, verificaram em
seus experimentos que a captacao da glicose no musculo s6leo aumentava apds o sétimo
dia de desnervacdo e continuava a aumentar ainda mais ao décimo dia apds a

desnervacdo. Estes achados mostram que, o musculo séleo desnervado, adapta-se ao
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estado desnervado, proporcionando uma recuperacdo na captacdo da glicose, igualando
a situacdo dos animais controle. A contragdo e a insulina tém um efeito aditivo no
transporte da glicose no musculo esquelético, sugerindo que os dois agem estimulando
vias parcialmente independentes (IHLEMANN et al., 1999). O treinamento fisico
aumenta a expressdo de Glut-4 na musculatura esquelética e melhora a tolerancia a
glicose e a acdo da insulina no organismo como um todo (CHIBALIN, et al., 2000). O
exercicio tem madltiplos efeitos no metabolismo da glicose e na translocacdo de
transportadores de glicose. No entanto, o mecanismo pelo qual a atividade fisica,
aumenta a responsividade a insulina e o transporte da glicose no masculo esquelético
ainda estdo por se totalmente esclarecidos (CHIBALIN, et al., 2000).

O exercicio fisico € um estimulo para a regulacdo dos processos
metabolicos na musculatura esquelética favorecendo a captacao de glicose a sintese e a
protéica que sdo fundamentais para a homeostase muscular (SAKAMOTO &
GOODYEAR, 2002). Neste trabalho pudemos observar que o aumento da captacdo de
glicose foi evidente no musculo soleo de animais controles submetidos a natacéo e este
aumento foi também verificado no masculo séleo da pata contralateral e desnervada dos
animais que foram submetidos ao exercicio de natacdo. Estes dados sugerem que 0s
mecanismos de sinalizacdo interna da musculatura esquelética, que proporcionam a
captacdo da glicose provavelmente sdo recuperados nos animais desnervados depois de
um periodo de 28 dias, e que o exercicio fisico tem um papel fundamental na melhora
da captagdo da glicose no musculo soleo. Isso provavelmente é devido ao aumento da
sensibilidade a insulina proporcionada pela atividade fisica como também na
estimulacgdo da neuregulina (SUAREZ et al., 2001). A captacdo da glicose pelo musculo

soleo se faz atraves das isoformas dos transportadores sensiveis ou ndo a insulina cuja
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funcdo é transportar a glicose para o citosol. A regulacdo da captacdo da glicose na
musculatura esquelética ocorre de varias maneiras, onde a insulina, a atividade
metabdlica do tecido e a atividade contratil das fibras musculares s&o fundamentais. No
musculo, a insulina promove a translocacdo de Glut-4 para a membrana celular,
elevando a captacdo de glicose que pode ser oxidada ou direcionada para a formacéo
dos estoques de glicogénio (KLIP & MARETTE, 1992). Por essa razdo, neste estudo
foram analisadas a oxidacdo da glicose e a incorporacéo da glicose em glicogénio dos
animais dos diferentes grupos experimentais. A oxidacdo da glicose na musculatura
esquelética foi aumentada nos animais que foram submetidos ao exercicio fisico por
natacdo tanto na pata contralateral quanto na pata desnervada. Igual fenémeno foi
observado nas patas dos animais controle treinados (figura 2). Estes dados estdo de
acordo com a literatura que indica melhoria do condicionamento aerobio com o
exercicio moderado (MATZINGER et al, 2002). No entanto, ndo houve diferenca na
oxidacgdo da glicose entre os animais controle e os animais desnervados apos 28 dias
mantidos sedentarios.

Por outro lado, a incorporacdo da glicose em glicogénio foi diminuida
nos animais que foram submetidos a atividade fisica tanto no grupo controles quanto no
grupo desnervado apos 28 dias, em relacdo ao controle e ao grupo desnervado apos 28
dias mantidos sedentérios (figura 3). Estes resultados demonstram a priorizacdo da via
glicolitica no exercicio em detrimento a sintese de glicogénio. Alternativamente, o
periodo de 48 h decorrido entre a Ultima sessdo de treinamento e o sacrificio dos
animais, pode ter sido insuficiente para a reposi¢cdo do glicogénio muscular, conduzindo

aos baixos valores observados nos ratos exercitados.
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Mudangas bioquimicas observadas na desnervacdo incluem variacdo na
concentracdo e na atividade de enzimas envolvidas na glicdlise e na fosforilacdo. O
aumento da concentragdo de AMPc, da proteina Kinase dependente de AMPc e da
atividade da adenilciclase sdo verificadas em musculo desnervado como também
observa-se uma reducdo da atividade da glicogénio sintase e na glicogénio fosforilase
(FROSTICK, 1995, WALLIS, 1999). Essas mudancas se iniciam ap0s poucas horas de
desnervacdo da musculatura esquelética e variam de acordo com o tipo de fibra
muscular. No entanto, os resultados obtidos nos animais sedentarios, neste experimento
com relacdo a oxidagdo e a incorporacdo da glicose em glicogénio demonstram que
houve recuperacdo dos processos metabolicos que envolvem a glicose no desnervado
cronico.

Ap0s estas constatacOes, iniciamos a analise do efeito da desnervacéo e
do exercicio sobre a taxa de remocdo da glicose sanguinea (Kitt) nos animais
desnervados e integros. A taxa de remocao da glicose apds administracdo da insulina
exogena foi significantemente aumentada nos ratos apds 28 dias de desnervacédo
submetidos ou ndo ao exercicio de natacdo em relagdo aos controles integros. Estes
dados demonstram que a resposta da glicose a insulina exdgena é alterada em animais
desnervados e que a sensibilidade a insulina € maior quando a musculatura apés 28 de

desnervagdo e submetida a exercicio de natag&o.
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5.7 CONCLUSAO

Concluindo, o conjunto de nossos resultados indica que alteracbes
restritas do metabolismo glicidico muscular influenciaram significativamente a resposta
a insulina do animal como um todo. Além disso, o exercicio melhorou o aporte e a

utilizacdo da glicose no masculo desnervado.
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Figura 1: Captagdo de glicose pelo musculo s6leo (média + erro padrdo) dos ratos.
O sinal (+) refere-se a pata desnervada enquanto o sinal (-) corresponde a pata
contralateral do mesmo rato. O controle refere-se ao animal intacto. (*) Diferenca
significantiva, P< 0,05 em relag&o ao grupo controle. n=7 a 10 fatias musculares.
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Figura 2: Oxidacdo da glicose pelo musculo séleo (média + erro padréo) dos ratos.
O sinal (+) refere-se a pata desnervada enquanto o sinal (-) corresponde a pata
contralateral do mesmo rato. O controle refere-se ao animal intacto. (*) Diferenga
significativa, P< 0,05 em relacdo ao grupo controle. n=8 a 10 fatias musculares.
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Figura 3: Incorporacdo da glicose em glicogénio pelo musculo séleo (média +
erro padrdo) dos ratos. O sinal (+) refere-se a pata desnervada enquanto o sinal
(-) corresponde a pata contralateral do mesmo rato. O controle refere-se ao
animal intacto. (*) Diferenca significativa, P< 0,05 em relagéo ao grupo controle.
n= 10 a 13 fatias musculares.
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Figura 4: Taxa de remocao da glicose sanglinea (Kitt), durante o teste de tolerancia
a insulina (média + erro padrdo) em ratos O controle refere-se ao animal intacto. (*)
Diferenca significativa, P< 0,05 em relagdo ao rato controle. n= 8 a 10 animais por
grupo.
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6. CAPITULO Il

EFEITO DA DESNERVACAO DO MUSCULO ESQUELETICO SOBRE A
SECRECAO DE INSULINA E O METABOLISMO DA GLICOSE EM RATOS.
Wilton Marlindo Santana Nunes, Maria Alice Rostom de Mello.

Departamento de Educacéo Fisica, Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual

Paulista (UNESP) Rio Claro, SP, Brasil.

6.1 RESUMO

A desnervagdo do musculo esquelético implica em alteracoes
metabdlicas locais que incluem diminuicdo da captacdo de glicose e da sintese de
glicogénio, bem como dos estoques desse substrato. Tais alteragfes aparecem
do hormonio. Por outro lado, pouco se sabe sobre os efeitos sistémicos da imobilizacdo
por desnervacdo. O presente estudo visou analisar os efeitos locais e sistémicos da
imobilizacdo por desnervacdo sobre a secrecdo de insulina e a homeostase glicémica.
Ratos da linhagem wistar com 3 a 5 meses de idade foram submetidos a secc¢do do
nervo ciatico da pata esquerda. Apos 3, 7 e 28 dias, fatias do masculo séleo desnervado
e da pata contralateral foram extraidas e incubadas em presenca de 5 mM de glicose,
contendo [°H]2-deoxiglicose, e 100 pU/mL de insulina para a anélise da captacdo de

glicose. Em série separada de experimento foram também isoladas ilhotas pancreéticas
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desses animais e incubadas em presenca de concentracdes crescentes de glicose (2,8;
5,6; 8,6 e 16,7 mmol/L) para andlise da secrecdo estatica de insulina. Como controle
foram utilizados animais integros. Em outro experimento procedeu-se a realizacdo de
teste de tolerancia a glicose (GTT). Para a realizacdo do GTT o0s ratos receberam
solucdes de glicose 50%, 1g/Kg de peso corporal, intravenoso (iv). Foram coletadas
amostras de sangue para dosagem de glicose antes e 5, 10, 20, 40, 80 min apos a
administracdo da glicose. Os resultados do GTT foram avaliados através da
determinacdo das areas sob as curvas séricas de glicose (AG) durante o teste através da
metodologia trapezoidal, com o auxilio do programa de computador ORIGIN® 6.0.
Apbs o teste de tolerancia a glicose intravenosa (GTTiv), fatias do tecido hepatico e
muscular (soleo) foram separadas para determinacdo do contetdo do glicogénio.
Observou-se reducdo da captacdo de glicose (mmol/g.h) na pata desnervada apés 3 e 7
mas ndo apds 28 dias em relacdo a pata dos animais controle. Ndo houve diferenca
significativa apds 3 e 7 na captacdo de glicose pelo musculo so6leo da pata contralateral
intacta em relacdo ao controle. Em contrapartida, verificou-se aumento da captacdo de
glicose nesta mesma pata apos, 28 dias. Houve aumento da secrecdo da insulina
(ng/ilhota/90min) nas concentracGes da glicose de 8,3mM e 16,7mM apos 28 dias de
desnervacdo em relacdo as mesmas concentraces do grupo controle respectivamente.
N&o houve diferenca na area sob a curva de glicose sérica durante o GTTiv e no
conteddo de glicogénio hepatico dos grupos. No entanto, o glicogénio muscular tanto da
pata desnervada quanto da pata integra do grupo 28 dias foi reduzido apds GTTiv.
Também o glicogénio da pata desnervada apos 7 dias mostrou-se inferior ao controle.

Esses resultados sugerem que a imobilizacdo por desnervacdo interfere ndo sé no
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metabolismo da glicose no musculo esquelético desnervado como também em outros

tecidos. Os mecanismos dessa interacdo precisam, ainda, ser investigados.

Palavras chaves: Secrecao de insulina, Desnervacao, Metabolismo da glicose.
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6.2 ABSTRACT

Denervation of the skeletal muscle involves local metabolic changes that
include a reduction in glucose uptake and glycogen synthesis, as well as in the stocks of
this substrate. Such changes appear associated with the inhibition of the initial stages of
insulin signals and resistance to action of the hormone. On the other hand, little is
known about the systemic effects of immobilization by denervation. This study aimed to
analyze the local and systemic effects of immobilization by denervation on the secretion
of insulin and glycemic homeostasis. Wistar breed rats aged from 3 to 5 months old
were submitted to section of the sciatic nerve in the left paw. After 3, 7 and 28 days,
slices of the de-nerved soleus muscle and of the opposite paw were extracted and
incubated in the presence of 5 mM of glucose containing [*H]2-deoxyglucose, and 100
uU/mL of insulin, in order to analyze glucose uptake. In a series separately from the
experiment, pancreatic islets of these animals were also isolated and incubated in the
presence of growing concentrations of glucose (2.8; 5.6; 8.6 and 16.7 mmol/L) in order
to analyze static insulin secretion. Whole animals were used as controls. In another
experiment, the test for tolerance to glucose (GTT) was proceeded with. In order to
carry out GTT, the rats received 50% glucose solutions, Ig/Kg of body weight
intravenously (iv). Blood samples were collected for glucose dosing before and 5, 10,

20, 40 and 80 min. after glucose administration. The results of the GTT were assessed
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by determining the areas under the serum glucose curves (AG) during the test, by means
of the trapezoidal methodology, with the aid of the computer program ORIGIN® 6.0.
After the intravenous glucose tolerance test (GTTiv), slices of the hepatic and muscular
(soleum) tissues were separated to determine the glycogenic content. A reduction was
observed in the uptake of glucose (mmol/g.h) in the denervated paw after 3 and 7 days,
but not after 28 days in relation to the control animal paws. There was no significant
difference after 3 and 7 days in glucose uptake by the soleum muscle of the opposite
intact paw in relation to the control. On the other hand, there was increased glucose
uptake in this same paw after 28 days. There was an increase in insulin secretion
(ng/islet/90min) in the glucose concentrations 8.3mM and 16.7mM after 28 days of
denervation, in relation to the same concentrations of the control group respectively.
There was no difference in the area under the serum glucose curve during GTTiv and
the hepatic glycogen content of the groups. However, the muscular glycogen both in the
denerved and whole paw of the 28-day group was reduced after GTTiv. Furthermore,
the glycogen in the denervated paw after 7 days was shown to be lower than that of the
control. These results suggest that immobilization by denervation interferes not only in
the metabolism of glucose in the de-nervated skeletal muscle but also in other tissues.

The mechanisms of this interaction still require further investigation.

Key Words: Insulin secretion, Denervation, Glucose metabolism.
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6.3 INTRODUCAO

A conseqliéncia mais dramatica da desnervacdo € o processo de
hipotrofia que se instala na musculatura esquelética. A hipotrofia € um processo
multifatorial afetando ndo s6 o mecanismo contratil uma vez que gera paralisia
muscular bem como altera o metabolismo muscular diminuindo tanto a atividade das
vias metabdlicas quanto a capacidade de absorver inumeros substratos que dependem e
estdo associados com a sensibilidade a insulina, isto leva a fraqueza muscular e perda de
massa (HUNTER et al., 2002). O mdsculo esquelético tem um papel fundamental na
manutencdo das concentragdes normais da glicose e na regulacdo corporea do
metabolismo de carboidratos. O metabolismo da glicose no musculo esquelético é uma
das vias mais estudadas por correntes de pesquisadores no mundo todo.

Sabe-se que o tecido muscular responsavel pela locomocao necessita de
substratos energéticos, sendo carboidratos e lipidios os principais combustiveis
requisitados pelo tecido muscular (SINACORE & GULVE,1993). Para que a glicose
cumpra o seu papel no musculo esquelético como substrato energético, é necessario que
a glicose seja captada.

A captacdo da glicose pela musculatura esquelética se da através de
diferentes processos. Um deles se inicia com o acoplamento da insulina ao seu receptor

especifico localizado na membrana da célula muscular, e para que isso ocorra, é
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necessaria a secrecdo da insulina pela célula B pancreatica. O processo secretorio da
insulina pela célula B pancreatica €& estimulado por substratos energéticos
metabolizaveis na célula B pancreatica, sendo a glicose o secretagogo mais importante.
A glicose é transportada para o interior da célula B por uma proteina integral de
membrana, denominada transportador de glicose n° 2 (Glut-2). Apos entrar na célula B,
a glicose é fosforilada a glicose-6-fosfato (G-6-P). O destino preferencial da G-6-P na
célula B é a glicdlise (BOSCHERO, 1996). O piruvato formado no citoplasma é
transportado a mitocondria, onde é convertido em Acetil-CoA pela piruvato
desidrogenase (PDH). Subseqgiientemente, a acetil-CoA entra no Ciclo de Krebs levando
a um aumento de nicotinamida adenina de nucleotideo (NADH) e flavina adenina de
nucleotideo (FADH2). O metabolismo de glicose gera ATP e a fragdo de ATP/ADP é
aumentada no citoplasma. Com o aumento da fracdo ATD/ADP, os canais de potassio
se fecham ocorrendo a despolarizacdo da membrana celular que abre canais de calcio,
sensiveis a voltagem. O influxo do calcio para a célula B resulta no processo secretorio
da insulina (PERALES et al., 1991, RADOSAVLJEVIC et al., 2004).

