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RESUMO

A obesidade é um fator de risco para o desenvolvimento do diabetes tipo 2. O
exercicio fisico reduz o tecido adiposo, modula a secrecdo e ag¢ao da insulina
preservando a homeostase glicémica. A administracdo de glutamato monossodico
(MSG) induz lesbes hipotaldamicas que levam a obesidade. O controle da secrecao
de insulina depende da formacdo do ATP nas células B pancreaticas, processo
acoplado a rotas metabdlicas glicoliticas e mitocondriais. O presente estudo
investigou o efeito do exercicio fisico no metabolismo da glicose em ilhotas
pancreaticas de ratos MSG-obesos. A obesidade foi induzida pela administracéo de
MSG (4g/Kg). Controles (CON) receberam salina. Aos 21 dias os animais foram
separados em 4 grupos CON-SED (sedentarios); CON-EXE (exercitados); MSG-
SED e MSG-EXE. O exercicio consistiu em natagdo (3x/semana/30min). As ilhotas
foram isoladas e incubadas com glicose (16,7 mM) na presenca ou auséncia dos
seguintes bloqueadores do metabolismo da glicose: 1-Acido lodoacético (IAA, TmM),
bloqueia a glicdlise; 2— Acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico (a-CHC, 1mM), evita o
metabolismo do piruvato; 3— Fluoroacetato de Sodio (SF,2 mM) inibe o ciclo do
acido tricarboxilico (AT); 4— Rotenona (ROT, 1uM) e 5- Antimicina (ANT, 50nM),
inibidores respectivamente dos complexos mitocondriais | e lll. A expresséo proteica
do transportador GLUT, foi avaliada em ilhotas pancreaticas. Os dados foram
avaliados por analises de variancia (ANOVA) ou Teste t de Student (p<0,05). Ratos
MSG-SED desenvolveram obesidade, resisténcia a insulina e hipersecrecdo de
insulina em relacdo aos ratos CON-SED. A natacdo evitou a hiperinsulinemia,
corrigiu a resisténcia a insulina e atenuou o excesso de tecido adiposo em ratos
MSG. llhotas pancreaticas de ratos MSG-SED apresentam hipertrofia, aumentada
expressado do GLUT2, secretando cerca de 25% mais insulina em relagéo a ilhotas
de ratos CON-SED. Em ambos os grupos a natagdo reduziu em média 25% a
secrecdo de insulina estimulada por glicose. A natagdo atenuou a hipertrofia dos
adipdcitos, das ilhotas pancreaticas, bem como corrigiu a expressao do GLUT,; em
ratos MSG-obesos. O efeito do bloqueador glicolitico foi mais acentuado em ilhotas
de ratos MSG-SED, indicando maior ativacdo desta via. O bloqueio do complexo |
mitocondrial teve efeito similar entre os grupos. Todavia a inibigdo do complexo Il foi
menos acentuada em ilhotas de ratos MSG-SED. Os bloqueadores do ciclo AT e
transporte do piruvato nao inibiram o controle secretor de insulina em ilhotas de
todos os grupos; porém o a-CHC exerceu efeito paradoxal em ilhotas de ratos MSG-
SED. Alteragdes da glicdlise; do ciclo do AT e do complexo | mitocondrial parecem
nao estar envolvidas na menor resposta a glicose encontrada em ilhotas de ratos
exercitados. Porém, aumento da participacdo do complexo Ill mitocondrial foi
observado em ilhotas de ambos os grupos exercitados. O tratamento neonatal com
MSG induz obesidade, dislipidemia e resisténcia a insulina, eventos atenuados e/ou
revertidos pela natacdo. A hipersecregao de insulina é corrigida pelo exercicio sem
alterar a via glicolitica e/ou do ciclo do AT. Todavia, a natagdo parece elevar a
participacdo do complexo |l mitocondrial.

Palavras Chave: Obesidade, exercicio, ilhotas pancreaticas, metabolismo.



