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Resumo:

Nosso objetivo foi avaliar a ativacdo do catabolismo do glicogénio hepatico
em camundongos submetidos a dieta hiperlipidica rica em gordura saturada
(DHRGS). Os camundongos foram divididos em dois grupos. O grupo
controle recebeu dieta normolipidica (DNL) e o segundo recebeu DHRGS.
Os animais foram submetidos a perfusdo de figado in situ. A producao
hepatica de glicose e a glicogendlise foram analisadas antes e durante a
infusdo dos agentes glicogenoliticos: glucagon, epinefrina, fenilefrina,
isoproterenol, CAMP e seus analogos DB-cAMP, 8-Br-cAMP e N6-MB-cAMP.
Foram também avaliados a glicemia e o contetdo de glicogénio hepatico. Os
resultados demostraram que a ativacdo da producdo hepatica de glicose e
da glicogendlise pelo glucagon, epinefrina e fenilefrina foi menor no grupo
DHRGS em comparagéo com o grupo DNL. Considerando que a infusdo de
glucagon promoveu uma inibicdo acentuada da glicélise hepatica no grupo
DHRGS, testamos a infuséo direta de cAMP, principal mediador intracelular
do horménio glucagon. Como resultado, observou-se uma menor
intensificacdo na producdo hepética de glicose e glicogendlise no grupo
DHRGS durante a infusdo de cAMP. Desse modo, concluimos que a
DHRGS reduz a responsividade a agentes glicogenoliticos. Portanto, a
menor resposta ao glucagon no grupo DHRGS esta relacionada a diferencas
na quantidade de AMPc formada e ndo na atividade biologica do AMPc.
Concluimos que a disponibilidade intracelular de AMPc é peca-chave na
ativacdo do catabolismo hepatico de glicogénio em camundongos
submetidos a DHRGS.
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Introducao

O consumo de dieta hiperlipidica rica em gordura saturada (DHRGS)
favorece o desenvolvimento de obesidade, diabetes mellitus tipo 2 e
doencas cardiovasculares. Muitos estudos foram realizados avaliando o0s
efeitos de DHRGS na gliconeogénese hepatica em camundongos. (An et al.,
2013; Haida et al., 2012; Obici et al., 2012). Contudo, pouco € conhecido
sobre o catabolismo do glicogénio nesta condigéao.

Considerando que a ativacdo da gliconeogénese hepatica foi
observada uma semana apoés o fornecimento da DHRGS (Obici et al., 2012),
este estudo se prople investigar a ativacdo do catabolismo do glicogénio
hepético em camundongos submetidos & DHRGS durante o mesmo periodo.
Além disso, a resposta ao cCAMP também sera analisada, uma vez que este
segundo mensageiro exerce um importante papel como segundo
mensageiro na acdo de hormonios como o glucagon e a epinefrina.

Materiais e métodos

Animais

Utilizaram-se camundongos Swiss machos com peso aproximado de
35 g mantidos em condicbes padroes de biotério, antecedendo aos
experimentos. Os animais foram divididos em dois grupos. O grupo controle
recebeu dieta normolipidica (DNL). O segundo grupo recebeu DHRGS. As
composicoes destas dietas foram baseadas nas dietas purificadas para
roedores propostos pelo “American Institute of Nutrition”.

Perfuséo de figado in situ

Apbs completar o periodo de tratamento de uma semana, 0s animais
foram anestesiados e fixados em mesa cirurgica. A perfusao foi realizada da
seguinte forma: passagem de tampao KH por 10 min, 20 min de infusédo de
substratos glicogenoliticos e os 10 min finais com tampé&o KH. As amostras
do liquido efluente foram coletadas a cada 2 min para andlise da
concentracdo de glicose, L-lactato e piruvato. Essas moléculas refletem
guantitativamente a glicogendlise, e fornecem taxas basais do catabolismo
hepatico, podendo ser intensificadas com a infusdo agentes glicogenoliticos.

Os agentes glicogenoliticos utilizados foram: glucagon (1 nM),
epinefrina (20 uM), fenilefrina (20 pM), isoproterenol (20 pM).
Posteriormente, foram utilizados também cAMP (150 yM) e seus analogos
DB-cAMP (3 uM), 8-Br-cAMP (3 uM) e N6-MB-cAMP (3 uM).