Apdbs a sua secrecdo, a insulina se liga ao seu receptor especifico na
membrana celular das inimeras células onde a musculatura esquelética € a principal
delas. Ao se ligar no receptor especifico na musculatura esquelética, a insulina ativa
maltiplas vias sinalizadoras através da fosforilacdo do residuo de tirosina especifico na
porcdo beta intracelular do receptor de insulina (HIROSE et al., 2001). Este
acoplamento entre a insulina e seu receptor especifico desencadeia uma reacdo em
cascata intracelular que culmina na translocacdo dos GLUT-4 para a membrana e
posterior entrada da glicose na célula. O Segundo processo pelo qual a glicose entra na

célula muscular € pela contracdo que culmina no processo de translocacdo do GLUT-4
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até a membrana plasmatica da célula muscular e posterior entrada da glicose. O terceiro
processo é através do GLUT-1, transportador responsavel pela captacdo da glicose para
a manutencdo do metabolismo basal do tecido muscular. E importante salientar que a
captacdo da glicose atraves do GLUT-1, ndo é dependente da insulina e nem do
processo contratil da musculatura. Apos a glicose ser captada pelos GLUT-4 e ou
GLUT-1, segue-se a via de armazenamento em glicogénio ou via glicolitica (oxidacéo)
para a producéo de energia (ATP). A fungdo do GLUT-1 € captar glicose suficiente para
manter o metabolismo basal do tecido muscular esquelético em repouso (HIROSE et al.,
2001).

Na busca da compreensdo dos processos que levam a resisténcia a
insulina, varios modelos foram propostos nas Ultimas décadas, dentre estes, a
desnervacdo do musculo esquelético. O exato mecanismo molecular de sinalizacdo
intracelular, que é mediado pelo receptor da insulina e que resulta em diversas respostas
bioldgicas, foi apenas parcialmente elucidado nesse modelo de desnervacdo
(BERTELLI et al., 2003).

Segundo Turinsky (1987), o efeito da desnervacdo no metabolismo
muscular é influenciado pela populacgéo de fibras musculares e o fenbmeno da desordem
metabolica provocada pela desnervacgédo inicia-se entre 3 a 6 horas ap0os a seccdo do
nervo. A interrupcdo do nervo que supre 0s musculos esqueléticos resulta no
desenvolvimento da resisténcia a insulina, mostrada primeiramente por Buse e Buse
(1959). Assim, a desnervacdo passou a ser um modelo tecido-especifico de resisténcia a
insulina, uma vez que os sinais da resisténcia ao hormoénio ocorrem somente na
musculatura desnervada, sendo o musculo da pata contralateral utilizado como controle

(BERTELLI et al., 2003).



84

Varios estudos sobre desnervacdo da musculatura esquelética e seu efeito
sobre 0o metabolismo da glicose vem sendo feitos no intuito de elucidar os mecanismos
envolvidos no metabolismo e resisténcia a glicose. No entanto, pouco se sabe sobre 0
efeito da desnervacdo da musculatura esquelética sobre a secre¢do da insulina e a
homeostase glicémica. Este estudo traz uma contribui¢cdo no que se refere a secrecao de
insulina in vitro de animais submetidos a desnervacdo do musculo séleo e o efeito desta

desnervacao na homeostase glicémica.
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6.4 MATERIAL E METODO

Foram utilizados ratos, albinos, Wistar com idade de 3 a 5 meses fornecidos pelo
Biotério da Universidade Estadual Paulista-UNESP, Botucatu, SP. Os animais tiveram
livre acesso ao alimento (racdo Purina para roedores) e & agua “ad libitum”, sendo
submetidos a ciclo fotoperiodico claro/escuro de 12h a temperatura de 23 + 2° C. Os
animais foram tratados de acordo com o Guide for care use of laboratory animals
(National Research Council, 1996).

Para a desnervacdo, os ratos foram anestesiados com pentobarbital
sodico, (Thiopental, ABBOTT, SP), na concentracdo de 50 mg/Kg de peso corporal e
tricotomizados na por¢do posterior das coxas por onde uma porcao do nervo cidtico, de
aproximadamente 1 cm, da pata direita foi seccionada e retirada, segundo o modelo de
desnervacgéao proposto por Coderre et al, 1992.

Os ratos foram divididos em quatro grupos; controle: animais intactos;
desnervado 3 dias: animais analisados ap6s 3 dias da desnervacdo; desnervado 7 dias:
animais analisados apds 7 dias da desnervacgdo e desnervado 28 dias: animais analisados
28 dias apds a desnervacdo. Numa primeira serie de experimentos, o metabolismo da
glicose no musculo séleo isolado foi verificado ap6s sacrificio dos animais por
decapitacdo, em repouso. O musculo foi isolado com o minimo de lesdo possivel e

fatias longitudinais pesando em torno de 25 — 35 mg foram primeiro incubadas por 30
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min a 37° C em banho Maria de Dubinoff (FANEN, MODELO 145) dentro de frasco de
vidro de cintilacdo contendo 1,5 mL de tampdo Krebs-Ringer bicarbonato (NaCl 0,6%;
HEPES 6,64 mM; KCI 0,032% CaCl; 1,14 mM; KH,PO, 0,015%; NaHCO3; 0,19%;
MgSQO, 0,03%) equilibrado com a mistura de 95% O, — 5% CO,, pH 7,4. Apls este
periodo, a fatia muscular foi transferida para um novo frasco de cintilacdo de vidro
(frasco externo) contendo 1,5 mL de tampdo Krebs-bicarbonato enriquecido com
glicose 5,5 mM, contendo [U*C] glicose, 0,25 mCi/mL e [3H+] 2-deoxiglicose (2DG,
0,5 uCi/mL) e insulina (100 uM/mL). Dentro do frasco externo, foi colocado outro
frasco de vidro em formato de concha com uma haste central voltada para cima, (frasco
interno) contendo 700uL de hiamina 10-x. O frasco interno foi fixado pela haste a uma
membrana de borracha redonda através de uma pequena abertura nessa Ultima. O frasco
externo foi fechado por esta borracha e por uma tampa de plastico, de forma que o
frasco interno ficou suspenso a cerca de 1 cm do fundo do frasco externo. O sistema,
contendo as fatias de musculo, foi incubado em banho Maria de Dubinoff por 60 min.
Ap0s este periodo, as fatias musculares foram retiradas do contato com as solugdes. A
liberacdo do CO, foi estimulada pela injecdo de 200 uL de acido tricloroacético (TCA)
25% no frasco externo e o CO; foi captado pela hiamina 10-x do frasco interno durante
mais 3 horas de incubacgdo a 37°C. A incorporacdo da glicose em glicogénio (sintese de
glicogénio) foi determinada pela mensuracio da radioatividade do *“C no precipitado
obtido durante o processo de extragcdo do glicogénio muscular (SJORGREEM et al.,
1938). A oxidacao da glicose foi estimada mela mensuragéo da radiatividade do **C no
liquido contido no frasco interno. A captacdo da glicose (2DG) foi avaliada na fase
alcalina obtida durante o processo de extracdo do glicogénio muscular, pela mensuragéo

da radioatividade do *H+. Toda a medicéo da radioatividade foi feita em contador



87
PACKARD Tricarb 2100 utilizando-se TRITON X-100 com liquido de cintilacdo a
base de tolueno.

Numa segunda série de experimentos, as ilhotas pancreaticas foram
isoladas seguindo-se técnica originalmente descrita por MOSKALEWSKI (1965),
aplicada a pancreas murino por LACY & KOSTIANOVSKY (1967), com as
modificagdes introduzidas por BOSCHERO, DELATRE & SANTOS (1981) e
SUTTON et al.,(1986). Em cada experimento, um a trés ratos foram sacrificados por
concussao cerebral e decapitados para sangria. Apés laparotomia e localizacdo do ducto
biliar comum, esse foi ocluido no extremo distal, junto ao duodeno, e dissecado
proximo ao pediculo hepatico, onde se introduziu uma canula de polietileno no sentido
da desembocadura. Cerca de 8 mL da solu¢cdo de HANKS (HANKS), contendo 8 mg de
colagenase, foram injetados via canula, provocando, por fluxo retrogrado, a divulséo
do tecido acinoso. Procedeu-se, entdo a ablacdo do pancreas, que foi transferido para
tubo de ensaio de vidro (12 x 2 cm) e incubado por cerca de 18 min a 37 °C.

Em seguida, ainda a 37°C, o contetdo foi agitado vigorosamente por um
minuto e vertido em becker. Apds mistura com HANKS (ca. 80 mL), foi lentamente
aspirado e ejetado com seringa (3x ca. 50 mL) e, decantado durante 3 min. O
sobrenadante foi entdo descartado, e 0 sedimento ressuspenso em HANKS (ca. 80
mL). ApGs repetir essa operagdo por quatro vezes, o produto final foi transferido para
placa de Petri, de onde, sob lupa, as ilhotas foram coletadas por aspiracdo com auxilio
de pipeta de vidro de ponta afilada.

As ilhotas isoladas de ratos, pertencentes aos quatros Qrupos
experimentais, foram coletadas alternadamente (grupo de quatro) em placa de

polietileno com 24 pocos contendo, em cada poco, 0,5 mL da solucdo-tampéo de
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KREBS-RINGER suplementada com albumina bovina, a qual adicionou-se glicose ( 5,6
mM). Apds incubacdo por 45 min (pré-incubacio), a 37°C em atmosfera de carbogenio
pH 7,4, a solucdo de KREBS foi substituida por 1,0 mL do mesmo tampéo, contendo
diferentes concentracdes de glicose; 2,8 (G2,8); 5,6 (G5,6); 8,3 (G 8,3); 16,7 (G 16,7)
mmol/L. Procedeu-se a nova incubacao , por 90 min, nas condicdes referidas acima.
Apols este periodo, as placas foram colocadas em freezer (-20) por 10 min e, o
sobrenadante, de cada pocgo, transferido para tubos de polietileno e conservados a -20
OC, até o momento da dosagem da insulina secretada.

A insulina plasmatica e a secretada durante o periodo de incubacao por
ilhotas isoladas foram avaliadas de acordo com o método descrito por HERBERT,
(1965), modificado por SCOTT et al.,(1981).

Em série separada de experimentos, usando ratos nas mesmas condigdes
das séries anteriores, a tolerancia a glicose em vivo foi avaliada através do teste de
tolerancia a glicose intravenosa (GTTiv). Animais de todos 0s grupos receberam
glicose, injetada na veia peniana na concentracdo de 0,5g/mL na dose de 1g9/Kg de peso
corporal. Amostras de sangue (100 ul) foram coletadas a partir da veia femoral em
seringas de 1 mL antes (tempo 0) e apds 5:00, 10:00, 20:00, 40:00 e 80:00 (min:s) da
administracdo da glicose, para determinacdo da glicose sérica. O teste de tolerancia a
glicose, foi calculado de acordo com LUNDBAEK (1962) utilizando-se o programa de
computador ORIGIN® 6.0. Apds o término do GTTiv, aliquotas do tecido hepético e
muscular (muasculo séleo) dos grupos foram transferidas para tubos de centrifuga
(15mL) e, a seguir, digeridos com KOH 30% em banho fervente. Decorrido a digestéo,
adicionou-se 0,2 e 0,1 mL da solucédo de sulfato de s6dio saturada no tecido hepatico e

muscular, respectivamente. Em seguida adicionou-se 7 mL de etanol no tubo contendo
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o tecido hepatico e 3,5 mL no tubo do tecido muscular. Os tubos foram agitados e, a
sequir, centrifugados a 2500 rpm durante 5 min. Ao término da centrifugacdo, retirou-se
0 sobrenadante e resuspendeu-se o conteddo restante com agua destilada para
procedimento de avaliacdo do glicogénio por colorimetria com fenol e &cido sulfarico
(LO SIU et al., 1970).

A andlise estatistica dos dados foi feita através da analise de variancia
seguida do teste de Tukey, onde apropriado. Em todos os casos foi fixado o nivel critico

de 5% (p<0,05).
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6.5 RESULTADOS

Na primeira série de experimentos, observou-se reducdo significativa da
captacdo de glicose pelo muasculo soleo da pata desnervada apos 7 dias, em relacéo ao
grupo controle (figura 1). Por outro lado, ndo houve diferencas significativas na pata
desnervada ap0ds 3 e 28 dias em relacdo ao grupo controle. A captacdo de glicose foi
também avaliada no mdsculo séleo da pata contralateral dos grupos controle e
desnervado apos 3, 7 e 28 dias. Os resultados mostraram que ndo houve alteragdo na
pata contralateral intacta dos animais desnervados apos 3 e 7 dias. Em contrapartida,
verificou-se aumento significativo na captacdo da glicose pelo musculo s6leo da pata
contralateral do animal desnervado apods 28 dias em relacdo ao animal controle (figura
1).

A seguir avaliamos a secrecdo de insulina por ilhotas de Langehans
isoladas de ratos dos quatro diferentes grupos, e incubadas na presenca de
concentragOes crescentes de glicose (2,8 mM, 5,6 mM, 8,3mM e 16,7 mM)(figura 2).
N&o houve diferenga significativa na secregéo da insulina por ilhotas isoladas sob as
concentragfes de 2,8mM e 5,6mM de glicose em relagdo aos quatro grupos. Em
contrapartida, houve um aumento da secrec¢do de insulina estimulada pela glicose nas
concentragcfes de 8,3mM e 16,7mM no grupo desnervado apds 28 dias em relacdo ao

grupo controle, indicando um aumento da sensibilidade & glicose. Por outro lado, ndo
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houve alteracdo na secrecdo da insulina nas concentracfes de 8,3mM e 16,7mM dos
grupos desnervados apos 3 e 7 dias em relacéo ao controle (figura 2).

Apods a confirmagdo da sensibilidade da ilhota de Langerhans aos
procedimentos de desnervacdo do musculo esquelético, realizamos outra série de
experimentos para efetuar o teste de tolerancia a glicose intravenosa nos grupos. Os
resultados do teste foram avaliados pela estimativa da area sob as curvas de glicose
sérica. N@o foi constatada nenhuma alteracdo significativa diferente entre os grupos
(figura 3).

O tecido hepatico e muscular tem importancia excepcional no
metabolismo da glicose, e por esta razdo, verificamos os teores hepatico e muscular de
glicogénio apos o teste de tolerancia a Glicose intravenosa, visando avaliar os efeitos da
glicose exdgena. Os resultados mostraram uma variacdo nao significativa nos estoques
de glicogénio hepatico dos quatro grupos analisados (figura 4).

O mdasculo séleo teve seus estoques de glicogénio diminuidos apds a
sobrecarga de glicose intravenosa em ambas as patas, desnervada e integra, no grupo
desnervado apo6s 28 dias em relacdo ao controle. Foi observada diminuicdo dos estoques
de glicogénio na pata desnervada em relagdo ao controle do grupo desnervado apés 7

dias (figura 5).
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6.6 DISCUSSAO

Neste estudo verificamos que houve variacdo na captacdo da glicose no
musculo séleo induzida pela insulina. Animais ap6s 7 dias de desnervacao, tiveram a
captacdo de glicose diminuida pelo musculo séleo da pata desnervada. Em
contrapartida, a pata contralateral permaneceu com valores proximos aos da pata do
animal controle. Esta diminuicdo da captacdo da glicose pelo masculo apds 7 dias de
desnervacao, esta relatada na literatura. Estudos demonstraram diminuicdo da captacédo
de glicose na musculatura esquelética de ratos desnervado apds 3 dias e 7 dias
(TURINSKI, 1987, HIROSE et al.,2001, TURINSKY & DAMRAU-ABNEY, 1998,
NUNES & MELLO, 2005). O mecanismo pelo qual ocorre a diminuigdo na captacéo de
glicose em masculos de patas desnervados por 3 e 7 dias esta relacionado, em parte, a
alteracdo dos mecanismos internos da cascata de reacdes quimico-enzimaticas que
culminam na translocacdo do transportador de glicose para a membrana plasmatica
(BERTELLI et al., 2003 e HIROSE et al., 2001). Nao houve alteragdo na captacdo de
glicose pelo musculo séleo da pata desnervada ap6s 28 dias. Por outro lado, a captacéo
de glicose pelo musculo séleo da pata contralateral desse mesmo grupo foi
significativamente maior do que a pata do controle intacta. Davis & Karl, 1988,
verificaram em ratos que o transporte de glicose no musculo esquelético desnervado na

presenca de insulina reduzia-se entre o 3° e 7° dia de desnervacdo, aumentava apos 7
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dias e aumentava ainda mais ao 10° dia de desnervacdo. A reducdo no transporte da
glicose em resposta a insulina entre 0 3° e 0 7° dia de desnervacao sugere resisténcia a
insulina no musculo esquelético desnervado, com um retorno da resposta normal a
insulina a partir do 10° dia desnervado (DAVIS, T.A. & KARL, I. E, 1988).