ABSTRACT

Obesity is a risk factor for development of type 2 diabetes. Exercise reduces adipose
tissue, modulates insulin action and secretion maintaining glucose homeostasis. The
administration of monosodium glutamate (MSG) induces hypothalamic lesions that
lead to obesity. The control of insulin secretion depends on the formation of ATP in
the pancreatic 3 cells, a process coupled to glycolytic and mitochondrial metabolic
pathways. The present study investigated the effect of exercise on glucose
metabolism in pancreatic islets of MSG-obese rats. Obesity was induced by
administration of MSG (4g/Kg). Controls (CON) received saline. At 21 days, the
animals were divided into 4 groups CON-SED (sedentary), CON-EXE (exercised);
MSG-SED and MSG-EXE. The exercise consisted of swimming (3x/semana/30min).
The islets were isolated and incubated with glucose (16.7 mM) in the presence or
absence of the following blockers of glucose metabolism: 1-iodoacetic acid (IAA, 1
mM) blocks glycolysis, 2 - alpha-cyano-4-hydroxycinnamic (a-CHC, 1 mM) prevents
the metabolism of pyruvate, 3 - Sodium fluoroacetate (SF, 2 mM) inhibits the
tricarboxylic acid cycle (TA); 4 - Rotenone (ROT, 1uM) and 5 - Antimycin (ANT,
50nM), respectively inhibitors of mitochondrial complex | and Ill. The expression of
transporter GLUT2 has been evaluated in pancreatic islets. Data were evaluated by
analysis of variance (ANOVA) or Student's t test (p <0.05). MSG-SED rats developed
obesity, insulin resistance and insulin hypersecretion compared to CON-SED.
Swimming prevented hyperinsulinemia, insulin resistance corrected and attenuated
the excess adipose tissue in rats MSG. Pancreatic islets of rats MSG-SED present
hypertrophy, increased expression of GLUTZ2, secreting approximately 25% more
insulin in the islets from rats compared CON-SED. In both groups the swimming
reduced on average 25% insulin secretion stimulated by glucose. Swimming
attenuated the hypertrophy of adipocytes, pancreatic islets, and corrected the
expression of GLUT2 in MSG-obese rats. The effect of the glycolytic blocker was
more pronounced in islets from MSG-SED rats, indicating greater activation of this
pathway. Blockade of mitochondrial complex | had similar effect between the groups.
However inhibition of complex Ill was less pronounced in islets of MSG-SED rats.
Blockers TA cycle and transport of pyruvate did not inhibit the secretory control of
insulin in the islets from all groups, but the a-CHC exerted paradoxical effect in rat
islets MSG-SED. Changes in glycolysis; TA cycle and mitochondrial complex | seem
not to be involved in response to low glucose found in the islets of exercised rats.
However, increased participation of mitochondrial complex Il islets was observed in
both groups exercised. The neonatal treatment with MSG induces obesity,
dyslipidemia and insulin resistance, attenuated events and / or reversed by
swimming. The hypersecretion of insulin is corrected by exercise without changing
the glycolytic pathway and / or cycle TA. However, swimming appears to increase the
participation of mitochondrial complex IIl.

Keywords: Obesity, exercise, pancreatic islets, metabolism.
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1. INTRODUCAO

1.1 Obesidade

A obesidade é definida como acumulo excessivo de gordura corporal. Um
pardmetro para avaliar a obesidade em humanos é o indice de Massa Corporal
(IMC) o qual leva em consideragao o peso e a altura do individuo, de acordo com a
seguinte equacdo: IMC= Peso (Kg) / Altura (m?). Em termos clinicos, valores de IMC
entre 25 e 29,9 Kg/m2 caracterizam sobrepeso, enquanto valores de IMC maiores
que 30 Kg/m? indicam obesidade. Para estabelecer o percentual de gordura corporal
outras medidas devem ser adicionadas ao IMC, tais como, mensuragédo das pregas
cutdneas ou impedancia bioelétrica. Considerando estes métodos, a obesidade é
definida quando o percentual de gordura corporal € maior que 25% para homens e
35% para mulheres. Apesar da menor confiabilidade a forma mais adotada na clinica
€ o calculo do IMC, por ser a maneira mais pratica (ROTHMAN, 2008).

A obesidade é considerada pela Organizagao Mundial da Saude (OMS) um
problema de saude publica que afeta milhdes de individuos em todo o mundo,
independente da faixa etaria, raga ou sexo. Inicialmente a epidemia de obesidade
era considerada um problema somente de paises com alta renda, atualmente a
obesidade e o sobrepeso tém aumentado dramaticamente também em paises de
média e baixa renda, particularmente em zonas urbanas (DINSA et al., 2012).

O elevado consumo de dietas ricas em gordura, associado ao baixo nivel de
atividade fisica favorece o acumulo de tecido adiposo, promovendo um desajuste na
homeostase energética que culmina na instalagcdo da obesidade. Embora dados
clinicos e epidemioldgicos indiquem que o estilo de vida sedentario, bem como, o
comportamento alimentar sdo fatores centrais no ganho de peso corporal, outros
elementos podem favorecer a instalagdo da obesidade (HEITMANN et al., 2012). A
adiposidade excessiva resulta de uma interagdo complexa de influéncias genéticas,

ambientais, metabdlicas, fisioldégicas, comportamentais e sociais (GRUNDY, 1998).



Programa de Pés-Graduagdo em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO) | 14

No entanto, o estilo de vida contemporaneo, € um dos principais contribuidores para
desenvolvimento de obesidade e suas patologias, tais como diabetes. Enfatizando
estes dados, estudos mostram que tanto a reeducagao alimentar como a pratica de
atividade fisica atenuam a obesidade, porém a magnitude deste efeito € muito maior
quando ambas as variaveis sdo combinadas (HUBACEK, 2009).

