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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar, por meio da técnica de hepatocitos
isolados, a gliconeogénese hepatica de ratos adultos, alimentados
livremente ou sob restricdo alimentar prolongada. Os animais foram divididos
em dois grupos: Controle (GC), com ninhada de 6 filhotes e alimentacdo a
vontade; Restricdo (GR), com ninhada de 12 filhotes, e reducédo de 50% do
alimento. Os protocolos experimentais, realizados aos 50-60 dias de idade,
envolveram incubacdo de hepatdcitos com substratos gliconeogénicos
(5mM) em animais em jejum. A gliconeogénese, avaliada pela producéo de
glicose estimulada por glicerol, lactato, alanina e glutamina, nos ratos do GR
foi significativamente menor (p<0,05) do que no grupo GC. A producéo de
amonia e ureia ndo mostrou diferenca significativa (p>0,05) entre 0s grupos.
Com isso sugere-se que esses animais exibem uma falha nos mecanismos
contrarreguladores da glicemia, resultando em reduzida gliconeogénese.

Introducao

O figado é um 6rgéo central na regulacdo da homeostase glicémica
em particular que responde diretamente a concentracdo de glicose no
sangue. Sob a acdo da insulina, o figado é direcionado a um estado
anabolico, em que a sintese de glicogénio e acidos graxos é favorecida. Os
horménios contrarreguladores (glucagon, catecolaminas, cortisol, GH -
antagonistas da insulina) tem um efeito contrario ao da insulina.
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Em nosso laboratério, ratos submetidos a restricdo alimentar de 50% desde
0 nascimento (ninhadas de 12 filhotes e com reducdo de 50% no alimento
apos o desmame) foram comparados com ratos controles (ninhadas de seis
filhotes e alimentados livremente apés o desmame). Os ratos controles
mostraram baixa liberacdo hepética residual de glicose apds jejum noturno,
pouca resposta a agentes glicogenoliticos, e gliconeogénese favorecida. Em
ratos sob restricdo alimentar prolongada, por outro lado, houve uma elevada
liberacdo hepatica residual de glicose, indicando intensa glicogendlise,
mesmo apos o jejum noturno (BABATA et al.,, 2014). Nesses animais, a
gliconeogénese a partir de alanina ndo foi acentuada, e 0 mesmo parece
acontecer com o lactato (MALTA et al., 2010).

Considerando essas observacdes, € importante tracar um perfil mais amplo
do metabolismo hepético da glicose, por meio da técnica de hepatocitos
isolados. Este trabalho sustenta a hipotese de que a gliconeogénese
hepatica estda comprometida em animais sob restricdo alimentar prolongada.

Materiais e métodos

Tratamento dos Animais

Foram utilizados ratos Rattus novergicus da linhagem Wistar. Os protocolos
foram aprovados pela CEUA da UEM (parecer 183/2014). Depois do
desmame, foram estabelecidos os seguintes grupos experimentais:

Grupo Controle (GC): ratos de ninhadas de seis filhotes; fornecimento livre
de agua e racao durante todo o periodo de acompanhamento;

Grupo Restricdo (GR): ratos de ninhadas de doze filhotes; fornecimento livre
de agua; o suprimento de alimento foi reduzido em 50% em relacdo ao GC
de idade correspondente, durante todo o periodo de acompanhamento.

Os experimentos foram realizados quando os animais chegaram aos 50-60
dias de idade, sob jejum noturno (aproximadamente 14 horas).

Incubacao dos Hepatdcitos e dosagens bioquimicas

Ap6s isolamento dos hepatdcitos, aliquotas de 1x10° células/mL
foram incubadas em frascos com tampéao Krebs, pH 7,4, 37°C, saturado com
mistura carbogénica, durante uma hora, contendo um substrato
gliconeogénico a 5 mM: alanina ou glutamina ou lactato ou glicerol; ou sem
esses compostos (controle). As amostras foram centrifugadas e o
sobrenadante dos frascos foi usado para determinacdo das concentracdes
de glicose, piruvato, lactato, amdnia e ureia, expressas em pmol/10°
cels/hora.

FUNDA ‘o W7 ’
T Gl
A

Secretaria da Ciéncia, Tecnologia
e Ensino Superior




13a 14 de outubro
de 2016

Andlise Estatistica

Os dados foram expressos como meédiatdesvio padrédo. Os grupos
foram comparados por teste t ou Mann-Whitney. O nivel de significAncia foi
de 5%.

Resultados e Discussao

Na condicdo basal (sem substratos), a liberagéo de glicose foi maior
pelos hepatécitos do grupo GR, mas conforme as células foram estimuladas
pelos substratos gliconeogénicos os animais do GC apresentaram maior

liberacdo de glicose na presenca de todos os substratos quando
comparados ao GR (Figura 1).
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Figura 1- Liberag&o de glicose estimulada por glicerol, lactato, alanina e glutamina (5mM) por hepatécitos de ratos
controles (GC) e ratos sob restricdo alimentar de 50% (GR) em jejum noturno. Dados mostrados como médiatDP
de 3-5 repeti¢bes. *p<0,05 em relagdo ao GC, teste t.

Os grupos GC e GR néo diferiram na producdo de amoénia (p>0,05,
Figura 2A) ou de ureia (p>0,05, Figura 2B).

Conclusbes

Este estudo mostra que em animais sob restricdo alimentar a
gliconeogénese estd comprometida, com uma producdo de glicose
significativamente menor em comparacdo com 0S animais que receberam
alimentacdo a vontade. Isso confirma e expande experimentos anteriores,
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usando perfusdo de figado in situ. Com isso sugere-se que esses animais
exibem uma falha nos mecanismos contrarreguladores da glicemia.
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Figura 2- Liberagédo de amonia (A) e ureia (B) na presenca de alanina e glutamina (5mM) em hepatécitos de ratos
controles (GC) e de ratos sob restricdo alimentar de 50% (GR) em jejum noturno. Dados mostrados como
médiatDP de 3-5 repeticdes.
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