A desnervacdo inibe maltiplos aspectos do metabolismo da glicose na
musculatura esquelética, além da captacdo da glicose, incorporacdo da glicose em
glicogénio, conteudo da glicose-6-fosfato e atividade da enzima glicogénio sintase
(BURANT et al., 1984). Essas mudancas tém sido atribuidas as perdas do fator tréfico
derivado do nervo e/ou da estimulacdo elétrica pelo nervo (DAVIS, T. A. & KARL,
I.E., 1988).

O mdsculo esquelético tem um papel essencial na manutencdo da
homeostase glicémica (WALLBERG-HENRIKSSON, 1987). A variacdo das
concentracOes da glicose na corrente sanguinea é o fator mais importante na inducéo da
secrecdo da insulina pela célula beta pancreatica (HERBER et al., 2001). A desnervagéo
da musculatura esquelética altera a dinamica de captacdo periferica da glicose podendo
influenciar a concentracdo da glicose na corrente sanguinea e, com isso, afetar o
processo secretorio na célula beta pancreética.

Analisamos, entdo, a secrecdo da insulina de ilhotas de Langerhans
isoladas dos grupos experimentais sob concentragdo crescentes de glicose. O aumento
de secrecdo de insulina no grupo desnervado ap6s 28 dias nas concentra¢@es 8,3 mM e
16,7mM, em relacdo ao grupo controle mostrando um aumento da resposta da ilhota a
concentracOes elevadas de glicose. A resisténcia a insulina observada em musculo
desnervado desenvolve-se rapidamente pela diminuicdo do transporte de glicose

estimulado pela insulina observado em poucas horas ap6s ter sido desnervado
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(WALLBERG-HENRIKSOON, 1987, WILKES, J., and BONEM A., 2000). No
entanto, a expressdo de GLUT-1 na membrana celular de animais submetidos a
desnervacdo da musculatura esquelética é aumentada. Este aumento ocorre devido a
inibicdo da proteina quinase C a qual favorece o aumento da expressdo do GLUT-1. O
aumento de transportadores GLUT-1 na membrana da célula muscular, € uma
importante tentativa de melhorar a captacdo da glicose e restabelecer a homeostase
glicémica. No entanto, esta tentativa de aumentar a captacdo da glicose pelo musculo
através do GLUT-1 ndo é suficiente para restabelecer a homeostase glicémica ante a
desnervacdo (HUNTER et al., 2002, BOSCH et al., 2003, GASTER et al., 2000). A
tentativa de restabelecimento da homeostase glicémica parece ser complementada pelo
aumento da resposta das células beta, a glicose, o que facilita a secre¢do do horménio.
Para avaliar a homeostase glicémica “in vivo”, submetemos 0s animais
ao teste de tolerdncia a glicose intravenosa e analisamos os conteddos de glicogénio
hepatico e muscular apés o0 GTTiv. N&o houve alteracdo nos valores da area sob a curva
de glicose sérica durante o GTTiv. Isso indica preservacdo da homeostase glicémica. O
Contetdo do glicogénio hepatico ap0s a sobrecarga intravenosa de glicose, também néo
foi afetado. No entanto, o contetdo de glicogénio do musculo séleo de ambas as patas
do grupo desnervado apds 28 dias como a pata desnervada ap6s 7 dias foram
diminuidas. Estes resultados mostram que os efeitos sistémicos e alteracbes no
metabolismo da glicose no musculo sdleo decorrentes da desnervagdo sdo conflitantes e

intrigantes, necessitando de maiores investigagao.
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6.7 CONCLUSAO

O conjunto de resultados do presente estudo € indicativo de que a
desnervacao do musculo esquelético além de provocar alteracGes locais no metabolismo
da glicose produz alteracfes em outros tecidos. Essas alteracBes incluem aumento da
sensibilidade das ilhotas de Langerhans a concentragdes de glicose acima dos basais.
Essa alteracdo observada nas ilhotas pode ser util na preservacdo da homeostase

glicémica.
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Figura 1: Captacéo de glicose pelo musculo séleo isolado (média + erro padréo) de ratos.
O sinal (D) refere-se a pata desnervada enquanto que o sinal (I) refere-se a pata
contralateral integra dos mesmos animais. Controle refere-se a animais integros. Valores
expressos como média + erro padrdo da média. (*) Diferenca significativa, P< 0,05 em
relacdo ao grupo controle. n = 7 a 10 fatias musculares por grupo.

40 [] 2,8 mmol/L de Glicose
[] 5,6 mmol/L de Glicose
B 8.3 mmol/L de Glicose

30 16,7 mmol/L de Glicose
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Figura 2: Secrecdo de insulina por ilhotas pancreaticas isoladas de ratos e incubadas em
presenca de concentragdes crescentes de glicose (2,8; 5,6; 8,6 e 16,7 mmol/L) Controle
refere-se ao animal integro. Valores expressos como média + erro padrdo. (*) Diferenca
significativa, P< 0,05 em relagédo ao grupo controle. n = 6.
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Figura 3: Area sob a curva da glicose sérica durante o teste de tolerancia a glicose.
Valores expressos como média + erro padrdo da media. (*) Diferenca significativa,
P< 0,05 em relacdo ao rato controle. n =5 a 10 ratos por grupo.
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Figura 4: Teor de glicogénio hepatico dos ratos (média + erro padrdo) ap6s 60 minutos
da administracdo da Glicose (1mL/Kg), via intravenosa. Controle refere-se a animais
integros. Valores expressos como média + erro padrdo da média. (*) Diferenca
significativa, P< 0,05 em relacéo ao rato controle. n =5 a 10 ratos por grupo.
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Figura 5: Teor de glicogénio pelo musculo s6leo apds GTT (média + erro padrdo) de
ratos. O sinal (D) refere-se a pata desnervada enquanto que o sinal (I) refere-se a pata
contralateral integra dos mesmos animais. Controle refere-se a animais integros.
Valores expressos como média + erro padrdo da média. (*) Diferenga significativa, P<
0,05 em relagéo ao grupo controle. n = 10 a 19 fatias musculares.
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7. DISCUSSAO GERAL

Neste estudo, verificamos que animais apés 7 dias de desnervacao,
tiveram a captacdo de glicose diminuida pelo musculo séleo da pata desnervada. Em
contrapartida, a pata contralateral permaneceu com valores proximos aos da pata do
animal controle, igualmente ocorrido com a pata desnervada apds 28 dias. Por outro
lado, a captacdo de glicose pelo musculo s6leo da pata contralateral desse mesmo grupo
foi significativamente maior do que a pata do animal controle. Estudos demonstraram
diminuicao da captacdo de glicose na musculatura esquelética de ratos desnervado apés
3 dias e 7 dias (TURINSKI, 1987; HIROSE et al., 2001; TURINSKY & DAMRAU-
ABNEY, 1998). O mecanismo pelo qual ocorre a diminui¢ao na captagédo de glicose em
musculos de patas desnervados por 3 e 7 dias esta relacionado, em parte, a alteracdo dos
mecanismos internos da cascata de reagdes quimico-enzimaticas que culminam na
translocacdo do transportador de glicose para a membrana plasmatica (BERTELLI et
al., 2003 e HIROSE et al., 2001). Davis & Karl (1988), verificaram em ratos que 0
transporte de glicose no masculo esquelético desnervado na presenga de insulina
reduzia-se entre 0 3° e 7° dia de desnervacdo, aumentava apés 7 dias e aumentava ainda
mais ao 10° dia de desnervacdo. A reducdo no transporte da glicose em resposta a

insulina entre 0 3° e 0 7° dia de desnervacdo sugere resisténcia a insulina no masculo
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esquelético desnervado, com um retorno da resposta normal a insulina a partir do 10°
dia desnervado (DAVIS & KARL, 1988).

A oxidacdo da glicose sofreu uma diminuicdo na pata do animal
desnervado apos 7 dias (figura 02, Cap I). Este dado sugere comprometimento da
utilizacdo da via glicolitica pela glicose. Parece haver recuperagdo da utilizacdo desta
via no musculo soleo de animais desnervados apés 10 dias (DAVIS & KARL, 1988).
Esta informacéo foi confirmada no presente estudo, pois apos 28 dias de desnervacéo,
os valores referentes a oxidagédo da glicose no masculo séleo foram normalizados.

Segundo Wallis et al. (1999), o declinio da atividade do glicogénio
sintase ou fosforilase no musculo desnervado € um dos responsaveis pela atrofia. Esta
atrofia ocorre em menor ou maior grau dependendo do tipo de fibra muscular em
questdo. Nossos dados referentes a sintese de glicogénio mostram que houve
diminuicao neste parametro tanto na pata desnervada quanto na contralateral 3 e 7 dias
apos a desnervacdo. Por outro lado, a sintese de glicogénio ap6s 28 dias aumentou em
relacdo ao controle.

Nossos resultados mostraram alteracdo no estoque de glicogénio no
tecido hepético dos ratos submetidos a desnervacdo em relacdo aos controles apos
administracdo de insulina exdgena. O aumento significativo do contetdo de glicogénio
hepético de ratos apos 3 e 7 dias de desnervagdo em relacdo aos controles e apos 28 dias
de desnervacdo, sugere aumento na sensibilidade hepéatica ao horménio nos ratos
submetidos a desnervagao. Este fendmeno parece relacionado a duragdo da desnervag&o.
A taxa de remocdo da glicose sanglinea apds administracdo da insulina exdgena foi
significativamente maior nos ratos apdés 28 dias de desnervacdo em relacdo aos

controles e aos valores observados apds 3 e 7 dias de desnervacdo. O comportamento da
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glicose circulante observado durante o teste de tolerancia a insulina parece refletir
adaptac6es em longo prazo do organismo como um todo a imobilizagdo parcial imposta
pela desnervacdo do musculo esquelético. O aumento observado na taxa de remocéo da
glicose sanguinea em resposta a insulina, apos 28 dias de desnervacgdo, provavelmente
relaciona-se ao aumento da sensibilidade ao hormoénio na musculatura integra, conforme
sugerem os resultados a captacdo de glicose pelo mdsculo séleo isolado da pata
contralateral dos ratos submetidos a desnervacao.

A contracgdo e a insulina tém um efeito aditivo no transporte da glicose
no masculo esquelético, sugerindo que os dois agem estimulando vias parcialmente
independentes (IHLEMANN et al., 1999). O treinamento fisico aumenta a expressdo de
Glut-4 na musculatura esquelética e melhora a tolerancia a glicose e a acéo da insulina
no organismo como um todo (CHIBALIN, et al., 2000). Exercicio tem multiplos efeitos
no metabolismo da glicose e na expressdo génica. No entanto, pouco se conhece sobre 0
mecanismo pelo qual a atividade fisica, aumenta a responsividade a insulina e ao
transporte da glicose no musculo esquelético (CHIBALIN, et al., 2000). O exercicio
fisico € um estimulo para a regulacdo de processos metabdlicos e transcripcionais na
musculatura esquelética favorecendo tanto a captacdo de glicose quanto a sintese
protéica que sdo fundamentais para a homeostase muscular (SAKAMOTO &
GOODYEAR, 2002). Neste trabalho pudemos observar que o aumento da captagdo de
glicose foi evidente no musculo séleo de animais controle submetidos a natagdo e este
aumento foi também verificado no masculo séleo da pata contralateral e desnervada dos
animais que foram submetidos ao exercicio de natagdo. Estes dados sugerem que 0s
mecanismos de sinalizacdo interna da musculatura esquelética, que proporcionam a

captacdo da glicose provavelmente sdo recuperados nos animais desnervados depois de
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um periodo de 28 dias, e que o exercicio fisico tem um papel fundamental na melhora
da captacdo da glicose no musculo soleo. Isso provavelmente é devido ao aumento da
sensibilidade a insulina proporcionada pela atividade fisica.

A regulacdo da captacdo da glicose na musculatura esquelética ocorre de
varias maneiras, onde a insulina, a atividade metabolica do tecido e a atividade contrétil
das fibras musculares sdo fundamentais. No musculo, a insulina promove a translocacédo
de Glut-4 para a membrana celular, elevando a captacdo de glicose que pode ser
oxidada ou direcionada para a formacdo dos estoques de glicogénio (KLIP &
MARETTE, 1992). Por essa razdo, foram analisadas a oxidacdo da glicose e a
incorporacdo da glicose em glicogénio. A oxidacdo da glicose na musculatura
esquelética foi aumentada nos animais submetidos ao exercicio fisico por natacdo tanto
na pata contralateral quanto na pata desnervada. Igual fenémeno foi observado nas patas
dos animais controles treinados. Estes dados estdo de acordo com a literatura que indica
melhoria do condicionamento aerébio com o exercicio moderado (MATZINGER et al.,
2002). No entanto, ndo houve diferenca na oxidacdo da glicose entre os animais
controle e os animais desnervados apos 28 dias mantidos sedentarios. Por outro lado, a
incorporacdo da glicose em glicogénio foi diminuida nos animais que foram submetidos
a atividade fisica tanto no grupo controle quanto no grupo desnervado apés 28 dias, em
relacdo ao controle e ao grupo desnervado ap6s 28 dias mantidos sedentarios. Estes
resultados demonstram a priorizacdo da via glicolitica no exercicio em detrimento a
sintese de glicogénio.

Mudancas bioquimicas observadas na desnervagdo incluem variacdo na
concentracdo e na atividade de enzimas envolvidas na glicolise e na fosforilacdo. O

aumento da concentracdo de AMPc, proteina quinase dependente de AMPc e da
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atividade da adenilciclase séo verificadas em musculo desnervado como também uma
reducdo da atividade da glicogénio sintase e na glicogénio fosforilase (FROSTICK,
1995; WALLIS et al., 1999). Essas mudancas se iniciam ap6s poucas horas de
desnervacdo da musculatura esquelética e variam de acordo com o tipo de fibra
muscular. No entanto, os resultados obtidos neste experimento nos animais sedentarios
com relacdo a oxidagdo e a incorporacdo da glicose em glicogénio demonstram que
houve recuperacdo dos processos metabolicos que envolvem a glicose no desnervado
crénico.

O mdsculo esquelético tem um papel essencial na manutencdo da
homeostase glicémica (WALLBERG-HENRIKSSON, 1987). No entanto, a variacdo
das concentracOes da glicose na corrente sanguinea € o fator mais importante na indugéo
da secrecdo da insulina pela célula beta pancredtica (HABER et al., 2001). A
desnervacdo da musculatura esquelética altera a dinamica de captacdo periférica da
glicose podendo influenciar a concentracdo da glicose na corrente sanguinea e, com
isso, afetar o processo secretorio na célula beta pancreética.