O problema do excesso de peso e da obesidade tem alcancado proporcdes
epidémicas no mundo todo, incluindo a populacdo brasileira. A Pesquisa de
Orcamentos Familiares (POF) 2008-2009, realizada em parceria entre o IBGE
(Instituto Brasileiro de Geografia Estatistica) e o Ministério da Saude, analisando
dados de 188 mil pessoas brasileiras em todas as idades, mostrou que a obesidade
e 0 excesso de peso tém aumentado rapidamente nos ultimos anos, em todas as
faixas etérias. Neste levantamento, 50% dos homens e 48% das mulheres se
encontram com excesso de peso, sendo que 12,5% dos homens e 16,9% das
mulheres apresentam obesidade. Ambos, excesso de peso e obesidade
aumentaram com a faixa etaria nos dois sexos. Em homens, excesso de peso e
obesidade foram mais frequentes nas regides sudeste, sul e centro-oeste. Em
mulheres, a maior prevaléncia foi na regido sul. Esses marcadores expressam
essencialmente o desequilibrio entre ingestdo e utilizacdo de calorias, a explicacéao
para o aumento dessas condicbes deve ser procurada em mudancas nos padrdes
de alimentacao e atividade fisica da populacéao.

O excesso do tecido adiposo, principalmente visceral é a base para
instalagdo de uma sindrome complexa, denominada de sindrome metabdlica (SM),
caracterizada por resisténcia a insulina (RI), intolerancia a glicose, hipertenséo
arterial e dislipidemia. Esta patologia aumenta significantemente o risco do
desenvolvimento de diabetes tipo 2 (DM2), doengas cardiovasculares como também
alguns tipos de canceres (BALISTRERI et al., 2011). Segundo a OMS (2011) cerca
de 346 milhdes de pessoas em todo o mundo sao diabéticas. Somente em 2004, 3,4
milhées de pessoas morreram em consequéncia da doenca. Além disso, as doengas
cardiovasculares sdo a maior causa de morte em todo o mundo, representando

cerca de 30% delas. Todas estas patologias podem ser atenuadas ou mesmo
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evitadas pela pratica regular de atividade fisica, aliada a habitos alimentares
saudaveis.

O balango energético € determinado pelo consumo calérico e o gasto
energético, sendo que este saldo pode ser positivo, levando ao ganho de peso ou
negativo, culminando na perda de peso corporal. O corpo pode lidar de diferentes
formas com o excesso de calorias advindos da dieta. Os nutrientes em excesso
podem ser desviados para a produgcdo de calor (termogénese), convertidos a
glicogénio (figado e musculo) ou acidos graxos (tecido adiposo) ou usados durante a
atividade fisica. O controle da aquisigédo e/ou distribuicdo dos substratos energéticos
€ coordenado por um complexo conjunto de sinais nutricionais, hormonais e neurais
integrados no sistema nervoso central (SNC) determinando o equilibrio entre a
ingestdo caldrica e o0 gasto energético — homeostase energética (LUQUET,
MAGNAN, 2009).

Os mecanismos especificos que podem levar da obesidade a complicagdes
metabdlicas de alto risco como Rl e DM2 permanecem obscuros. A preferida
hipétese € a expansibilidade do tecido adiposo, uma vez que o aumento do tecido
adiposo acarreta um aumento do perfil inflamatdrio local. A crescente epidemia de
obesidade, bem como sua intima correlagdo com inumeras patologias reconstréi o
conceito funcional do tecido adiposo, o qual deixa de ser um mero depdsito de
gordura para atuar como participante ativo no controle de processos fisiolégicos e
patolégicos (SUN et al., 2012).

O tecido adiposo é composto por adipécitos embebidos em um tecido
conectivo contendo precursores de adipdcitos, fibroblastos, células imunes e varios
outros tipos celulares (RABE et al., 2008). O aumento em tamanho (hipertrofia) e
numero (hiperplasia) dos adipdcitos, infiltragdo de macrofagos e fibrose do tecido
adiposo caracterizam a obesidade (BALISTRERI et al., 2010). Hoje sabemos que o
tecido adiposo ndo somente atua como reserva de gordura, mas também como um
6rgao endaocrino produzindo horménios peptidicos, conhecidos como adipocinas, os
quais podem agir localmente, agcdo paracrina e autocrina, ou sistematicamente,

caracterizando a acédo enddcrina, modulando o funcionamento de outros tecidos, e
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determinando no SNC a homeostase energética. As adipocinas produzem mudancgas
no metabolismo energético, alterando o controle da ingesta alimentar e do gasto

energético, determinando o peso corporal final (RABE et al., 2008).
1.2 Sistema Nervoso Central (SNC)

O SNC integra sinais oriundos dos ambientes externos e internos
determinando respostas apropriadas a diferentes estados fisioldgicos. O SNC pode
desta forma, detectar alteragdes nos estimulos e gerar respostas adequadas, as
quais podem ser motoras, como durante a contracdo muscular, ou secretoras, como
a liberacao de horménios. O SNC é anatomico e funcionalmente divido em medula
espinhal, tronco encefélico (bulbo, ponte e mesencéfalo), cerebelo, diencéfalo
(tdlamo e o hipotalamo) e hemisférios cerebrais (cortex cerebral, substancia branca,
nucleos da base, formacdo hipocampal e amigdala) (OUSMAN; KUBES, 2012).
Dentre as diferentes regides compondo o SNC que podem afetar a homeostase
energética destaca-se o hipotalamo.