No final do experimento, o figado foi retirado e pesado, sendo a
producdo hepatica de glicose e outros metabolitos expressas em pmol.min-
! g de figado. A ativacdo do catabolismo do glicogénio foi estimada pela
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diferenca das taxas de producédo de glicose, L-lactato e piruvato, glicélise e
glicogendlise, antes e durante a infusdo dos agentes glicogenoliticos.

Dosagem de glicogénio

Ao final do experimento da perfusdo, o figado foi retirado e
mergulhado em nitrogénio liquido. A dosagem do glicogénio foi realizada de
acordo com a técnica de Kepler et al (1974).

Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas pelo teste t de Student,
empregando-se 0 programa estatistico Graph-Pad Prism Software (version
5.0). P<0.05 foi adotados como critério de significancia.

Resultados e Discussao

A glicemia, o conteudo de glicogénio do figado e a taxa catabolismo
de glicogénio antes da infusdo dos agentes glicogenoliticos ndo foram
afetados pela DHRGS, mas houve uma menor producdo (p < 0,05) de
piruvato, L-lactato, glicélise em figados provenientes do grupo DHRGS.

A ativacdo da producdo hepética de glicose e glicogendlise pelo
glucagon, epinefrina e fenilefrina foi menor no grupo DHRGS em
comparacao ao grupo DNL (Tabela 1). Nao houve diferenga na infusdo de
isoproterenol. Além disso, a infusao de glucagon ou isoproterenol promoveu
uma inibicdo acentuada da glicolise hepética no grupo DHRGS (Tabela 1).

Tabela 1. Glicose, producdo de L-lactato, piruvato, glicolise e glicogendlise
durante a infusédo de glucagon (1 nM), epinefrina (20 uM), fenilefrina (20 mM)
ou isoproterenol (20 uM) em figados de ratos alimentados com dieta
normolipidica (DNL) ou dieta hiperlipidica rica em gordura saturada
(DHRGS) durante uma semana. Os valores sdo expressos como média +
desvio padrdo da area sob a curva expressos em umol/g. Os valores
negativos representam a inibicdo da producdo de piruvato, L-lactato e
glicolise durante a infusao de glucagon, epinefrina, fenilefrina e isoproterenol
em comparacgdo com os valores basais. *p < 0.05 (DNL vs. DHRGS).

Glucagon Epinefrina Fenilefrina Isoproterenol
DNL DHRGS DNL DHRGS DNL DHRGS DNL DHRGS
Glicose 76,3£13,8 24,7£5,2*% 53,3127 276+4,3* 169163 6,7%1,3% 11,3+4,2 16,369
L-lactato 1,722 -75+32F  4,1+086 42+10  3,1+16 12+0,48% -55%28  -10,443,0%
Piruvato 21,0£028  -0,540,25% -0,52¢049 -0,36+0,18 -0,5¢0,2 -0,05¢0,03* -0,47+0,18 -0,34+0,14
Glicdlise 2,721  -81+36* 37t13 43+t08  2,5t17 104027 -64%22  -109+17*

Glicogendlise 752+144 20,5+58% 559+141 29,0+4,6% 21,0+74 62+26* 83126 11,6 4,4
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Como o glucagon mostrou maior efeito no catabolismo do glicogénio e
considerando que estes efeitos sdo mediados pelo cAMP, avaliou-se os
efeitos da infusdo de cAMP no catabolismo do glicogénio hepatico.

Durante a infuséo de cAMP (150 pM) observou-se uma menor
intensificacdo na producdo hepatica de glicose e glicogendlise no grupo
DHRGS. Entretanto, a infusdo de DB-cAMP (3 pM), 8-Br-cAMP (3 pM) ou
N6-MB-cAMP (3 uM) ndo mostrou diferencas relevantes.

Conclusodes

A DHRGS reduz a responsividade a agentes glicogenoliticos que
provavelmente envolvem mecanismos mediados pelo célcio (fenilefrina) e
AMPc (glucagon e epinefrina). A menor resposta ao glucagon e a epinefrina
no grupo DHRGS esta relacionado a diferencas na quantidade de AMPc
formada e ndo na atividade biolégica do AMPc. Portanto, a disponibilidade
intracelular de AMPc é peca-chave na ativagdo do catabolismo hepatico de
glicogénio em camundongos submetidos a DHRGS.
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