Analisamos entdo a secrecdo da insulina de ilhotas de Langerhans
isoladas dos grupos experimentais sob concentracao crescente de glicose. O aumento de
secrecdo de insulina no grupo desnervado ap6s 28 dias nas concentracdes 8,3 mM e
16,7mM, em relagéo ao grupo controle mostra um aumento de sensibilidade da ilhota a
concentracOes elevadas de glicose. A resisténcia a insulina observada em musculo
desnervado desenvolve-se rapidamente pela diminuicdo do transporte de glicose
estimulado pela insulina observado em poucas horas ap6s ter sido desnervado
(WALLBERG-HENRIKSOON, 1987, WILKES, J., & BONEM A., 2000). No entanto,

a expressédo de GLUT-1 na membrana celular de animais submetidos a desnervagéo da
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musculatura esquelética é aumentada. Este aumento ocorre devido a proteina quinase C
a qual favorece o aumento da expressdo do GLUT-1. O aumento de transportadores
GLUT-1 na membrana da célula muscular, ¢ uma importante tentativa de melhorar a
captacdo da glicose e restabelecer a homeostase glicémica. No entanto, esta tentativa de
aumentar a captacdo da glicose pelo musculo através do GLUT-1 néo é suficiente para
restabelecer a homeostase glicémica local ante a desnervacdo (HUNTER et al., 2002,
BOSCH et al., 2003, GASTER et al., 2000).

A tentativa de restabelecimento da homeostase glicémica parece ser
complementada pelo aumento da resposta das células B a glicose, o que facilita a
secrecdo do hormonio. Essa hipotese € confirmada pela resposta glicémica dos animais
ao teste de tolerancia a glicose intravenosa, um vez que ndo houve diferenca nos valores
da area sob a curva de glicose sérica durante o GTTiv entre os grupos avaliados. 1sso

indica preservacao da homeostase glicémica.
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8. CONCLUSAO GERAL

O conjunto dos resultados dos 3 estudos apresentados € indicativo de que
a imobilizacdo pela desnervacdo do mausculo esquelético ndo somente provoca
alteragdes metabdlicas locais como pode interferir no metabolismo da glicose pelo
organismo como um todo. Entre as alteracfes sistémicas, houve aumento da resposta
das ilhotas de Langerhans a concentracGes elevadas de glicose. Essa alteracdo observada
nas ilhotas pode ser Util na preservacdo da homeostase glicémica.

Além disso, o exercicio melhorou o aporte e a utilizacdo da glicose no
musculo desnervado assim como influenciou a resposta “in vivo” a insulina pelo
animal. Desta forma, ratos submetidos a imobilizacdo parcial por desnervacdo do
musculo esquelético podem constituir um modelo Gtil ao estudo da homeostase

glicémica sob condicéo de imobilizacéo.
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10. ABSTRACT

This study aimed to analyze the metabolism of glucose in the soleus muscle of rats
submitted to denervation, as well as the response of the animal as a whole to exogenous
insulin and to exercise. To do this, 3 experiments were carried out. In the first, adult rats
(3 to 5 months old) were submitted to section of the sciatic nerve in the right paw. A
reduction was observed in the uptake of glucose by the isolated soleum muscle of the
denervated paw after 3 and 7 days, but not after 28 days in relation to the whole control
animals. There was no difference after 3 and 7 days in glucose uptake by the soleum
muscle of the opposite paw in relation to the control animal. There was increased
glucose uptake in this same paw 28 days after denervation. The rate of glucose removal
in response to exogenous insulin after 28 days of denervation was higher than that of
whole control animals and those observed after 3 and 7 days of denervation. In the
second experiment, rats in the same conditions, after 48 h of denervation started a
swimming program 1h/day, 5day/week, for 28 days. The denerved rats submitted to
exercise showed a higher blood glucose removal rate in response to exogenous insulin
compared to the sedentary and whole control animals. Exercise raised the uptake and
oxidation of glucose by the opposite muscle and by the denervated one, as well as by
the muscles of the whole control animals. These results suggest that restricted

alterations of the muscular glucose metabolism influenced the glycemic homeostasis of
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the animal. Furthermore, exercise improved the uptake and use of glucose in the
denerved muscle. In the third experiment, adult rats in the same conditions as in the first
study, had an assessment made of their insulin secretion by isolated pancreatic islets,
incubated in the presence of growing concentrations of glucose (2.8; 5.6; 8.3 and 16.7
mM). There was an increase in insulin secretion at the glucose concentrations of 8.3 and
16.7. mM after 28 days of denervation, in relation to the same concentrations of the
whole control group. These results indicate an increase in the sensitivity of the islet with
high glucose concentrations, which may be useful in the presence of glycemic
homeostasis. The set of results of the 3 studies suggest that immobilization by
denervation interferes not only in the metabolism of glucose in the denervated skeletal
muscle but also in other tissues. The mechanisms of this interaction still require further

investigation.

Key Words: Denervation, Glycidic Metabolism and Skeletal Muscle
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GLUCOSE METABOLISM IN RATS SUBMITTED TO
SKELETAL MUSCLE DENERVATION

Wilton Marlindo Santana Nunes* and Maria Alice Rostom de Mello.
Department of Physical Education, Bioscience Institute, State
Paulista University — UNESP(“Universidade Estadual Paulista”)
Rio Claro - SP, Brazil

ABSTRACT

This study analyzed the local and systemic effects of immobilization by denervation of the skeletal muscle
on glucose metabolism. The rats were submitted to section of the right paw sciatic nerve. A reduction
was observed in glucose uptake by the isolated soleus muscle of the denervated paw after 3 and 7 days,
but not after 28 days in relation to the control animals. There was no difference after 3 and 7 days in
glucose uptake by the soleus muscle of the opposite intact paw in relation to the control. There was
increased glucose uptake in the same paw 28 days after denervation. The rate of glucose removal in
response to exogenous insulin after 28 days of denervation was significantly higher than in control
animals and those observed after 3 and 7 days of denervation. These results suggest that immobilization
by denervation interferes not only in glucose metabolism in the skeletal muscle involved but also in other
tissues.

Key Words: Denervation, Glucose metabolism, Skeletal muscle.

elucidated in the denervation model
(Bertelli et al., 2003). It is known that the
immobilization of skeletal muscle by
denervation causes  several local

INTRODUCTION

It is known that glucose is an important
energy substrate for the organism and

therefore, its utilization has been exhaustively
studied in various physiological and
pathological situations. Peripheral insulin
resistance is characterized mainly by the
decreased glucose uptake by the skeletal
muscle (Doherty et al., 1997). The decrease in
glucose uptake is associated with failures both
in the hormone coupling mechanism to its
specific receptor and in the post-receptor
events (Saad, 1994). Many efforts have been
dedicated to understand the mechanisms of
insulin action since its discovery in 1921. In
the search for understanding the processes
that lead to insulin resistance, various models
have been proposed over the last few decades,
among these, denervation of the skeletal
muscle. The exact intracellular signaling
mechanism, which is mediated by the insulin
receptor and results in various  biological
responses, was partially

* Author for correspondence

alterations, in which glucose uptake and
glycogen synthesis are diminished (Smith
et al., 1988, Lin et al., 2002) as well as
sensitivity to insulin (Sowell et al., 1989).
There is a reduction in the activity of the
regulatory pathways of glucose
metabolism and genic expression of the
glucose transporters (Elmerndorf et al.,
1997), associated with the process of
atrophy (Coderre et al., 1992; Henriksen et
al., 1991). In the skeletal muscle, glucose
transport is mediated by the glucose
transporter protein  GLUT-4. Insulin
increases glucose transport by the
translocation of GLUT-4 molecules
coming from intracellular deposits to the
plasma membrane (Guma et al., 1995).
According to Turinsky, 1987, the effect of
denervation on the muscle metabolism is
influenced by the population of muscle
fibers.



The metabolic disorder caused by the
denervation starts between 3 and 6 hours after
section of the nerve. As the signs of resistance
to insulin occur only in the denervated
musculature, the opposite paw muscle is used
as control in the skeletal muscle denervation
model. (Hofmann, 1987). Since the first
demonstration that the interruption of the
nerve that supplies the muscle results in
insulin resistance (Buse and Buse, 1959),
denervation has been used as tissue specifc
model of insulin resistance (Day et al., 2001,
Paassen-ljkema et al., 2002, Bertelli et al.,
2003). On the other hand, few studies address
the effects of the muscular alterations arising
from immobilization by denervation on the
maintenance of glucose homeostasis by the
organism as a whole. Skeletal muscle and
adipose tissue are the two main sites of
hypoglycemic action of insulin and together
compose almost 65% of the body weight
(Guyton and Hall, 2000). Thus, any alteration
in sensitivity and/or responsiveness of these
tissues to the hormone may impair glucose
homeostasis. Therefore, this study analyzes
the local and systemic effects of
immobilization by denervation of the skeletal
muscle on the glucose metabolism of rats, to
verify if the model is adequate to studies on
glucose homeostasis under condition of
partial immobilization.

MATERIALS AND METHODS

Male wistar albino rats aged from 3 to 5
months supplied by the UNESP experimental
animal facilities were used in the present
experiment. The animals had free access to
food (Purina for rodents) and water, being
submitted to a photoperiodic light/dark cycle
of 12 h at a temperature of 25°C. For
denervation, the rats were anesthetized with
sodium pentobarbital, (Thiopental, ABBOTT,
SP), at a concentration of 50 mg/K of body
weight, and tricotomized in the posterior
portion of the thighs from which a portion of
the sciatic nerve from the right paw was
sectioned and removed, according to the
denervation model proposed by Coderre et al.,
1992. For the experiments, the animals were
divided into 4 groups: 1)Control: intact
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animals; 2)Denervated 3 days: analyzed 3
days after denervation; 3)Denervated 7 days:
analyzed 7 days after denervation;
4)Denervated 28 days: analyzed 28 days after
denervation. In a first series of experiments,
glucose metabolism in the isolated soleus
muscle was checked after sacrificing the
animals by decapitation. The muscle was
isolated with the minimum possible lesion
and longitudinal strips weighing 25 — 35 mg
(wet weight) were first incubated for 30 min
at 37°C in a Dubinoff water bath (FANEN,
MODEL 145), inside glass scintillation vials
containing 1.5 mL of a Krebs bicarbonate
buffer (NaCl 0.6%; HEPES 6.64 mM; KCI
0.032%; CaCl, 1.14mM; KH,PO, 0.015%;
NaHCO; 0.19%; MgSO, 0.03%) equilibrated
with a mixture of 95%0,-5%CO0O,, pH 7.4.
After this time, the muscle strips were
transferred to new glass scintillation vials
(outer vials) containing 1.5 mL of Krebs-
bicarbonate buffer supplemented with glucose
55 mM, containing [UYC]glucose (0.25
mCi/mL) and [3H+] 2-deoxiglucose (2DG,
0.5 uCi/mL) and insulin (100 pU/mL). Inside
these scintillation vials, other glass vials
(inner vials), which are formed like a scoop
with an upwards-directed straight shaft,
containing 700uL of hyamine 10-x were
installed. The shafts of the inner vials were
squeezed about 1 cm through a small hole in a
round rubber membrane. The outer vials were
sealed with the rubber membrane and lacked
with plastic rings. This system, containing the
muscle strips, was incubated in the dubinoff
water bath for 60 min. The release of CO,
was stimulated by the injection of 200 pL of
tricloroacetic acid (TCA) 25% into the outer
vials and the CO, was trapped in hyamine 10-
X during a further 3 h incubated at 37°C.
Lactate production was determined by
measuring the radioactivity of the **C in the
outer vial incubation medium after separation
of the substrate using Dowex-2 ion exchange
columns. Glucose incorporation to glycogen
(glycogen synthesis) was determined by
measuring the radioactivity of the *C in the
precipitated obtained during muscle glycogen
extraction process (Sjorgreen et al., 1938).
Glucose oxidation was estimated by the
measurement of the radioactivity of the *C in
the inner vial liquid. Glucose (2DG) uptake



was evaluated in the alkaline phase obtained
during muscle glycogen extraction process,
by measuring the radioactivity of the 3H+.
All measurement of radioactivity were made
in a PACKARD Tricarb 2100 scintillation
counter, in a TRITON X-100 toluene-based
scintillant (Silva et. al., 2000). Intravenous
insulin tolerance test (ittiv) was carried out in
a second series of experiments. Animals from
all the groups received insulin (mixed regular
purified), injected in the penial vein at the
concentration of 1UI/mL in the dose of
1UI/Kg of body weight. Blood samples (100
uL) were collected from the femoral vein in 1
mL syringes before (time 0) and after 2:30,
5:00, 10:00, and 20:00 (min) of the
administration of insulin, for serum glucose
determination.  The glucose removal rate
(Kitt), during the insulin tolerance test was
calculated according to Lundbaek, 1962,
using the computer program ORIGIN® 6.0.
After 60 min, of insulin infusion for the ittiv,
the rats were sacrificed by decapitation for the
removal of liver fragments, to analyze the
effects of the administration of exogenous
insulin on the glycogen contents (Lo et al.,
1970). Statistical analysis of the data was
done by the analysis of variance followed by
the Tukey test, wherever appropriate. In all
the cases, the critical level of 5% (p<0.05)
was fixed.

RESULTS

In the first series of experiments, a significant
reduction was observed in glucose uptake by
the soleus muscle of the denervated paw after
7 days, in relation to the control group (Figure
1). On the other hand, there were no
significant differences in the denervated paw
after 3 and 28 days in relation to the control
group. Glucose uptake was also assessed in
the soleus muscle of the opposite paw in
control and denervated animals groups after
3, 7 and 28 days. The results showed that
there was no alteration in the intact opposite
paw of the denervated animals after 3 and 7
days. On the other hand, a significant increase
was observed in glucose uptake by the soleus
muscle of the opposite paw of the denervated
animal after 28 days, in relation to the control

138

animal (Figure 1). In addition, glucose
oxidation and glycogen synthesis by the
isolated soleus muscle were analyzed. There
was no difference in glucose oxidation

between the animals denervated
8- [] Control
[ Denervated 3 days
7. M Denervated 7 days
Il Denervated 28 days
6 *

Glucose Uptake [umol/g(wet weight).h]
D

+
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Figure 1 - Glucose uptake by the soleus muscle
(mean + standard error) for rats in all groups. The
(+) sign refers to the denervated paw, while the (-)
sign refers to the opposite paw of the same
animals. Control refers to intact animals. (*)
Significant difference, P< 0.05 in relation to
control group. n =7 to 10 muscle strips per group.

paws after 3 and 28 days, and neither in the
opposite soleus of denervated animals after 3,
7 and 28 days in relation to the control
animal. On the other hand, glucose oxidation
diminished in the denervated paw after 7 days
(Figure 2).
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Figure 2 - Glucose oxidation by the soleus muscle

(mean + standard deviation) in rats of all groups.

The (+) sign refers to the denervated paw while

the (-) sign refers to the opposite paw of the same

animals. Control refers to intact animals. (*)
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Significant difference, P< 0.05 in relation to the
control group. n = 8 to 10 muscle strips.

With regard to glycogen synthesis, there was
a decrease in the animals’ denervated and
opposite paws after 3 and days, and increase
in the animals’ denervated and opposite paws
after 28 days in relation

to the control rat (Figure 3).
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Figure 3 - Glycogen synthesis by the soleus
muscle (mean + standard error) in rats of all
groups. The (+) sign refers to the denervated paw
while the (-) sign refers to the opposite paw of the
same animals. Control refers to intact animals. (*)
Significant difference, P< 0.05 in relation to the
control group. n = 10 to 13 muscle strips.

14+ (] Control

1 1 [[] Denervated 3 days
§ ' [ Denervated 7 days
=) M Denervated 28 days
g 10-
g 4
< 8 : *
g I
:
o |
o 4+
S .
E o

0

Figure 4 - Liver glycogen content (mean +
standard error) after 60 minutes of insulin
(1UI/Kg).  Administration  intravenously  to
animals of all the groups. Control refers to intact
animals. (*) Significant difference, P< 0.05 in
relation to the control rat. n = 5 to 10 rats per

group.
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In the second series of experiments, the rate
of blood glucose removal (Kitt) was assessed
in rats submitted to an intravenous insulin
tolerance test (ittiv). The results obtained are
described in Figure 5. The animals Kitt values
after 28 days of denervation were
significantly higher than those of the control
animals and those after 3 and 7 days of

denervation (Figure 5). The liver is
exceptionally  important  in  glucose
metabolism, and for this reason, liver

glycogen contents were checked after the
intravenous insulin tolerance test, with the
aim of assessing the effects of exogenous
insulin.