Este € composto por diversos conjuntos de neurdnios, denominados nucleos
hipotalamicos. A aquisi¢do, distribuicdo e utilizagdo dos substratos energéticos sao
coordenadas por estes nucleos, os quais interagem uma complexa rede de
informagdes controlando a homeostase energética (ZAC-VARGHESE;TAN;BLOOM,
2010). O hipotalamo representa menos que 1% da massa encefalica, e € uma das
estruturas mais importantes para o controle corporal. Ele controla a maioria das
funcdes vegetativas e enddcrinas do corpo, bem como muitos aspectos do controle
emocional. Pode-se dividir o hipotalamo em posterior, o qual € composto pelos
nucleos dorsomedial (DMV), lateral (LH), ventromedial (VMH) e arqueado (ARQ) e
anterior, que compreende os nucleos paraventricular (PVN) e supraodptico (NSO).
Experimentos demonstram que lesbes no VMH promovem hiperfagia e obesidade,
comprovando a existéncia de nucleos responsaveis pela saciedade. Além disso, a
destruicdo de neurénios do nucleo LH torna os animais afagicos, demonstrando que
este nucleo é responsavel pela fome (SAWCHENKO, 1998). Os estudos de leséo

eletrolitica dos nucleos VMH (centro da saciedade) e LH (centro da fome), levaram a
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formacdo da hipdétese dual, segundo a qual estes dois nucleos seriam
interconectados e antagonicamente determinariam o controle do peso corporal
(BRAY, 1991). Todavia, estudos posteriores demonstraram que a integragao entre
todos os nucleos hipotalamicos é necessaria para a correta transdugao dos sinais
aferentes, bem como, o acionamento das respostas motoras e hormonais

apropriadas a cada estado metabdlico (BLOUET, SCHWARTZ, 2010).

1.2.1 Nucleo Arqueado (ARQ)

Diversas observacbdes levaram a descoberta do ARQ como centro de
integracao e distribuicdo de sinais responsaveis pela homeostase energética. Os
neurdnios do ARQ estio localizados nas paredes laterais do terceiro ventriculo e sao
chamados de “neurdnios de primeira ordem” por receberem sinalizagbes diretas de
saciedade e fome, e se intercomunicarem com os demais nucleos desencadeando
respostas fisioldgicas apropriadas aos estados de jejum ou alimentado (LUQUET;
MAGNAN, 2009).

Dois grupos de neurdnios do ARQ controlam a ingestédo alimentar e o gasto
energético, os quais sdo antagonicamente regulados por sinais de saciedade e
fome, exercendo respostas opostas no balango energético. Considerando o perfil
antagbnico de agdes desencadeadas por estes grupos neurais dentro do ARQ eles
foram denominados neurbnios anorexigénicos e orexigénicos. Os neurbnios
orexigénicos estimulam a ingestdo alimentar pela produgdo e liberacdo do
Neuropeptidio Y (NPY) e Proteina Relacionada ao gene Agouti (AgRP). O nivel de
NPY aumenta durante o jejum, gerando sensagdo de fome e promovendo a
diminuicdo do gasto energético e o anabolismo, ou seja, de armazenamento de
nutrientes, o que ocorre devido a ativacdo do Sistema Nervoso Parassimpatico
(SNP). Enquanto que os neurdnios anorexigénicos liberam a Pr6-opio melanocortina
(POMC), precursor do horménio estimulante de Melandcito a (a-MSH), e Transcrito
Relacionado a Anfetamina e Cocaina (CART). A liberacdo do a-MSH diminui a
ingesta alimentar e promove o catabolismo, aumentando o gasto energético através

da ativagdo do Sistema Nervoso Simpatico (SNS) (WOODS et al., 2008; LUQUET;
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MAGNAN, 2009).

