L

/—4IIEME'-'\

o e o s oF
) 29° Encontro Anual d.elln|c~|oc;o.o Clgnhflc’o. 29°EAIC 29 031 de outubro de 2020
9° Encontro Anual de Iniciagcdo Cientifica Junior 9oEAIGR
&/

EFEITOS DA ISQUEMIA CEREBRAL GLOBAL TRANSITORIA EM RATOS
SOBRE A HOMEOSTASE GLICEMICA E A ATIVIDADE E EXPRES SAO DAS
ENZIMAS GLICONEOGENICAS HEPATICAS

Lory Santana (PIBIC/CNPg/FA/UEM), Ana Paula Ames Sibin, Jurandir Fernando
Comar (Orientador), e-mail: jfcomar@uem.br.

Universidade Estadual de Maringé /Centro de Ciéncias Biolégicas/ Maringa, PR.
Area e subarea do CNPg/CAPES: Ciéncias Biolégicas/Bioquimica
Palavras-chave: isquemia cerebral, gliconeogénese hepética, tolerancia a insulina.
Resumo

A hiperglicemia induzida por isquemia cerebral esta associada com aumento do
dano neurologico apos isquemia cerebral global (ICG) ou focal (ICF). A hiperglicemia
observada em ratos apés ICF ocorre nas primeiras 24 horas e € a consequéncia de
aumento da gliconeogénese e resisténcia a insulina. No entanto, a gliconeogénese
hepatica e os mecanismos que levam a hiperglicemia apés ICG s&o ainda incertos.
Assim, este estudo investigou a homeostase glicEmica e a atividade e expresséo de
enzimas ligadas ao metabolismo hepatico da glicose em ratos apos ICG induzida por
oclusdo de quatro vasos (4-VO) transitéria. Teste de tolerancia a glicose oral
(OGTT), teste de tolerancia a insulina (ITT) e niveis séricos de insulina e cortisol
foram quantificados nos animais 24 h e 5 dias apd6s a inducdo de ICG por 15
minutos. A ICG foi associada a hiperglicemia e hiperinsulinemia 24 h apos a
isquemia. A resisténcia insulinica desenvolveu-se mais tarde no 5° dia. Apds 24 h,
apenas a atividade da glicoquinase e piruvato quinase foram aumentadas, enquanto
gue apoOs 5 dias, apenas a atividade da piruvato quinase e piruvato carboxilase
foram aumentadas. Por outro lado, a expressao das enzimas piruvato carboxilase,
PEPCK e glicose 6-fosfatase foram muito diminuidas apds 24 h. Estes resultados
em conjunto com outros de fluxos metabodlicos hepaticos anteriormente definidos por
Nosso grupo sugerem que uma condi¢cao de metabolismo deprimido foi estabelecida
em resposta as novas condi¢cdes geradas pela ICG 24 h apds a isquemia e de
resisténcia a insulina estabelecida apds 5 dias da isquemia.

Introducao

A hiperglicemia induzida por isquemia cerebral esta relacionada com aumento no
dano neuroldgico apos acidente vascular cerebral isquémico (AVC) e parada
cardiaca. O AVC esta associado a isquemia cerebral focal (ICF) e a parada cardiaca
com isquemia cerebral global (ICG). A hiperglicemia em rodendos tem sido
reportada ocorrer nas primeiras 24 h apés ICF e é consequéncia da resisténcia
insulinica e aumento da gliconeogénese hepatica (WANG et al., 2013). De fato,
estes animais apresentam maior expressao de enzimas gliconeogénicas 24 h apés a
ICF. No entanto, a regulacéo positiva da gliconeogénese hepatica e 0s mecanismos
a ela relacionados que levam a hiperglicemia até agora ndo foram demonstrados em
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ratos apds ICG. Pelo contrario, um recente estudo conduzido por nosso grupo
revelou que a glicogénese esta na verdade muito reduzida no figado em perfusao 24
h apés ICG (SA-NAKANISHI et al., 2020). O mesmo aconteceu com a glicolise.
Entretanto, a expressdo e atividade das enzimas gliconeogénicas e glicoliticas
hepaticas nao foram ainda determinados nestes animais. Assim, este estudo avaliou
a homeostase glicEmica e a atividade/expressdo de enzimas chave no figado de
ratos com ICG induzidos pela oclusédo transitéria de 4 vasos (4-VO) (PULSINELLLI,
BRIERLEY, 1979).

Materiais e métodos

Os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Maringa (n° 6128251017).