6,5 (] Control
[ Denervated 3 days
6,0 M Denervated 7 days
Il Denervated 28 days
5,5 T
£ 5,01
Y
4,5 1
4,0 1
35—
0,0 11 o I

Figure 5 - Blood glucose removal rate (Kitt),
during tolerance to insulin test (mean + standard
error) in rats of all the groups. Control refers to
whole animals. (*) Significant difference, P< 0.05
in relation to the control rat. n = 8 to 10 animals
per group.

The results showed an increase in the
denervated animals liver glycogen stocks
after 3 and 7 days in relation to the control
animals. However, there was no alteration in
these contents in animals after 28 days of
denervation (Figure 4).

DISCUSSION

In this study, it was found that glucose uptake
by the soleus muscle, induced by insulin,
underwent variation among the groups. After
7 days of denervation, the animals had
diminished glucose uptake by the soleus
muscle of the denervated paw. On the other
hand, the opposite paw continued to show



values close to those of the control animal.
This reduction in glucose uptake by skeletal
muscle after 7 days of denervation is reported
in the literature. Studies have show in
decreased glucose uptake in the denervated
skeletal muscle of rats after 3 days and 7 days
(Turinsky, 1987, Hirose et al., 2001, Turinsky
& Damrau-Abney, 1998). The mechanism by
which the reduction in glucose uptake occurs
in denervated muscle for 3 and 7 days is
partly related to the alteration of the internal
chemical-enzymatic cascade reaction
mechanisms, which culminate in the
translocation of the glucose transporter to the
plasma membrane (Bertelli et al., 2003 e
Hirose et al., 2001). There was no alteration
in the glucose uptake by the soleus muscle of
the denervated paw after 28 days. On the
other hand, glucose uptake by the soleus
muscle of the opposite paw of this same
group was significantly higher than that of the
intact control group. Davis & Karl, 1988,
found that glucose transport in the rat
denervated skeletal muscle in the presence of
insulin is reduced between the 3" and 7" day
of denervation, increased after 7 days and
increased even more on the 10" day of
denervation. The reduction in glucose
transport in response to insulin between the
3 and the 7" day of denervation suggests
resistance to insulin in the denervated skeletal
muscle, with a return of the normal response
to insulin from the 10" day on (Davis & Karl,
1988). Denervation inhibits multiple aspects
of glucose metabolism in the skeletal muscle,
apart from the uptake, among them:
incorporation of the glucose in glycogen,
glucose-6-phosphate content and activity of
the glucogen synthase enzyme (Burant et al.,
1984). These changes have been attributed to
the losses of the trophic factor derived from
the nerve and/or the electrical stimulation by
the nerve (Davis & Karl, 1988). Glucose
oxidation was diminished in the animal’s
denervated paw after 7 days (Figure 2). This
datum suggests that the use of the glycolitic
path by glucose was affected. There is a
recovery of the use of this path in the soleus
muscle of denervated animals after 10 days
(Davis & Karl, 1988). This latter information
was confirmed in this study, because after 28
days of denervation, the values of glucose
oxidation by the soleus muscle returned to
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normal. Muscle atrophy is generally evident
after the 3rd day of denervation and
considerably greater on the 7th day of
denervation. According to Wallis et al., 1999,
the decline in glycogen synthetase or
phosphorilase activity in the denervated
muscle is among the factors responsible for
the atrophy. This atrophy occurs to a greater
or lesser extent depending on the type of
muscle fiber. The data in this study with
reference to glycogen synthesis, show that
there was a decrease in this parameter both in
the denervated paw and the opposite 3 and 7
days after denervation. On the other hand,
glycogen synthesis after 28 days increased in
relation to the control. In summary, the results
of this study, with reference to glucose
metabolism in the denervated skeletal muscle,
confirm and broaden information already
described in the literature. Once the suitability
of the model had been established, one
proceeded with analyzing the effect of
denervation of the skeletal muscle on the
animal’s glucose homeostasis. To do this,
blood glucose removal rate (Kitt) as well as
liver glycogen contents after “in vivo”
administration of exogenous insulin were
evaluated. The results of this set of
experiments showed alteration in the liver
glycogen stock of the rats submitted to
denervation in relation to the controls after
exogenous insulin  administration.  The
significant increase in the liver glycogen
content of rats after 3 and 7 days of
denervation in relation to the controls and the
decrease after 28 days of denervation, suggest
an alteration in liver sensitivity to the
hormone in the rats submitted to denervation.
Taken together, the results obtained in the
soleus muscle and in the liver suggest an
intrincated metabolic association between
liver glycogen content after 3, 7 and 28 days
and muscle glucose uptake and glycogen
synthesis rates. The higher the liver glycogen
stores, the lower the muscle glucose uptake
and glycogen synthesis rates, as occurred
after 3 and 7 days after denervation. The
opposit phenomenon was observed 28 days
after denervation. Further investigation is
required on the basis for this metabolic
association. The blood glucose removal rate
(Kitt) in response to exogenous insulin
administration was significantly higher in the



rats after 28 days of denervation in relation to
the controls and to the values observed after 3
and 7 days of denervation. Circulating
glucose profile observed during the insulin
tolerance test seems to reflect long term
adaptations of the organism as a whole to the
partial immobilization imposed by
denervation of the skeletal muscle. After 3
and 7 days of denervation, the blood glucose
removal rate in response to exogenous insulin
does not alter in comparison with the control
animal. This could be due, at least part, to the
increase in sensitivity to insulin by the hepatic
tissue. On the other hand, after 28 days of
denervation, the increase observed in the
blood glucose removal rate in response to
insulin, is probably related to the increase in
sensitivity to the hormone in the intact
skeletal muscle, as suggested by the results of
glucose uptake by the isolated soleus muscle
in the opposite paw of the rats submitted to
denervation. Briefly, the set of results of this
study is indicative that the denervation of the
skeletal muscle not only causes local
metabolic alterations, but also may interfere
with the glucose metabolism of the organism
as a whole. Thus, rats submitted to partial
immobilization by denervation of the skeletal
muscle may constitute a useful model for the
study of glucose homeostasis under the
condition of immobilization.
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RESUMO

O estudo analisou os efeitos locais e
sistémicos da imobilizacdo por desnervagdo
do musculo esquelético sobre o metabolismo
glicidico. Ratos foram submetidos a sec¢do
do nervo ciatico da pata direita. Observou-se
redugdo da captacdo de glicose pelo musculo
soleo isolado da pata desnervada apés 3 e 7
mas nao apos 28 dias em rela¢do a animais
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controle. N&do houve diferenca ap6s 3 e 7 dias
na captacao de glicose pelo musculo séleo da
pata contralateral intacta em relacdo ao
controle. Houve aumento da captacdo de
glicose nesta mesma pata 28 dias apos a
desnervagdo. A taxa de remoc¢do da glicose
em resposta a insulina exdgena apo6s 28 dias
de desnervacdo foi significantemente superior
a do controle e agquelas observadas apds 3 e 7
dias da desnervacdo. Esses resultados
sugerem que a imobilizacdo por desnervacgdo
interfere ndo sé no metabolismo da glicose no
musculo esquelético envolvido como também
em outros tecidos.
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RESUMO

A desnervacdo do mausculo esquelético implica em alteracdes do
metabolismo da glicose bem conhecidas, porém pouco se sabe sobre a
influéncia destas alteragBes na sensibilidade periférica a insulina do animal
como um todo. O presente estudo visou analisar o0 metabolismo da glicose no
musculo séleo de ratos submetidos a desnervacdo bem como a resposta do
animal a insulina exdégena e ao exercicio.

Ratos Wistar de 3 a 5 meses foram submetidos a sec¢cdo do nervo
ciatico da pata direita. Apés 48 horas metade iniciou programa de natacao, 1
hora/dia, 5 dias/semana. Como controle foram utilizados animais integros,
submetidos ou ndo ao exercicio. Decorridos 28 dias, para a avaliacdo da
resposta a insulina, os ratos foram submetidos ao teste de tolerancia a insulina.
Os resultados foram analisados através da determinacdo da taxa de remocéo
da glicose sanguinea (Kitt). Em outro lote de animais, fatias do musculo soleo
desnervado e da pata contralateral integra foram incubadas na presenca de
glicose (5,5mM), contendo [*H]2-deoxiglicose (0,5uCi/mL) e [UC] glicose
(0,25uCi/mL) e insulina (100uU/mL), para analise de captacdo, oxidacdo da
glicose e sintese de glicogénio. Ratos desnervados submetidos ao exercicio
apresentaram Kitt (%/min) superior (7,22 + 0,49) aos dos sedentarios (5,31 +
0,22), e dos controles sedentarios (4,53 + 0,27). A captacao da glicose (3,55 +
0,21 umol/g.h) pelo musculo desnervado, foi inferior & do musculo contralateral
no rato sedentarios (5,12 + 0,38 umol/g.h). O exercicio crénico elevou a
captacdo e a oxidacdo da glicose no musculo desnervado (captacéo: 5,70 +
0,41, oxidacao: 20,54 + 1,97) e contralateral (captacdo: 6,53 + 0,37, oxidacao:
20,39 £+ 1,91). O mesmo aconteceu com 0 grupo controle exercitado. Esses
resultados sugerem que alteracdes restritas do metabolismo glicidico muscular
influenciaram a resposta a insulina do animal como um todo. Além disso, o

exercicio melhorou o aporte e a utilizacéo da glicose no musculo desnervado.

Palavras-chaves: Treinamento. Transporte de glicose. Imobilizagéo.
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ABSTRACT

Denervation of the skeletal muscles involves well known alterations of
the glucose metabolism, however, little is known about the influence of these
alterations on the peripheral sensitivity to insulin of the animal as a whole. This
study aimed to analyze the metabolism of glucose in the soleus muscle of rats
submitted to denervation as well as the animal’s response to exogenous insulin
and to exercise.

Wistar rats from 3 to 5 months old were submitted to section of the sciatic
nerve in the right paw. After 48 hours, half of them started a swimming program
of 1 hour/day, 5 days/week. As control, whole animals were used, either
submitted to exercise or not. After 28 days had elapsed, for evaluating the
response to insulin, the rats were submitted to the insulin tolerance test. The
results were analyzed by determining the blood glucose removal rate (Kitt). In
another lot of animals, slices of the denerved soleus muscle and opposite whole
paw were incubated in the presence of glucose (5.5mM), containing [*H]2-
deoxyglucose (0.5uCi/mL) and [UC] glucose (0.25pCi/mL) and insulin
(100pU/mL), for analyzing glucose uptake, oxidation and glycogen synthesis.
Denerved rats submitted to exercise presented with KiTT (%/min) higher (7.22 £
0.49) than the sedentary animals (5.31 = 0.22), and the sedentary control
animals (4.53 = 0.27). Glucose uptake (3.55 + 0.21 umol/g.h) by the denerved
muscle was lower than those of the opposite muscle in the sedentary rats (5.12
+ 0.38 umol/g.h). Chronic exercise raised glucose uptake and oxidation in the
opposite muscle (uptake: 6.53 + 0.37, oxidation: 20.39 = 1.91) and in the
denerved muscle (uptake: 5.70 = 0.41, oxidation: 20.54 + 1.97). The same
happened with the exercised control group. These results suggest that
restricted alterations of the muscular glucose metabolism influenced the
response to insulin of the animal as a whole. Furthermore, exercise improved

the uptake and use of glucose in the denerved muscle.

Key world: Training. Glucose transport. Immobilization
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INTRODUCAO

A glicose é o principal substrato energético do organismo. Por este
motivo, tem-se estudado exaustivamente o seu metabolismo em processos
fisioldgicos e patologicos. A resisténcia periférica a insulina esté relacionada a
diminuicdo do efeito normal da insulina em estimular os processos biolégicos e
regulatorios ao nivel celular. No caso da homeostasia da glicose, resisténcia a
insulina geralmente refere-se a diminuicdo do efeito da insulina em estimular o
transporte da glicose e seu metabolismo na musculatura esquelética e no
tecido adiposo, concomitante com aumento da producdo de glicose pelo
figadow. Estas caracteristicas relatadas proporcionam conhecidamente a
diminuicdo da sensibilidade periférica a insulina.

A diminuicao da captacao da glicose pelos tecidos alvo esta associada a
falhas tanto no mecanismo de acoplamento do horménio ao seu receptor
especifico, quanto nos eventos pés-receptor®. A autofosforilagdo do receptor
de insulina (IR), fosforilacdo em tirosina dos substratos do receptor da insulina
(IRSs) pelo IR, e subsequente ligacao da fosfatidilinositol 3-Cinase (PI13-K) pelo
IRSs sd0 passos essenciais para a acdo metabdlica da insulina®.

O desuso crbnico da musculatura esquelética, produzida por inatividade devida
a condicdes de repouso, imobilizacdo de membros e microgravidade, induz
resisténcia local a insulina e a um estado catabdlico que afeta a musculatura
esquelética®>®". Estudos com animais, incluindo ratos, tém confirmado que a
imobilizacdo esta associada a reducdo da captacdo da glicose induzida pela
insulina®?. Resisténcia & insulina é também o maior problema em portadores
de certas patologias, que implicam em inatividade e/ou imobilizagcédo. Sabe-se
que a imobilizacdo do tecido muscular por desnervacdo causa inameras
alteracOes locais, onde a captacdo de glicose e a sintese do glicogénio séo
diminuidas, assim como a sensibilidade & insulina®?. Ocorre reducdo da
atividade das vias reguladoras do metabolismo da glicose e da expresséao
génica dos transportadores de glicose?, associada ao processo de

atrofia*>%),

Exercicio, em contraste com a imobilizacdo, aumenta a sensibilidade a insulina

em humanos e em ratos***9,
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Na musculatura esquelética, o transporte de glicose € mediado pela proteina
transportadora de glicose GLUT-4. Atividade contratil afeta consideravelmente
o0 metabolismo da glicose e a resposta a insulina na musculatura esquelética.
Durante a contracdo muscular, a captacdo de glicose é aumentada
proporcionando um aumento do transporte da glicose para o interior do
musculo favorecendo a via glicolitica. Imediatamente apds a atividade contrétil,
a captacdo da glicose pelo musculo permanece elevada e é canalizada,
primeiramente, para o reabastecimento dos estoques de glicogénio. Embora a
insulina ndo seja solicitada para 0 aumento da captacdo de glicose depois da
atividade contrétil a dose necessaria para a estimulacdo da captacdo da glicose
pela musculatura esquelética € diminuida, sugerindo um aumento na
sensibilidade & insulina pelo tecido muscular esquelético®®. A insulina aumenta
o transporte de glicose pela translocacdo de moléculas GLUT-4 provenientes

de depdsitos intracelulares para a membrana plasmatica™”.

Na busca da compreensdo dos processos que levam a resisténcia a
insulina, varios modelos foram propostos nas ultimas décadas, dentre estes, a
desnervacdo do musculo esquelético. O exato mecanismo molecular de
sinalizacédo intracelular, que € mediado pelo receptor da insulina e que resulta
em diversas respostas bioldgicas, foi apenas parcialmente elucidado nesse
modelo de desnervacao™®.

Segundo Turinsky™®

, 0 efeito da desnervacdo no metabolismo muscular &
influenciado pela populacdo de fibras musculares e o fendmeno da desordem
metabdlica provocada pela desnervacao inicia-se entre 3 a 6 horas apés a
seccao do nervo. A interrupcdo do nervo que supre 0os musculos esqueléticos
resulta no desenvolvimento da resisténcia a insulina, mostrada primeiramente
por Buse e Buse®. Assim, a desnervacdo passou a ser um modelo tecido-
especifico de resisténcia a insulina, uma vez que os sinais da resisténcia ao
hormonio ocorrem somente na musculatura desnervada, sendo o musculo da

pata contralateral utilizado como controle®.

Vérios estudos relacionados com atividade fisica demonstram que exercicios

aerodbicos e de for¢a regulares atenuam a intolerancia a glicose e aumentam a
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sensibilidade a insulina em adultos sedentarios e diabéticos ndo dependentes

de insulina®+?%2%,

Por outro lado, poucos estudos abordam os efeitos das alteracoes
musculares decorrentes da imobilizagcdo de longa duracdo por desnervacao
sobre a manutencdo da homeostase glicémica pelo organismo como um todo.
Mais raros ainda sao os estudos que avaliam os efeitos do treinamento fisico
sobre a musculatura desnervada e a homeostase glicémica.