As redes neurais centrais de saciedade e fome como NPY, AgRP, a-MSH
podem ser ativados ou inibidos por sinais periféricos, os quais dependendo da
condicdo do meio interno, jejum ou alimentagdo, modulam a producgao e liberagao
destes sinais centrais. Os sinais periféricos podem ser divididos em duas classes:
sinais de saciedade e de adiposidade. Os sinais de saciedade s&o aqueles
produzidos pelo trato gastrointestinal como, por exemplo, o peptideo semelhante ao
glucagon (GLP-1) e colecistocinina (CCK), conhecidos como reguladores do peso
corporal a curto prazo. Estes sao liberados durante a ingesta alimentar, atuando na
resposta imediata para a manutengado da homeostase glicémica e saciedade pos-
prandial (FIELD, 2010). Os sinais de adiposidade sao a insulina produzida no
pancreas endocrino e a leptina produzida pelos adipdcitos, estes sinais séo
conhecidos como reguladores do peso corporal a longo prazo. Esta interconexao de
sinais periféricos com sinalizadores centrais controla o balango energético (LUQUET;
MAGNAN, 2009).

A leptina é um dos sinais mais importantes para a homeostase energética e
regulagédo da ingesta caldrica. A quantidade de liberagado deste horménio pelo tecido
adiposo é proporcional ao numero e tamanho dos adipdcitos, quando o tecido
adiposo é diminuido a leptina circulante cai e a producdo de NPY pelos neurbnios
orexigénicos aumenta, gerando sensacao de fome. A leptina em altas concentragdes
inibe a lipogénese, induz a lipdlise e ativa a termogénese, o que a longo prazo
contribui para a reducdo da obesidade. Os efeitos da leptina sobre o metabolismo
energético sdo mediados via sinalizagdo hipotalamica, primariamente através da
supressao da producao de NPY pelos neurdnios do ARQ e dos sinais de saciedade
via AgRP (SAVOPOULOS et al., 2011).

Outro regulador do peso corporal a longo prazo é a insulina, produzida e
liberada pelas células B do pancreas enddcrino, ela estimula tanto a biossintese
como a secregao da leptina, estabelecendo o eixo adipo-insular (RABE et al., 2008).
A insulina também age centralmente, nos receptores hipotaldamicos para inibir a

ingestao alimentar. Os receptores de insulina dos neurbnios orexigénicos do ARQ
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inibem a liberagdo de NPY, e os receptores nos neurdnios anorexigénicos estimulam
a producédo de a-MSH, reduzindo desta forma a ingesta calérica e aumentando a
termogénese. Além destes efeitos metabodlicos centrais a insulina também é
considerada o maior regulador antilipolitico e pré-lipogénico, e estes efeitos sao
mediados através de receptores de insulina presentes nos adipocitos (SCHERER,;

BUETTNER, 2011).

1.3 Sinalizagao da Insulina nos tecidos periféricos

A homeostase refere-se ao equilibrio relativo do meio interno durante
condigbes normais, ou seja, durante o repouso e na auséncia de patologias,
resultante de diversas agdes regulatérias de compensagdo. A insulina € um
horménio essencial para a homeostase glicémica, regulando-a em varios niveis,
mantendo o balangco entre a sua producdo e a sua utilizagdo pelos tecidos
periféricos, reduzindo a gliconeogénese e glicogendlise hepatica e aumentando a
captacao periférica de glicose, no musculo e tecido adiposo (DIMITRIADIS et al.,
2011).

A sinalizagao intracelular da insulina € iniciada pela ligagdo da mesma a um
receptor transmembrana especifico, uma proteina integral heterotetramérica
composta por duas subunidades a e duas B. A subunidade a é externa a célula,
enquanto que a subunidade B comporta-se como uma proteina transmembrana. A
parte citoplasmatica da subunidade 3 possui atividade de tirosina quinase, contendo
residuos especificos de tirosina passiveis de fosforilacdo (PAEZ-ESPINOSA et al.,
1998).

Na auséncia da insulina a subunidade a inibe a atividade tirosina quinase da
B, por outro lado, quando a insulina liga-se a subunidade a, a proteina sofre uma
mudanca conformacional, o que permite a auto-fosforilagcdo da subunidade [ em
residuos de tirosina. Uma vez ativado, o receptor de insulina fosforila varios
substratos também em tirosina, os quais pertencem a familia dos substratos do