Ratos Wistar machos pesando cerca de 250 g (70 dias de idade) foram divididos em
3 grupos: C, controles sham operados, | 24 h, isquémicos usados 24 h apos a
isquemia, e | 5 d, isquémicos usados 5 dias ap0s a isquemia. Para induzir a ICG, foi
utilizado o modelo da ocluséo transitéria de quatro vasos (4-VO) (PULSINELLI,
BRIERLEY, 1979). O fluxo sanguineo cerebral foi bloqgueado por 15 min. A
homeostase glicémica foi avaliada por meio do teste de tolerancia a glicose oral
(OGTT), teste de tolerancia a insulina (ITT) e niveis séricos de insulina e cortisol.
Estes dois udltimos foram determinados por radioimunoensaio. A atividade e a
expressdo de RNAm (gRT-PCR) das enzimas chave da gliconeogénese
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), piruvato quinase, frutose 1,6-bifosfatase
(FBPase-1) e glicose 6-fosfatase (G6Pase) e das enzimas glicoliticas glicoquinase e
piruvato quinase foram determinadas no figado de ratos em jejum de 12 h.

Resultados e Discussao

A ICG foi associada com hiperglicemia e hiperinsulinemia 24 h apos a isquemia
(Figura 1). A resisténcia insulinica desenvolveu-se mais tarde no 5° dia. A atividade
e expressdo de RNAmM de enzimas gliconeogénicas e glicoliticas foram modificadas
de forma complexa. Apdés 24 h, apenas a atividade da glicoquinase e piruvato
guinase foram aumentadas, mas apos 5 dias apenas a atividade da piruvato quinase
e piruvato carboxilase foram aumentadas. Em contrapartida, a expressdo das
enzimas piruvato carboxilase, PEPCK e G6Pase foram muito diminuidas apos 24 h
(Figura 2).

Resultados obtidos com medidas de fluxos metabdlicos no figado de rato em
perfusédo sugerem que uma condi¢do de metabolismo deprimido foi estabelecida em
resposta as novas condi¢cdes geradas pela ICG 24 h apés a isquemia e de
resisténcia insulinica estabelecida apos 5 dias (SA-NAKANISHI et al., 2020). Estes
fendbmenos condizem com a reduzida expressdo hepatica de enzimas
gliconeogénicas ap0s 24 h e aumento da atividade da piruvato carboxilase apés 5
dias verificados no presente estudo. Em contrapartida, o deprimido metabolismo
hepatico visto 24 h apdés a isquemia € oposto aquele visto na ICF, onde a
gliconeogénese foi aumentada neste periodo e a resisténcia insulinica nao foi mais
evidente apds 5 dias (WANG et al., 2013).

Conclusodes
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Estes resultados em conjunto com outros de fluxos metabdlicos hepaticos
anteriormente definidos por nosso grupo sugerem que uma condicdo de
metabolismo deprimido foi estabelecida em resposta as novas condicbes geradas
pela ICG 24 h apds o insulto isquémico e de resisténcia a insulina estabelecida apos
5 dias da isquemia. Se as modificacbes no metabolismo hepéatico encontradas em
ratos apos a ICG podem ser extrapoladas para pacientes seguindo ICG é incerto,

mas o0s resultados deste estudo devem encorajar investigagdes adicionais sobre
este topico.
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Figura 1: Efeitos da ICG transitéria sobre a (A) glicemia de jejum, (B) teste de tolerancia a glicose
oral (OGTT), (C) teste de tolerancia a insulina (ITT), (D) a constante do teste de tolerancia a insulina
(KITT), (E) insulina sérica, e (F) cortisol sérico. OGTT e ITT foram realizados em ratos controles
(sham operados) e ratos apds 24 h e 5 dias ap6és ICG transitéria. O OGTT foi realizado pela
administracao oral de glicose (1,5 g/kg) a ratos em jejum de 12 horas. Nos horarios indicados,
amostras de sangue foram coletadas retiradas de cada animal por incisdo na cauda e a glicose foi
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medida usando um glicbmetro. A glicemia de jejum no Painel A foi medida imediatamente antes da
administracao de glicose (no tempo zero no Painel B). O ITT foi realizado por injecdo de insulina
regular (1 U/kg) i.p. KITT foi calculado como a inclinagdo do segmento linear de cada curva (do
tempo 5 a 20 no painel C). Os valores sao a média + EPM de 4-6 animais. *p<0.05 para diferenca
de controles sham operados e “p<0.05 para diferenca entre 24 h e 5 dias.
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Figura 2: Efeitos da ICG transitéria sobre a atividade e a expressdo de RNAm das enzimas chave
da gliconeogénese e glicllise hepéaticas. Os valores sdo a média + EPM de 4-6 animais. *p<0.05
para diferenca de controles sham operados e #pS0.0S para diferenca entre 24 h e 5 dias
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