Considerando a falta de estudos sobre os efeitos da desnervacdo de
longa duracao, sobre o metabolismo da glicose, e a atividade fisica, o presente
estudo visou analisar os efeitos locais e sistémicos da imobilizagdo por
desnervacdo de longa duracdo do musculo esquelético no metabolismo

glicidico de ratos, submetidos ou ndo a natacao.
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MATERIAL E METODO

Foram utilizados ratos, albinos, Wistar com idade de 3 a 5 meses
fornecidos pelo Biotério da Universidade Estadual Paulista-UNESP, Botucatu,
SP. Os animais tiveram livre acesso ao alimento e racdo (Purina para roedores)
e a agua “ad libitum”, sendo submetidos a ciclo fotoperiédico claro/escuro de
12h a temperatura de 25° C. Para a desnervacao, os ratos foram anestesiados
com pentobarbital sédico, (Thiopental, ABBOTT, SP), na concentracdo de 50
mg/Kg de peso corporal e tricotomizados na porgao posterior das coxas por
onde uma porgao do nervo ciatico, de aproximadamente 1 cm, da pata direita
foi seccionada e retirada, segundo o modelo de desnervacdo proposto por
Coderre et al, 1992. Apés 28 dias da desnervacdo, nova incisdo foi feita na
porcdo posterior da coxa da pata desnervada, onde por inspecdo visual,
certificou-se de que ndo houve reinervacdo da porcao seccionada do nervo
ciatico. Os ratos foram divididos em 4 grupos; Controle: animal intacto;
Desnervado 28 dias: analisado 28 dias ap0s a desnervacado; controle/natacao:
animal intacto submetido a 28 dias de treinamento fisico; Desnervado 28
dias/natacéo: analisado apds 28 dias da desnervacao e treinamento fisico. O
treinamento fisico consistiu de natacdo 1 hora/dia, 5 dia/semana, em tanques
coletivos contendo agua a 30 + 2°C, realizado no periodo da manha (8:00 —
9:00 hs).

Numa primeira serie de experimentos, o metabolismo da glicose no
muasculo soéleo isolado foi verificado apos sacrificio dos animais por
decapitacdo, em repouso, os treinados apos 48 horas da ultima sessdo de
treino. O mausculo foi isolado com o minimo de lesdo possivel e fatias
longitudinais pesando em torno de 25 — 35 mg foram primeiro incubadas por 30
min a 37° C em banho Maria de Dubinoff (FANEN, MODELO 145) dentro de
frasco de vidro de cintilacdo contendo 1,5 mL de tampao Krebs-Ringer
bicarbonato (NaCl 0,6%; HEPES 6,64 mM; KCI 0,032% CaCl, 1,14 mM;
KH,PO,4 0,015%; NaHCO3; 0,19%; MgS0O,4 0,03%) equilibrado com a mistura de
95% O, — 5% CO,, pH 7,4. Apés este periodo, a fatia muscular foi transferida

para um novo frasco de cintilacéo de vidro (frasco externo) contendo 1,5 mL de
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tamp&o Krebs-bicarbonato enriquecido com glicose 5,5 mM, contendo [U*C]
glicose, 0,25 mCi/mL e [3H+] 2-deoxiglicose (2DG, 0,5 uCi/mL) e insulina (100
uM/mL). Dentro do frasco externo, foi colocado outro frasco de vidro em
formato de concha com uma haste central voltada para cima, (frasco interno)
contendo 700uL de hiamina 10-x. O frasco interno foi fixado pela haste a uma
membrana de borracha redonda através de uma pequena abertura nessa
ultima. O frasco externo foi fechado por esta borracha e por uma tampa de
plastico, de forma que o frasco interno ficou suspenso a cerca de 1 cm do
fundo do frasco externo. O sistema, contendo as fatias de mdasculo, foi
incubado em banho Maria de Dubinoff por 60 min. Apés este periodo, as fatias
musculares foram retiradas do contato com as solugdes. A liberagcéo do CO; foi
estimulada pela injecao de 200 uL de acido tricloroacético (TCA) 25% no frasco
externo e o CO; foi captado pela hiamina 10-x do frasco interno durante mais 3
horas de incubacdo a 37°C. O lactato produzido foi determinado pela
mensuracdo da radioatividade do **C do meio de incubac&o do frasco externo,
depois da separagao do substrato usando coluna de troca iGnica Dowex-2. A
incorporacdo da glicose em glicogénio (sintese de glicogénio) foi determinada
pela mensuracdo da radioatividade do '*C no precipitado obtido durante o
processo de extracdo do glicogénio muscular®. A oxidacdo da glicose foi
estimada mela mensuracéo da radiatividade do **C no liquido contido no frasco
interno. A captagdo da glicose (2DG) foi avaliada na fase alcalina obtida
durante o processo de extracdo do glicogénio muscular, pela mensuracao da
radioatividade do *H+. Toda a medicéo da radioatividade foi feita em contador
PACKARD Tricarb 2100 utilizando-se TRITON X-100 com liquido de cintilacado
a base de tolueno. Em série separada de experimentos, usando ratos nas
mesmas condi¢cdes da série anterior, a resposta a insulina exdgena foi avaliada
através do teste de tolerancia a insulina intravenosa (ittiv). Animais de todos os
grupos receberam insulina (mista regular purificada), injetada na veia peniana
na concentracao de 1UI/mL na dose de 1UI/Kg de peso corporal. Amostras de
sangue (100 ul) foram coletadas a partir da veia femural em seringas de 1 mL
antes (tempo 0) e ap6s 2:30, 5:00, 10:00, e 20:00 (min:s) da administracdo da

insulina, para determinacdo da glicose sérica. A taxa de remocéo de glicose
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(Kitt), durante o teste de tolerancia a insulina, foi calculada de acordo com
Lundbaek®) utilizando-se o programa de computador ORIGIN® 6.0. A analise
estatistica dos dados foi feita através da analise de variancia seguida do teste
de Tukey, onde apropriado. Em todos os casos foi fixado o nivel critico de 5%
(p<0,05).
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RESULTADOS

Na primeira série de experimentos, observou-se aumento da captacao
de glicose pelo musculo séleo tanto da pata desnervada quanto da pata
contralateral do animal submetidos a exercicio de natagdo apds 28 dias em
relacdo ao animal controle (figura 1). O mesmo ocorreu com o0 animal controle
submetido ao exercicio de natacdo por 28 dias (figura 1). Em contrapartida, ndo
houve diferenca na captacdo da glicose pelo musculo séleo tanto da pata
desnervada quanto da pata contralateral entre o grupo desnervado sedentério
e 0 grupo controle intacto mantido sedentério (figura 1).

Foram, ainda, analisadas a oxidacdo da glicose e a incorporacdo da
glicose (sintese) em glicogénio pelo musculo so6leo isolado. N&o houve
diferenca na oxidagao da glicose, entre as patas desnervada e contralateral
dos animais desnervado por 28 dias sedentarios, e o grupo de animais controle
intacto sedentario (figura 2). Por outro lado, a oxidacdo da glicose aumentou
significativamente tanto no grupo de animais controle quanto no grupo de
animais desnervados submetidos a exercicio de natacdo. Este aumento
ocorreu tanto na pata desnervada quanto na pata contralateral do mesmo
animal (figura 2). Com relacéo a incorporacao da glicose em glicogénio, houve
aumento na pata desnervada dos animais apds 28 dias de cirurgia, mas nao na
pata contralateral do mesmo animal em relagdo aos animais controle intacto.
Por outro lado, houve diminui¢cdo da incorporacéao da glicose em glicogénio no
musculo séleo dos animais desnervados submetidos ao exercicio de natacao
tanto na pata desnervada quanto na pata contralateral e no séleo de animais
controle intacto submetidos a exercicio de natacdo em relagdo ao animal
controle sedentério intacto (figura 3).

Em uma segunda série de experimentos, foi avaliada a taxa de remocao
da glicose sanguinea (Kitt) em ratos submetidos ao teste de tolerancia a
insulina endovenosa (ittiv). Os resultados obtidos acham-se na figura 4. Os
valores de Kitt dos animais ap06s 28 dias de desnervacdo submetidos ou nao ao
exercicio de natacdo, foram significativamente maiores do que 0s animais
controle sedentério intacto e controle submetido ao exercicio de natacao (figura
4).
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DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que a captacdo de glicose pela musculatura
esquelética induzida pelo hormdnio insulina, foi aumentada nos grupos controle
e desnervado submetidos a exercicio de natacdo. O aumento da captacdo da
glicose pela musculatura é evidenciado tanto na pata desnervada quanto na
pata contralateral dos animais que foram submetidos a desnervacédo por um
periodo de 28 dias. No entanto, a captacéo de glicose pelo musculo s6leo dos
animais do grupo desnervado apos 28 dias que mantidos sedentérios, quanto
do musculo so6leo dos animais do grupo controle sedentario, ndo mostraram
diferencas significativas.

Estudos referentes a desnervacéo, e sua implicacdo na captacdo da
glicose pelo musculo esquelético, demonstram que animais que sofreram
desnervacdo do musculo séleo apresentam diminuicdo na captacao da glicose
num periodo de até 7 dias"®?*2". Segundo Aksnes et al.,®® na desnervacao
da musculatura esquelética de rato, a resisténcia a insulina é acompanhada
pela diminuicdo do conteudo de transportadores de glicose (Glut4). No entanto,
Davis & Karl,*® verificaram em seus experimentos que a captacdo da glicose
no musculo séleo aumentava apos o sétimo dia de desnervacéo e continuava a
aumentar ainda mais ao décimo dia ap0s a desnervagdo. Estes achados
mostram que, o musculo s6leo desnervado, de alguma maneira ainda a ser
investigada, adapta-se ao estado desnervado, proporcionando uma
recuperacdo na captacdo da glicose, igualando a situacdo dos animais
controle. A contracdo e a insulina tém um efeito aditivo no transporte da glicose
no mauasculo esquelético, sugerindo que os dois agem estimulando vias
parcialmente independentes®?. O treinamento fisico aumenta a expresséo de
Glut4 na musculatura esquelética e melhora a tolerancia a glicose e a acédo da
insulina no organismo como um todo®”. Exercicio tem mudltiplos efeitos no
metabolismo da glicose e na expressdo génica. No entanto, pouco se conhece
sobre 0 mecanismo pelo qual a atividade fisica, aumenta a responsividade a
insulina e ao transporte da glicose no musculo esquelético®?.

O exercicio fisico € um estimulo para a regulacdo de processos

metabdlicos e transcripcionais na musculatura esquelética favorecendo a
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captacdo de glicose como a sintese protéica que sédo fundamentais para a
homeostase muscular®?. Neste trabalho pudemos observar que o aumento da
captacdo de glicose foi evidente no muasculo séleo de animais controles
submetidos a natacao e este aumento foi também verificado no musculo soleo
da pata contralateral e desnervada dos animais que foram submetidos ao
exercicio de natacdo. Estes dados sugerem que 0s mecanismos de sinalizacédo
interna da musculatura esquelética, que proporcionam a captacdo da glicose
provavelmente sdo recuperados nos animais desnervados depois de um
periodo de 28 dias, e que o exercicio fisico tem um papel fundamental na
melhora da captagdo da glicose no musculo soleo. Isso provavelmente é
devido ao aumento da sensibilidade a insulina proporcionada pela atividade
fisica.

A captacdo da glicose pelo musculo soleo se faz através das isoformas
dos transportadores sensiveis ou ndo a insulina cuja funcdo é transportar a
glicose para o citosol. A regulacdo da captacdo da glicose na musculatura
esquelética ocorre de varias maneiras, onde a insulina, a atividade metabdlica
do tecido e a atividade contratil das fibras musculares sdo fundamentais. No
musculo, a insulina promove a translocacdo de Glut4 para a membrana celular,
elevando a captacdo de glicose que pode ser oxidada ou direcionada para a
formacéo dos estoques de glicogénio®?. Por essa razdo, neste estudo foram
analisadas a oxidacdo da glicose e a incorporacdo da glicose em glicogénio
dos animais dos diferentes grupos experimentais. A oxidacdo da glicose na
musculatura esquelética foi aumentada nos animais que foram submetidos ao
exercicio fisico por natacdo tanto na pata contralateral quanto na pata
desnervada. Igual fendbmeno foi observado nas patas dos animais controles
treinados. Estes dados estdo de acordo com a literatura que indica melhoria do
condicionamento aerébio com o exercicio moderado®®. No entanto, ndo houve
diferenca na oxidagdo da glicose entre os animais controle e os animais
desnervados apods 28 dias mantidos sedentarios. Por outro lado, a
incorporacdo da glicose em glicogénio foi diminuida nos animais que foram

hY

submetidos a atividade fisica tanto no grupo controles quanto no grupo
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desnervado apds 28 dias, em relacdo ao controle e ao grupo desnervado apos
28 dias mantidos sedentarios.

Estes resultados demonstram a priorizagdo da via glicolitica no
exercicio em detrimento a sintese de glicogénio. Mudancas bioquimicas
observadas na desnervacado incluem variacdo na concentracdo e na atividade
de enzimas envolvida na glicélise e na fosforilagdo. Alternativamente, o periodo
de 48 h decorrido entre a ultima sessdo de treinamento e o sacrificio dos
animais, pode ser insuficiente para a reposicdo do glicogénio muscular,
conduzindo aos baixos valores observados nos ratos exercitados. Estas
alteracOes precisam ser mais bem investigadas.

O Aumento da concentracdo de cAMP, proteina Kinase dependente de
CAMP e da atividade da adenilciclase sao verificadas em musculo desnervado
como também uma reducéo da atividade da glicogénio sintase e na glicogénio

fosforilase®*3%,

Essas mudangas se iniciam apds poucas horas de
desnervacdo da musculatura esquelética e variam de acordo com o tipo de
fibora muscular. No entanto, os resultados obtidos nos animais sedentarios
neste experimento com relacdo a oxidacdo e a incorporacdo da glicose em
glicogénio demonstram que houve recuperacdo dos processos metabdlicos que
envolvem a glicose no desnervado crénico. Apds estas constatacdes, partimos
para analise do efeito da desnervacao e do exercicio sobre a taxa de remocao
da glicose sanguinea (Kitt) nos animais desnervados e integros. A taxa de
remocdo da (glicose apdés administragdo da insulina exdgena foi
significantemente aumentada nos ratos apos 28 dias de desnervacao
submetidos ou ndo ao exercicio de natacdo em relacao aos controles integros.
Estes dados demonstram que a resposta da glicose a insulina exdgena €
alterada em animais desnervados e que a sensibilidade a insulina € maior
quando a musculatura apds 28 de desnervagdo € submetida a exercicio de
natacdo. A agdo do exercicio sobre o transporte de glicose € mediada atraves
de processo associado com a contracdo muscular. Estudos demonstraram que
os efeitos da insulina e da contracdo muscular sdo aditivos, sugerindo que a
insulina e o exercicio atuam nos transportadores de glicose por diferentes

mecanismos®®. Assim sendo, 0 movimento passivo das patas desnervada em
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consequUéncia da movimentacdo dos animais na agua pode ter estimulado a
contragdo do mdasculo e contribuindo para o aumento da sensibilidade a
insulina exégena nos animais treinados por natacao.