receptor de insulina (IRS — Insulin Receptor Substrate, isoformas de 1 a 4), outros
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substratos incluem Shc (for SH, and collagen-like) e Cbl (Cas-Br-Murine ecotropic
retroviral transforming sequence) (WHITEHEADet al., 2000). Cada qual tem papel
distinto nas vias intracelulares subsequentes dependendo do tipo celular acionado.
Um dos efeitos mais conhecidos da insulina é estimular a captagdo da
glicose sanguinea (particularmente no musculo e tecido adiposo) e a sintese de
glicogénio, proteinas e lipideos. A captacao de glicose é realizada nestes tecidos
através do transportador de glicose subtipo 4 (GLUT,4) (SALTIEL; KAHN, 2001). Na
auséncia de insulina a captagcdo de glicose é baixa porque os transportadores
GLUT4 ndo estdo nas membranas celulares dos tecidos insulino-dependentes. Nesta
situacdo, como por exemplo, durante o jejum, os transportadores estao
internalizados em vesiculas citoplasmaticas ancoradas a elementos do
citoesqueleto. A insulina estimula a fusao destas vesiculas na membrana plasmatica,
aumentando o numero de transportadores disponiveis ha membrana e promovendo
assim o transporte de glicose para o interior da célula. Estes eventos de fusao
requerem dois sinais, ambos sdo ativados pelo receptor de insulina. A ligagado da
fosfatidiol-inositol-3-quinase (PI-3-K) ao IRS inicia o primeiro sinal. A PI-3-K sintetiza
fosfoinositol-3-fosfato (PIP3) através da fosforilagdo do fosfolipidio de membrana
fosfoinositol-2-fosfato (PIP,), o qual ativa as proteinas quinases Akt/PKB e PKC. A
fosforilagdo da proteina adaptadora Cbl inicia o segundo sinal (SALTIEL; KAHN,
2001; THIRONE et al., 2004). A Cbl ativa a GEF (guanine nucleotide exchange
fator), o qual ativa uma pequena GTPase, a TC10. Em poucos minutos de
estimulacdo pela insulina das trés quinases e o TC10-GTP cooperam para a
liberacdo das vesiculas de GLUT4 das amarras intracelulares para subsequente
fusdo a membrana. Estes dois eventos sdo desencadeados no tecido muscular e
adiposo. No figado, a ativagado da Akt também estimula a glicogénese, pela ativagao
da enzima glicogénio sintase através da inibicdo da glicogénio sintase quinase
(MAARBJERG et al.,, 2011). A prolongada exposicdo a altos niveis de insulina
circulante sdo caracterizados pela desensibilizacdo da agdo da insulina pela
diminuicdo das vias do PI-3-K, Akt e MAP quinase, sendo esta ultima responsavel

por diferenciacao e proliferacdo celular, o que induz a diminuicao da captacao de
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glicose, frequente em estados de resisténcia periférica a insulina, caracteristica do
DM2 (PIROLA et al., 2003).

A insulina também age como fator de crescimento em algumas células,
através da via Ras/MAP quinase. Esta via inicia-se com a fosforilacdo das proteinas
IRS e Shc, que interage com a proteina Grb2, a qual esta constitutivamente
associada a SOS, proteina que troca GDP por GTP na Ras, ativando-a. Uma vez
ativada, a Ras estimula a fosforilacdo em serina da cascata MAP quinase, 0 que
promove diferenciacdo e proliferacdo celular. Esta via parece estar super ativada em
portadores de DM2, o que pode contribuir para ateriosclerose associada a RI
(ZECCHIN et al., 2004).

Além disso, a subunidade 3 do receptor de insulina pode ser fosforilada em
residuos de serina, o que atenua a capacidade do receptor em se autofosforilar em
tirosina, diminuindo assim a transducado do sinal, essas fosforilagbes causam uma
retroalimentacao (feedback) negativa na sinalizagédo da insulina e podem causar RI.
A acdo da insulina também €& atenuada por proteinas fosfatases, as quais
desfosforilam o receptor de insulina em residuos de tirosina e seus substratos
(KONNER; BRUNING, 2012). Os mecanismos de sinalizagéo ativados pela insulina

acima descritos estdo sumarizados na Figura 1.
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A concentragdo plasmatica de insulina esta diretamente envolvida no
controle da concentragcdo de glicose no sangue e este € um dos efeitos que o
horménio desempenha sobre o metabolismo global. Este hormdnio atua no
metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas, regulando desta forma o destino
final destes substratos. Os papéis da insulina no metabolismo de carboidratos sao
inumeros, dentre eles destaca-se o aumento da taxa de transporte de glicose
através da membrana celular em adipocitos e células musculares, o aumento da
taxa de glicélise nos mesmos tecidos pela estimulacéo da atividade da hexoquinase
e fosfofrutoquinase (PFK), as quais sdo enzimas chaves da glicolise, estimulagao da
sintese de glicogénio hepatico e muscular, e ainda a inibicdo da taxa de
glicogendlise e gliconeogénese hepatica (KIENS et al., 2011).

Apesar de alguns tecidos ndo apresentarem agao direta da insulina sobre a
captacdo de glicose, como por exemplo, o figado e o cérebro, a insulina pode
influenciar indiretamente a taxa de utilizacdo de glicose nestes tecidos. No figado, a
insulina ativa a glicogénio sintase e inativa a glicogénio fosforilase, de modo que
grande parte da glicose é utilizada para a formacao de glicogénio. No metabolismo
de lipideos a insulina diminui a taxa de lipdlise do tecido adiposo e
consequentemente a concentracdo de acidos graxos livres, além de estimular a
captacdo de acidos graxos e sintese de triglicerideos nos tecidos, sendo
considerada o principal horménio lipogénico, e ainda aumenta a taxa de captacao de
triglicerideos plasmaticos no tecido adiposo e musculo. Adicionalmente a insulina
ainda aumenta a taxa de sintese proteica no musculo e tecido adiposo e diminui a
taxa de degradagao proteica e formacao de uréia (DIMITRIADIS et al., 2011).

