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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar, por meio da técnica de hepatocitos
isolados, a glicogendlise 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 reducéo de 50% do alimento.
Os protocolos experimentais, realizados aos 50-60 dias de idade,
envolveram incubacdo de hepatécitos com substratos glicogenoliticos (1 uM)
em animais em jejum. A glicogendlise, avaliada pela producéo de glicose
estimulada por adrenalina e glucagon, foi de 99,34% maior no grupo GR em
relacdo ao grupo GC. O mesmo é observado na produc¢éo basal de glicose e
na taxa basal de glicogendlise, nas quais o0 grupo restricdo apresenta valor
maior que o grupo controle. Com isso, sugere-se que a producéo de glicose
e a glicogendlise basais sédo elevadas no GR, indicando a presenca de
glicogénio hepatico mesmo apds o jejum noturno.

Introducéo
O figado € um 6rgdo central na regulagcdo da homeostase glicémica em
particular que responde diretamente a concentracdo de glicose no sangue.

Sob a ac¢éo da insulina, o figado € direcionado a um estado anabdlico, em
gue a sintese de glicogénio e acidos graxos é favorecida. Os horménios
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contrarreguladores (glucagon, catecolaminas, cortisol, GH — antagonistas da
insulina) tem um efeito contrario ao da insulina.

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
glicogendlise foi muito intensificada por adrenalina (BABATA et al., 2014) e
pelos agonistas adrenérgicos fenilefrina e isoproterenol (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 hip6tese de que glicogendlise basal é
elevada no GR, indicando a presenca de glicogénio hepatico mesmo apds o
jejum noturno.

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 0s 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 &gua; o suprimento de alimento foi reduzido em 50% em relagdo 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

Apbs isolamento dos hepatdcitos, aliquotas de 1x10° células/mL foram
incubadas em frascos com tampao Krebs, pH 7,4, 37°C, saturado com
mistura carbogénica, durante uma hora, contendo um agente glicogenolitico
(glucagon 1 nM ou adrenalina 1 pM) ou sem esses compostos (controle). As
amostras foram centrifugadas e o sobrenadante dos frascos foi usado para
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determinacdo das concentragfes de glicose, piruvato, lactato, amonia e
ureia, expressas em pmol/10° cels/hora.

Analise Estatistica
Os dados foram expressos como mediatdesvio padrdo. 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 liberacdo de glicose foi de
99,34% maior de GR em relacdo ao GC, e conforme as células foram
estimuladas pelos substratos glicogenoliticos, os animais do GR
apresentaram maior liberacao de glicose na presenca dos substratos quando
comparados ao GC para ambos os agentes glicogenoliticos (Tabela 1). O
mesmo € observado na producdo basal de glicose e na taxa basal de
glicogendlise, nas quais 0 grupo restricdo apresenta valor maior que o grupo
controle (Tabela 2).

Adrenalina Glucagon
GC GR GC GR
Maximo 0,000 0,788 0,000 0,401
(umol.10%cels.h)
Minimo 0,000 0,000 0,000 0,000

(umol.10%cels.h)

Tabela 1- Valores méaximos e minimos da liberagdo hepatica de glicose estimulada por adrenalina e glucagon, de
ratos controles (GC) e sob restrigdo alimentar de 50% (GR), em jejum noturno, por meio da técnica de hepatécitos
isolados.

Taxa média GC GR
Glicélise (umol.10°cels.h) 0,179 0,103
Glicogendlise (umol.10%cels.h) 0,393 0,774

Tabela 2- Taxas basais de glicogendlise e glicélise de animais dos grupos controle (GC) e restricdo alimentar (GR),
em jejum noturno, por meio da técnica de hepatdcitos isolados

Conclusodes

Os experimentos feitos demonstram, que assim como acontece na
perfusdo de figado, a producdo de glicose e a glicogendlise basais sao
elevadas no GR, indicando a presenca de glicogénio hepatico mesmo apés
0 jejum noturno. Além disso, adrenalina e glucagon potencializam a
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degradacdo desse glicogénio, o que poderia contribuir para o peffil
hipoglicémico melhorado desses animais.

Agradecimentos

Ao programa CNPg/PIBIC e a Fundacédo Araucaria pelo financiamento do
projeto de pesquisa e aos membros do Laboratoério de Fisiologia da UEM
pelo apoio durante a execucao do trabalho.

Referéncias

BABATA, L. K. R;; PEDROSA, M. M. D.; GARCIA, R. F.; PEICHER, M. V;
GODOI, V. A. F. Sustained liver glucose release in response to adrenaline can
improve hypoglycaemic episodes in rats under food restriction subjected to acute
exercise. International Journal of Endocrinology, v. 2014, p. 1-7, 2014.

MALTA, A.; FURLAN, M.P.; VITORIANO, A.S.; BARRENA, H.C.; BAZOTTE,
R.B.; GAZOLA, V.G. Insulin sengitivity and liver glucose production in the rat are
influenced by lifetime food restriction. Nutrition Research, v. 30, n. 9, p. 626-631,
2010.

ﬁﬂ-hh-l-i D iismgrin Secretaria da Ciéncia, Tecnologia
e Ensino Superior

< FUNDACAO @CNPQ {%’)PARANA