Resumidamente, o conjunto dos nossos resultados indicam que
alteracbes restritas do metabolismo glicidico muscular influenciaram
significativamente a resposta a insulina do animal como um todo. Além disso, o
exercicio melhorou o aporte e a utilizacdo da glicose no musculo desnervado

assim como influenciou a resposta a insulina pelo animal.
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Figura 2: Oxidagdo da glicose pelo musculo
soleo (média * erro padrdo) dos ratos de todos 0s
grupos. O sinal (+) refere-se a pata desnervada
(-) corresponde a pata
contralateral do mesmo rato. O controle refere-se
ao animal intacto. (*) Diferenca significante, P<
0,05 em relagdo ao grupo controle. n= 8 a 10
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Figura 3: Incorporagcdo da glicose em glicogénio
pelo muasculo s6leo (média + erro padréo) dos ratos
de todos os grupos. O sinal (+) refere-se a pata
desnervada enquanto o sinal (-) corresponde a pata
contralateral do mesmo rato. O controle refere-se ao
animal intacto. (*) Diferenca significante, P< 0,05
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Figura 4: Taxa de remocdo da glicose
sanglinea (KiTT), durante o teste de tolerancia
a insulina (média + erro padrdo) em ratos de
todos os grupos. Controle referente a todos 0s
animais. (*) Diferenca significante, P< 0,05 em
relacdo ao rato controle. n= 8 a 10 animais por
grupo.
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RESUMO

A desnervacdo do musculo esquelético implica em alteragbes
metabdlicas locais que incluem diminuicdo da captacdo de glicose e da sintese
de glicogénio, bem como dos estoques desse substrato. Tais alteracdes
aparecem associadas a inibicdo das etapas iniciais da sinalizacéo da insulina e
resisténcia a acdo do hormonio. Por outro lado, pouco se sabe sobre os efeitos
sistémicos da imobilizacdo por desnervagao. O presente estudo visou analisar
os efeitos locais e sistémicos da imobilizacdo por desnervacdo sobre a
secrecdo de insulina e a homeostase glicémica. Ratos da linhagem wistar com
3 a 5 meses de idade foram submetidos a seccdo do nervo ciatico da pata
esquerda. Apés 3, 7 e 28 dias, fatias do musculo s6leo desnervado e da pata
contralateral foram extraidas e incubadas em presenca de 5 mM de glicose,
contendo [*H]2-deoxiglicose, e 100 pU/mL de insulina para a andlise da
captacdo de glicose. Em série separada de experimento foram também
isoladas ilhotas pancreaticas desses animais e incubadas em presenca de
concentracdes crescentes de glicose (2,8; 5,6; 8,6 e 16,7 mmol/L) para analise
da secrecdo estatica de insulina. Como controles foram utilizados animais
integros. Em outro experimento procedeu-se a realizacéo de teste de tolerancia
a glicose (GTT). Para a realizacdo do GTT os ratos receberam solucdes de
glicose 50%, 1g/Kg de peso corporal, intravenoso (iv). Foram coletadas
amostras de sangue para dosagem de glicose antes e 5, 10, 20, 40, 80 min
apos a administracdo da glicose. Os resultados do GTT foram avaliados
através da determinacdo das areas sob as curvas séricas de glicose (AG)
durante o teste através da metodologia trapezoidal, com o auxilio do programa
de computador ORIGIN® 6.0. Apos o teste de tolerancia a glicose intravenosa
(gttiv), fatias do tecido hepéatico e muscular (s6leo) foram separadas para
determinacao do contetdo do glicogénio. Observou-se reducéo da captagdo de
glicose (mmol/g.h) na pata desnervada apds 3 e 7 mas ndo apos 28 dias em
relacdo a pata dos animais controle. Nao houve diferenca significativa apos 3 e
7 na captacdo de glicose pelo musculo séleo da pata contralateral intacta em
relacdo ao controle. Em contra partida, verificou-se aumento da captacéo de
glicose nesta mesma pata apés, 28 dias. Houve aumento da secrecdo da
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insulina (ng/ilhota/90min) as concentracdes de glicose de 8,3mM e 16,7mM
apos 28 dias de desnervacdo em relacdo as mesmas concentracées do grupo
controle respectivamente. Nao houve diferenca na area sob a curva de glicose
sérica durante o gttiv e no conteudo de glicogénio hepatico dos grupos. No
entanto, o glicogénio muscular tanto da pata desnervada quanto da pata
integra do grupo 28 dias foi reduzido apos gttiv. Também o glicogénio da pata
desnervada ap6s 7 dias mostrou-se inferior ao controle. Esses resultados
sugerem que a imobilizacao por desnervacao interfere ndo s6 no metabolismo
da glicose no musculo esquelético desnervado como também em outros

tecidos.

Palavras chaves: Secrecéo de insulina, Desnervacao, Metabolismo da glicose.
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ABSTRACT

Denervation of the skeletal muscle involves local metabolic
changes that include a reduction in glucose uptake and glycogen synthesis, as
well as in the stocks of this substrate. Such changes appear associated with the
inhibition of the initial stages of insulin signals and resistance to action of the
hormone. On the other hand, little is known about the systemic effects of
immobilization by denervation. This study aimed to analyze the local and
systemic effects of immobilization by denervation on the secretion of insulin and
glycemic homeostasis. Wistar breed rats aged from 3 to 5 months old were
submitted to section of the sciatic nerve in the left paw. After 3, 7 and 28 days,
slices of the de-nerved soleus muscle and of the opposite paw were extracted
and incubated in the presence of 5 mM of glucose containing [*H]2-
deoxyglucose, and 100 pU/mL of insulin, in order to analyze glucose uptake. In
a series separately from the experiment, pancreatic islets of these animals were
also isolated and incubated in the presence of growing concentrations of
glucose (2.8; 5.6; 8.6 and 16.7 mmol/L) in order to analyze static insulin
secretion. Whole animals were used as controls. In another experiment, the test
for tolerance to glucose (GTT) was proceeded with. In order to carry out GTT,
the rats received 50% glucose solutions, Ig/Kg of body weight intravenously (iv).
Blood samples were collected for glucose dosing before and 5, 10, 20, 40 and
80 min. after glucose administration. The results of the GTT were assessed by
determining the areas under the serum glucose curves (AG) during the test, by
means of the trapezoidal methodology, with the aid of the computer program

ORIGIN® 6.0. After the intravenous glucose tolerance test (GTTiv), slices of the
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hepatic and muscular (soleum) tissues were separated to determine the
glycogenic content. A reduction was observed in the uptake of glucose
(mmol/g.h) in the denervated paw after 3 and 7 days, but not after 28 days in
relation to the control animal paws. There was no significant difference after 3
and 7 days in glucose uptake by the soleus muscle of the opposite intact paw in
relation to the control. On the other hand, there was increased glucose uptake
in this same paw after 28 days. There was an increase in insulin secretion
(ng/islet/90min) at the glucose concentrations 8.3mM and 16.7mM after 28 days
of denervation, in relation to the same concentrations of the control group
respectively. There was no difference in the area under the serum glucose
curve during GTTiv and the hepatic glycogen content of the groups. However,
the muscular glycogen both in the denerved and whole paw of the 28-day group
was reduced after GTTiv. Furthermore, the glycogen in the denervated paw
after 7 days was shown to be lower than that of the control. These results
suggest that immobilization by denervation interferes not only in the metabolism

of glucose in the de-nervated skeletal muscle but also in other tissues.

Key Words: Insulin secretion, Denervation, Glucose metabolism.
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INTRODUCAO

A consequéncia mais dramatica da desnervacéo é o processo de
hipotrofia que se instala na musculatura esquelética. A hipotrofia é um
processo multifatorial afetando ndo s6 o0 mecanismo contratil uma vez que gera
paralisia muscular bem como altera o0 metabolismo muscular diminuindo tanto a
atividade das vias metabdlicas quanto a capacidade de absorver inUmeros
substratos que dependem e estdo associado com a sensibilidade a insulina,
isto leva a fraqueza muscular e perda de massa (HUNTER et al., 2002). O
muasculo esquelético tem um papel fundamental na manutencdo das
concentragcbes normais da glicose e na regulagédo corporea do metabolismo de
carboidratos. O metabolismo da glicose no musculo esquelético € uma das vias
mais estudadas por correntes de pesquisadores no mundo todo.

Sabe-se que o0 tecido muscular responsavel pela locomocéao
necessita de substratos energéticos, sendo carboidratos e lipidios os principais
combustiveis requisitados pelo tecido muscular (SINACORE and
GULVE,1993). Para que a glicose cumpra o seu papel no musculo esquelético
como substrato energético, é necessario que a glicose seja captada.

A captacao da glicose pela musculatura esquelética se da através
de diferentes processos. Um deles se inicia com o acoplamento da insulina ao
seu receptor especifico localizado na membrana da célula muscular, e para
gue isso ocorra, é necessaria a secrecao da insulina pela célula B pancreatica.
O processo secretério da insulina pela célula B pancreatica é estimulado por
substratos energéticos metabolizaveis na célula B pancreética, sendo a glicose
0 secretagogo mais importante. A glicose € transportada para o interior da
célula B por uma proteina integral de membrana, denominada transportador de
glicose n° 2 (Glut 2). Apos entrar na célula B, a glicose é fosforilada a glicose-6-
fosfato (G-6-P). O destino preferencial da G-6-P na célula B é a glicolise
(Boschero, 1996). O piruvato formado no citoplasma € transportado a
mitocondria, onde é convertido em Acetil-CoA pela piruvato desidrogenase
(PDH). Subseqtientemente, a acetil-CoA entra no Ciclo de Krebs levando a um
aumento de nicotinamida adenina de nucleotideo (NADH) e flavina adenina de
nucleotideo (FADH2). O metabolismo de glicose gera ATP e a fracdo de
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ATP/ADP é aumentada no citoplasma. Com o aumento da fracdo ATD/ADP, os
canais de potassio se fecham ocorrendo a despolarizacdo da membrana
celular que abre canais de calcio, sensiveis a voltagem. O aumento do influxo
do calcio para a célula B resulta no processo secretoério da insulina (PERALES
et al., 1991, RADOSAVLJEVIC et al., 2004).

Apés a sua secrecdo, a insulina se liga ao seu receptor especifico
na membrana celular das inUmeras células onde a musculatura esquelética é a
principal delas. Ao se ligar no receptor especifico na musculatura esquelética,
a insulina ativa mdltiplas vias sinalizadoras através da fosforilacdo do residuo
de tirosina especifico na porcdo beta intracelular do receptor de insulina
(HIROSE et al.,, 2001). Este acoplamento entre a insulina e seu receptor
especifico desencadeia uma reacdo em cascata intracelular que culmina na
translocacdo dos GLUT-4 para a membrana e posterior entrada da glicose na
célula. O Segundo processo pelo qual a glicose entra na célula muscular é pela
contragdo que culmina no processo de translocagdo do GLUT-4 até a
membrana plasmatica da célula muscular e posterior entrada da glicose. O
terceiro processo é através do GLUT-1, transportador responsavel pela
captacdo da glicose para a manutencdo do metabolismo basal do tecido
muscular. E importante salientar que a captagéo da glicose através do GLUT-1,
ndo € dependente da insulina e nem do processo contratil da musculatura.
Apoés a glicose ser captada pelos GLUT-4 e ou GLUT-1, segue-se a via de
armazenamento em glicogénio ou via glicolitica (oxidacdo) para a producao de
energia (ATP). A funcdo do GLUT-1 é captar glicose suficiente para manter o
metabolismo basal do tecido muscular esquelético em repouso (HIROSE et al.,
2001).

Na busca da compreensdo dos processos que levam a
resisténcia a insulina, varios modelos foram propostos nas ultimas décadas,
dentre estes, a desnervacdo do musculo esquelético. O exato mecanismo
molecular de sinalizacédo intracelular, que é mediado pelo receptor da insulina e
que resulta em diversas respostas biolégicas, foi apenas parcialmente

elucidado nesse modelo de desnervacédo (BERTELLI et al., 2003).
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Segundo Turinsky (1987), o efeito da desnervacdo no
metabolismo muscular é influenciado pela populagédo de fibras musculares e o
fenbmeno da desordem metabdlica provocada pela desnervacao inicia-se entre
3 a 6 horas ap0s a seccao do nervo. A interrupcdo do nervo que supre 0s
musculos esqueléticos resulta no desenvolvimento da resisténcia a insulina,
mostrada primeiramente por Buse e Buse (1959). Assim, a desnervacao
passou a ser um modelo tecido-especifico de resisténcia a insulina, uma vez
que os sinais da resisténcia ao hormdnio ocorrem somente na musculatura
desnervada, sendo o musculo da pata contralateral utilizado como controle
(BERTELLI et al., 2003).

Vérios estudos sobre desnervacdo da musculatura esquelética e
seu efeito sobre o metabolismo da glicose vem sendo feitos no intuito de
elucidar os mecanismos envolvidos no metabolismo e resisténcia a glicose. No
entanto, pouco se sabe sobre o efeito da desnervagdo da musculatura
esquelética sobre a secrecdo da insulina e a homeostase glicémica. Este
estudo traz uma contribuicdo no que se refere a secrecao de insulina in vitro de
animais submetidos a desnervacdo do musculo séleo e o efeito desta

desnervacdo na homeostase glicémica.
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MATERIAL E METODO

Foram utilizados ratos, albinos, Wistar com idade de 3 a 5 meses
fornecidos pelo Biotério da Universidade Estadual Paulista-UNESP, Botucatu,
SP. Os animais tiveram livre acesso ao alimento (racdo Purina para roedores) e
a agua “ad libitum”, sendo submetidos a ciclo fotoperiédico claro/escuro de 12h
a temperatura de 23 = 2° C. Os animais foram tratados de acordo com o Guide
for care use of laboratory animals (National Research Council, 1996).

Para a desnervacdo, os ratos foram anestesiados com
pentobarbital sddico, (Thiopental, ABBOTT, SP), na concentracdo de 50 mg/Kg
de peso corporal e tricotomizados na por¢ao posterior das coxas por onde uma
porcdo do nervo ciatico, de aproximadamente 1 cm, da pata direita foi
seccionada e retirada, segundo o modelo de desnervacdo proposto por
Coderre et al, 1992.

Os ratos foram divididos em quatro grupos; controle: animais
intactos; desnervado 3 dias: animais analisados apos 3 dias da desnervacao;
desnervado 7 dias: animais analisados apos 7 dias da desnervacdo e
desnervado 28 dias: animais analisados 28 dias apds a desnervagdo. Numa
primeira serie de experimentos, o0 metabolismo da glicose no musculo séleo
isolado foi verificado apds sacrificio dos animais por decapitacdo, em repouso.
O musculo foi isolado com o minimo de lesdo possivel e fatias longitudinais
pesando em torno de 25 — 35 mg foram primeiro incubadas por 30 min a 37° C
em banho Maria de Dubinoff (FANEN, MODELO 145) dentro de frasco de vidro
de cintilacdo contendo 1,5 mL de tampdo Krebs-Ringer bicarbonato (NaCl
0,6%; HEPES 6,64 mM; KCI 0,032% CaCl, 1,14 mM; KH,PO, 0,015%;
NaHCO3; 0,19%; MgSO,4 0,03%) equilibrado com a mistura de 95% O, — 5%
CO,, pH 7,4. Apés este periodo, a fatia muscular foi transferida para um novo
frasco de cintilacdo de vidro (frasco externo) contendo 1,5 mL de tampéo
Krebs-bicarbonato enriquecido com glicose 5,5 mM, contendo [U**C] glicose,
0,25 mCi/mL e [3H+] 2-deoxiglicose (2DG, 0,5 puCi/mL) e insulina (100 uM/mL).
Dentro do frasco externo, foi colocado outro frasco de vidro em formato de
concha com uma haste central voltada para cima, (frasco interno) contendo

700uL de hiamina 10-x. O frasco interno foi fixado pela haste a uma membrana
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de borracha redonda através de uma pequena abertura nessa ultima. O frasco
externo foi fechado por esta borracha e por uma tampa de plastico, de forma
que o frasco interno ficou suspenso a cerca de 1 cm do fundo do frasco
externo. O sistema, contendo as fatias de musculo, foi incubado em banho
Maria de Dubinoff por 60 min. Apos este periodo, as fatias musculares foram
retiradas do contato com as solucdes. A liberacdo do CO, foi estimulada pela
injecdo de 200 uL de &cido tricloroacético (TCA) 25% no frasco externo e o
CO, foi captado pela hiamina 10-x do frasco interno durante mais 3 horas de
incubacdo a 37°C. O lactato produzido foi determinado pela mensuracdo da
radioatividade do *C do meio de incubacdo do frasco externo, depois da
separacdo do substrato usando coluna de troca ibnica Dowex-2. A
incorporagdo da glicose em glicogénio (sintese de glicogénio) foi determinada
pela mensuracdo da radioatividade do **C no precipitado obtido durante o
processo de extracdo do glicogénio muscular (SJORGREEM et al., 1938). A
oxidacéo da glicose foi estimada mela mensuracdo da radiatividade do **C no
liquido contido no frasco interno. A captacao da glicose (2DG) foi avaliada na
fase alcalina obtida durante o processo de extracdo do glicogénio muscular,
pela mensuracéo da radioatividade do *H+. Toda a medicéo da radioatividade
foi feita em contador PACKARD Tricarb 2100 utilizando-se TRITON X-100 com
liquido de cintilacdo a base de tolueno.