Considerando as acdes anabdlicas da insulina no metabolismo de
carboidratos, lipideos e proteinas, uma das complica¢gdes que surge rapidamente em
obesos ¢é a hiperinsulinemia, produ¢édo exacerbada de insulina, acompanhada de RI,
onde a insulina ndo é capaz de realizar suas acbes metabdlicas. A perda de
sensibilidade a insulina favorece a lipdlise pelo tecido adiposo, reduz a captacao de
glicose pelo musculo e aumenta a liberagao de glicose pelo figado, culminado com

hiperglicemia e trigliceridemia (MLINAR et al., 2006).



Programa de Pés-Graduagdo em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO) | 24

1.4 Hiperinsulinemia e Resisténcia a Insulina

No desenvolvimento da obesidade os tecidos insulino-dependentes, como o
musculo e tecido adiposo apresentam menor responsividade a insulina, resultando
em um excesso de glicose circulante, ao mesmo tempo o efeito inibitério da insulina
na gliconeogénese hepatica torna-se menos pronunciado. Com a finalidade de
manter a normoglicemia ocorre um aumento na liberagéo de insulina pelas células
pancreaticas, resultando em hiperinsulinemia. Neste estagio, a maquinaria
intracelular sinalizadora da insulina nos tecidos periféricos € desregulada por
inumeros eventos moleculares ainda ndo completamente conhecidos (PIROLA et al.,
2003).

A longo prazo, o aumento da secregédo de insulina prejudica a fungédo das
células B, e a hiperinsulinemia exacerbada, paralela a um estado de resisténcia a
insulina nos tecidos periféricos, altera a homeostase glicémica e caracteriza o DM2.
A hiperglicemia prolongada favorece a ligagdo ndo enzimatica da glicose com
proteinas em diferentes tecidos, levando a niveis supra fisiologicos de produtos
finais de glicacao avangada (AGEs). A glicagao proteica contribui para a progressao
da doencga, uma vez que os AGEs interferem com a via de sinalizagao da insulina,
modificando a molécula de insulina e consequentemente sua funcao, além de
diminuir o conteudo de insulina nos granulos secretérios e sua secregéo (PUDDU;
VIVIANE, 2011). A hiperglicemia também implica em complicagdes da patologia,
como retinopatia, nefropatia, disfuncées no endotélio e ainda dano neural devido a
formacao das AGEs (SHEPHERDet al., 1998).

A causa da RI inclui fatores genéticos e ambientais como, ma alimentacgao,
baixo nivel de atividade fisica, idade e tabagismo. Consequentemente, diminuigao
na ingesta caldrica, perda de peso e exercicio fisico aumentam a sensibilidade a
insulina. A reducado do tecido adiposo restabelece o perfil secretor fisioldgico do
tecido adiposo, a produgdo de citocinas pré-inflamatérias como fator de necrose

tumoral a (TNF-a) e interleucinas séo diminuidas, enquanto as citocinas benéficas
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como, por exemplo, a adiponectina, sdo produzidas em maior quantidade (MLINAR
et al., 20006).

A obesidade também promove a crbnica ativagado de vias inflamatérias nos
tecidos periféricos, as quais contribuem para a Rl e desenvolvimento de DM2. O
acumulo de tecido adiposo fora do lugar habitual - os denominados depdsitos
ectopicos - no figado e musculo inibem vias de sinalizagdo da insulina nestes locais
por bloquear a cascata de sinalizagcédo ativada pelo receptor de insulina e por ativar
vias inflamatérias locais. Adicionalmente, o excesso de tecido adiposo nestes locais
acarreta em ma vascularizagdo, gerando hipdxia, o que induz a liberacdo de
mediadores pro-inflamatorios, como o TNF-a, o qual é parcialmente responsavel
pela Rl na obesidade.

A diminuida responsividade a insulina parece ser independente de
alteracbes na funcao do receptor da insulina, no entanto é correlacionada com a
diminuicdo dos niveis proteicos dos IRS 1 e 2. Niveis diminuidos de IRS foram
reportados em sujeitos resistentes a insulina e DM2, e essa diminuigdo pode ser
relacionada com a progressao da patologia (KRAEGENet al., 2001).