Numa segunda série de experimentos, as ilhotas pancreéticas
foram isoladas seguindo-se técnica originalmente descrita por MOSKALEWSKI
(1965), aplicada a pancreas murino por LACY & KOSTIANOVSKY (1967), com
as modificacbes introduzidas por BOSCHERO, DELATRE & SANTOS (1981)
e SUTTON et al.,(1986). Em cada experimento, um a trés ratos foram
sacrificados por concussdo cerebral e decapitados para sangria. ApoOs
laparotomia e localizagdo do ducto biliar comum, esse foi ocluido no extremo
distal, junto ao duodeno, e dissecado préximo ao pediculo hepético, onde se
introduziu uma canula de polietileno no sentido da desembocadura. Cerca de 8
mL da solucdo de HANKS (HANKS), contendo 8 mg de colagenase, foram

injetados via canula, provocando, por fluxo retrogrado, a divulsdo do tecido
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acinoso. Procedeu-se, entdo a ablacdo do pancreas, que foi transferido para
tubo de ensaio de vidro (12 x 2 cm) e incubado por cerca de 18 min a 37 °C.

Em seguida, ainda a 37°C, o contetdo foi agitado vigorosamente
por um minuto e vertido em béquer. Apés mistura com HANKS (ca. 80 mL),
foi lentamente aspirado e ejetado com seringa (3x ca. 50 mL) e, decantado
durante 3 min. O sobrenadante foi entdo descartado, e 0 sedimento
ressuspenso em HANKS (ca. 80 mL). Apds repetir essa operagdo por quatro
vezes, o0 produto final foi transferido para placa de Petri, de onde, sob lupa, as
ilhotas foram coletadas por aspiragdo com auxilio de pipeta de vidro de ponta
afilada.

As ilhotas isoladas de ratos, pertencentes aos quatros grupos
experimentais, foram coletadas alternadamente (grupo de quatro) em placa de
polietileno com 24 pogos contendo, em cada poco, 0,5 mL da solucao-tampéao
de KREBS-RINGER suplementada com albumina bovina, a qual adicionou-se
glicose ( 5,6 mM). Apds incubacdo por 45 min (pré-incubacéo), a 37°C em
atmosfera de carbbégenio pH 7,4, a solu¢cdo de KREBS foi substituida por 1,0
mL do mesmo tampéao, contendo diferentes concentracbes de glicose; 2,8
(G2,8); 5,6 (G5,6); 8,3 (G 8,3); 16,7 (G 16,7) mmol/L. Procedeu-se a nova
incubacédo , por 90 min, nas condicdes referidas acima. Apés este periodo, as
placas foram colocadas em freezer (-20) por 10 min e, o sobrenadante, de cada
poco, transferido para tubos de polietileno e conservados a -20 °C, até o
momento da dosagem da insulina secretada.

A insulina plasmética e a secretada durante o periodo de
incubacdo por ilhotas isoladas foram avaliadas de acordo com o método
descrito por HERBERT, (1965), modificado por SCOTT et al.,(1981).

Em série separada de experimentos, usando ratos nas mesmas
condicGes das séries anteriores, a tolerancia a glicose em vivo foi avaliada
através do teste de tolerancia a glicose intravenosa (gttiv). Animais de todos os
grupos receberam glicose, injetada na veia peniana na concentragdo de
0,5g/mL na dose de 1g/Kg de peso corporal. Amostras de sangue (100 ul)
foram coletadas a partir da veia femoral em seringas de 1 mL antes (tempo 0) e
apos 5:00, 10:00, 20:00, 40:00 e 80:00 (min:s) da administracdo da glicose,
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para determinacdo da glicose sérica. O teste de tolerancia a glicose, foi
calculado de acordo com LUNDBAEK (1962) utilizando-se o programa de
computador ORIGIN® 6.0. Apds o término do gttiv, aliquotas do tecido hepatico
e muscular (muasculo séleo) dos grupos foram transferidas para tubos de
centrifuga (15mL) e, a seguir, digeridos com KOH 30% em banho fervente.
Decorrido a digestéo, adicionou-se 0,2 e 0,1 mL da solucdo de sulfato de sédio
saturada no tecido hepatico e muscular, respectivamente. Em seguida
adicionou-se 7 mL de etanol no tubo contendo o tecido hepético e 3,5 mL no
tubo do tecido muscular. Os tubos foram agitados e, a seguir, centrifugados a
2500 rpm durante 5 min. Ao término da centrifugacdo, retirou-se o
sobrenadante e resuspendeu-se o conteudo restante com agua destilada para
procedimento de avaliacdo do glicogénio por colorimetria com fenol e &cido
sulfarico ( LO SIU et al., 1970).

A andlise estatistica dos dados foi feita através da analise de
variancia seguida do teste de Tukey, onde apropriado. Em todos os casos foi

fixado o nivel critico de 5% (p<0,05).
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RESULTADOS

Na primeira série de experimentos, observou-se reducao
significativa da captacdo de glicose pelo musculo s6leo da pata desnervada
apos 7 dias, em relacdo ao grupo controle (figura 1). Por outro lado, ndo houve
diferencas significativas na pata desnervada apds 3 e 28 dias em relacdo ao
grupo controle. A captacao de glicose foi também avaliada no masculo séleo da
pata contralateral dos grupos controle e desnervado apds 3, 7 e 28 dias. Os
resultados mostraram que ndo houve alteracdo na pata contralateral intacta
dos animais desnervados ap6s 3 e 7 dias. Em contrapartida, verificou-se
aumento significativo na captacdo da glicose pelo musculo séleo da pata
contralateral do animal desnervado apds 28 dias em relagdo ao animal controle
(figura 1).

A seguir avaliamos a secrecdo de insulina por ilhotas de
Langehans isoladas de ratos dos quatro diferentes grupos, e incubadas na
presenca de concentracdes crescentes de glicose (2,8 mM, 5,6 mM, 8,3mM e
16,7 mM)(figura 2). Nao houve diferenca significativa na secrecao da insulina
por ilhotas isolada sob as concentracfes de 2,8mM e 5,6mM de glicose em
relacdo aos quatro grupos. Em contra partida, houve um aumento da secrecao
de insulina estimulada pela glicose nas concentra¢cdes de 8,3mM e 16,7mM no
grupo desnervado apos 28 dias em relacdo ao grupo controle, indicando um
aumento da sensibilidade a glicose. Por outro lado, ndo houve alteracdo na
secregcdo da insulina nas concentragbes de 8,3mM e 16,7mM dos grupos
desnervados apoés 3 e 7 dias em relacdo ao controle (figura 2).

Apés a confirmacdo da sensibilidade da ilhota de Langerhans
aos procedimentos de desnervacdo do musculo esquelético, realizamos outra
série de experimentos para efetuar o teste de tolerancia a glicose intravenosa
nos grupos. Os resultados do teste foram avaliados pela estimativa da area sob
as curvas de glicose sérica. Nao foi constatada nenhuma alteragéo significativa
diferente entre os grupos (figura 3).

O tecido hepético e muscular tem importancia excepcional no
metabolismo da glicose, e por esta razdo, verificamos os teores hepaticos e
muscular de glicogénio apdés o teste de tolerancia a Glicose intravenosa,
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visando avaliar os efeitos da glicose exdgena. Os resultados mostraram uma
variacdo nao significativa nos estoques de glicogénio hepéatico dos quatro
grupos analisados (figura 4).

O musculo séleo teve seus estoques de glicogénio diminuidos
apos a sobrecarga de glicose intravenosa em ambas as patas, desnervada e
integra, no grupo desnervado apos 28 dias em relacdo ao controle. Foi
observada diminuicdo dos estoques de glicogénio na pata desnervada em

relacédo ao controle do grupo desnervado apos 7 dias (figura 5).
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DISCUSSAO

Neste estudo verificamos que a houve variacdo na captagao da
glicose no musculo séleo induzida pelo horménio insulinico. Animais apos 7
dias de desnervacao, tiveram a captacdo de glicose diminuida pelo musculo
s6leo da pata desnervada. Em contrapartida, a pata contralateral permaneceu
com valores préximos aos da pata do animal controle. Esta diminuicdo da
captacdo da glicose pelo musculo apds 7 dias de desnervacao, esta relatada
na literatura. Estudos demonstraram diminuicdo da captacdo de glicose na
musculatura esquelética de ratos desnervado apds 3 dias e 7 dias (TURINSKI,
1987, HIROSE et al.,2001, TURINSKY & DAMRAU-ABNEY, 1998, NUNES &
MELLO, 2005(fase de impressao)). O mecanismo pelo qual ocorre a diminuicao
na captacdo de glicose em musculos patas desnervados por 3 e 7 dias esta
relacionado, em parte, a alteracdo dos mecanismos internos da cascata de
reagBes quimico-enzimaticas que culminam na translocag¢do do transportador
de glicose para a membrana plasmatica (BERTELLI et al., 2003 e HIROSE et
al., 2001). Nao houve alteracdo na captacao de glicose pelo musculo soleo da
pata desnervada ap0s 28 dias. Por outro lado, a captacdo de glicose pelo
musculo séleo da pata contralateral desse mesmo grupo foi significativamente
maior do que a pata do controle intacta. Davis & Karl, 1988, verificaram em
ratos que o transporte de glicose no musculo esquelético desnervado na
presenca de insulina reduzia-se entre o 3° e 7° dia de desnervacgédo, aumentava
apoés 7 dias e aumentava ainda mais ao 10° dia de desnervagéo. A reducdo no
transporte da glicose em resposta a insulina entre o 3° e o 7° dia de
desnervacédo sugere resisténcia a insulina no musculo esquelético desnervado,
com um retorno da resposta normal a insulina a partir do 10° dia desnervado
(DAVIS, T.A. & KARL, I. E, 1988).

Desnervacgdo inibe multiplos aspectos do metabolismo da glicose
na musculatura esquelética, além da captacdo entre eles, incorporacdo da
glicose em glicogénio, conteudo da glicose-6-fosfato e atividade da enzima
glicogénio sintase (BURANT et al., 1984). Essas mudancas tém sido atribuidas
as perdas do fator trofico derivado do nervo e/ou da estimulagdo elétrica pelo
nervo (DAVIS, T. A. & KARL, I.E., 1988).
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O musculo esquelético tem um papel essencial ha manutencao
da homeostase glicémica (WALLBERG-HENRIKSSON, 1987). No entanto, a
variacdo das concentracfes da glicose na corrente sanguinea € o fator mais
importante na inducdo da secrecdo da insulina pela célula beta pancreatica
(HABER et al.,, 2001). A desnervacdo da musculatura esquelética altera a
dindmica de captacao periférica da glicose podendo influenciar a concentragédo
da glicose na corrente sanguinea e, com isso, afetar o processo secretério na
célula beta pancreatica.

Analisamos entdo a secrecdo da insulina de ilhotas de
Langerhans isoladas dos grupos experimentais sob concentragao crescente de
glicose. O aumento de secrecao de insulina no grupo desnervado apos 28 dias
nas concentracdes 8,3 mM e 16,7mM, em relacdo ao grupo controle mostra um
aumento de sensibilidade da ilhota a concentracdes elevadas de glicose. A
resisténcia a insulina observada em musculo desnervado desenvolve-se
rapidamente pela diminuicdo do transporte de glicose estimulado pela insulina
observado em poucas horas apos ter sido desnervado (WALLBERG-
HENRIKSOON, 1987, WILKES, J., and BONEM A., 2000). No entanto, a
expressdo de GLUT-1 na membrana celular de animais submetidos a
desnervacdo da musculatura esquelética é aumentada. Este aumento ocorre
devido a inibicdo da proteina quinase C a qual favorece o aumento da
expressdo do GLUT-1. O aumento de transportadores GLUT-1 na membrana
da célula muscular, € uma importante tentativa de melhorar a captacdo da
glicose e restabelecer a homeostase glicemica. No entanto, esta tentativa de
aumentar a captacdo da glicose pelo musculo através do GLUT-1 ndo é
suficiente para restabelecer a homeostase glicemica local ante a desnervacéo
(HUNTER et al., 2002, Bosch et al., 2003, GASTER et al., 2000 ).

A tentativa de restabelecimento da homeostase glicEmica parece
ser complementada pelo aumento da sensibilidade das células B a glicose o
que facilita a secrecdo do hormdénio. A resisténcia a insulina causado pela
desnervacédo € caracterizada pela diminuicdo dos transportadores de glicose 4
(Glut 4), como também a diminuicdo de processo enzimatico intracelulares que

culminam no transporte da glicose. Sendo a glicose o principal secretagono do
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horménio insulinico, avaliamos in vivo a tolerancia através do teste de
tolerancia a glicose intravenosa e 0s conteldos de glicogénio hepatico e
muscular apos o gttiv. Ndo houve alterac@o nos valores da area sob a curva de
glicose sérica durante o gttiv. Isso indica preservacdo da homeostase
glicémica. O Conteudo do glicogénio hepatico apds a sobrecarga intravenosa
de glicose, também néo foi afetado. No entanto, o contetdo de glicogénio do
musculo séleo de ambas as patas do grupo desnervado apés 28 dias como a
pata desnervada apos 7 dias foram diminuidas. Estes resultados mostram que
alteracdes no metabolismo da glicose no masculo s6leo sdo mais conflitantes e
intrigantes ja que a pouca literatura existente com relagcdo ao metabolismo da

glicose muscular de ratos desnervado acima de 20 dias sao inexistentes.
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CONCLUSAO

Resumidamente, o conjunto de resultados do presente estudo é
indicativo de que a desnervacdo do musculo esquelético além de provocar
alteracOes locais no metabolismo da glicose produz alteracbes em outros
tecidos. Essas alteracdes incluem aumento da sensibilidade das ilhotas de
langerhans a concentracées de glicose acima dos basais. Essa alteracao
observada nas ilhotas pode ser Gtil na preservacdo da homeostase glicémica.

Os mecanismos envolvidos nessa interagao precisam ser investigados.
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Figura 1: Captacédo de glicose pelo musculo séleo isolado (média + erro padrdo) de ratos
de todos os grupos. O sinal (D) refere-se a pata desnervada enquanto que o sinal (I) refere-
se a pata contralateral integra dos mesmos animais. Controle refere-se a animais integros.
Valores expressos como média + erro padrdo da média. (*) Diferenca significativa, P<
0,05 em relacgdo ao grupo controle. n = 7 a 10 fatias musculares por grupo.
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Figura 2: Secrecdo de insulina por ilhotas pancreéticas isoladas de ratos de todos os
grupos e incubadas em presenca de concentragdes crescentes de glicose (2,8; 5,6; 8,6 e
16,7 mmol/L) Controle refere-se a animais integros. Valores expressos como média +
erro padrdo. *P < 0,05 em relacdo ao controle. (n = 6)
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Figura 3: Area sob a curva da glicose sérica durante o teste de tolerancia a glicose.
Valores expressos como média + erro padrdo da meédia. (*) Diferenca significativa, P<
0,05 em relacdo ao grupo controle. n =5 a 10 ratos por grupo.
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Figura 4: Teor de glicogénio hepatico (média + erro padrdo) apds 60 minutos da
administracdo da Glicose (ImL/Kg), via intravenosa a animais de todos 0s grupos.
Controle refere-se a animais integros. Valores expressos como média + erro padrdo da
média. (*) Diferenca significativa, P< 0,05 em relacdo ao grupo controle. n =5 a 10
ratos por grupo.
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Figura 5: Teor de glicogénio pelo musculo séleo (média + erro padrdo) de ratos de
todos os grupos. O sinal (D) refere-se a pata desnervada enquanto que o sinal (1)
refere-se a pata contralateral integra dos mesmos animais. Controle refere-se a animais
integros. Valores expressos como media + erro padrdo da média. (*) Diferenca
significativa, P< 0,05 em relacdo ao grupo controle. n = 10 a 19 fatias musculares.
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