Estudos focados principalmente nas isoformas do IRS 1 tem se atido nos
mecanismos moleculares através dos quais as proteinas IRS sdo degradadas. A
visdo mais aceita é que a via de degradacao do IRS ¢ iniciada pela fosforilagdo do
IRS em residuos de serina, culminando com o direcionamento para a via
proteossomica degradativa. Interessantemente, a fosforilagdo em serina no IRS
também é conhecida por atenuar a a¢ao da insulina. Muitas quinases que diminuem
a atividade da PI3K tem sido propostas como quinases que fosforilam residuos de
serina no IRS, incluindo a glicogénio sintase quinase-3 (GSK-3), mammalian target
of rapamycin (mTOR), e a atipica proteina quinase C (PKCz) (PESSIN et al., 1999).
Evidéncias ainda sugerem que as proteinas supressoras da sinalizagao de citocinas
(SOCS-3) podem competir com substratos do receptor de insulina, como IRS e Shc,
além de mediar a ubiquitinacdo do IRS. Desta forma, complexos proteicos
conhecidos como proteassomas identificam e englobam as proteinas marcadas com

ubiquitina para consequente destruicdo. Experimentos mostram que camundongos
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obesos apresentam superexpressao de SOCS-3 no tecido adiposo (PIROLA et al.,
2003).

Sendo assim, a integridade das vias de sinalizagdo e agdo da insulina é
fundamental para a homeostase glicémica, uma vez que a perda desta integridade

de sinais pode culminar em patologias como sindrome metabdlica e DM2.

1.5 O Principal Estimulador da Secreg¢ao de Insulina: Glicose

O péncreas é formado por dois tipos principais de tecidos: os acinos, o0s
quais secretam o suco pancreatico no duodeno e as llhotas de Langherans que se
organizam em torno de pequenos capilares e secretam diretamente na corrente
sanguinea seus horménios, desta forma o pancreas pode ser classificado de acordo
com seus tecidos como péancreas exoécrino e enddcrino, respectivamente. O
pancreas endocrino humano possui entre 1 e 2 milhdes de ilhotas (SZABAT et al.,
2012).

As ilhotas contém quatro tipos celulares principais, as células a, B, 6 € F, que
se distinguem entre si pelas caracteristicas morfologicas e de coloragéo. As células
B constituem cerca de 60% de todas as células das ilhotas, secretam insulina,
peptideo C e uma nova proteina recentemente descrita, a amilina, estas células séo
encontradas por toda a ilhota, mas sao particularmente numerosas no centro. As
células a secretam principalmente glucagon, constituem cerca de 25% do total de
células da ilhota e estdo localizadas na periferia da ilhota, células & secretam
somatostatina e as células F, também conhecidas como células PP, secretam o
polipeptideo pancreatico (KOH; CHO; CHEN, 2012).

Ainsulina € um horménio com duas cadeias polipeptidicas, € sintetizada nos
ribossomos das células 3 pancreaticas como uma proteina precursora inativa, a pré-
pro-insulina. A remocéo proteolitica de sequéncias sinalizadoras e a formacgao de
trés ligacoes dissulfeto produzem a proé-insulina, que é armazenada nos granulos
secretorios nas células B pancreaticas. Quando a glicose sanguinea estiver elevada,

a pro-insulina é convertida em insulina, por proteases especificas que hidrolisam
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duas ligacbes peptidicas e a molécula de insulina madura juntamente com o
polipeptideo C sdo formados e liberados na corrente sanguinea (WATSON; PESSIN,
2001).

A liberacdo de insulina pelas células B pancreaticas € mediada por um
complexo mecanismo de sinalizadores hormonais e neurais. Uma perfeita
comunicagao entre estes sinalizadores mantém a homeostase glicémica. Em
condicdes basais de glicose, ndo estimulatdrias, canais de K* sensiveis ao ATP
(K*atp) permanecem abertos mantendo o potencial da membrana em valores
negativos, impedindo a despolarizagdo celular. Quando a concentragcédo de glicose
sanguinea aumenta, devido a ingesta alimentar, os transportadores de glicose do
tipo 2 (GLUT,) carreiam a glicose para o interior da célula B, esta é fosforilada e
convertida a glicose-6-fosfato. A continuidade do catabolismo da glicose impulsiona
a sintese de trifosfato de adenosina (ATP). Com o aumento da taxa catabdlica os
niveis de ATP aumentam promovendo o fechamento dos canais K'atp, 0 efluxo
reduzido de K* despolariza a membrana, esta despolarizagdo abre canais de Ca®
voltagem dependentes, o aumento resultante na concentracdo de Ca?* citosolico
mobiliza a liberagdo de insulina por exocitose (CURRY; BENNETT; GRODSKY,
1968; HENQUIN, 2000; ANTINOZZI et al., 2002; RAMADAN, 2011; KOH; CHO;
CHEN, 2012). A glicose é o principal estimulador da secregéo de insulina, porém
outros nutrientes como alguns aminoacidos, por exemplo, a leucina, e lipideos
também sao capazes de estimular a secrecao de insulina (NEWSHOLME et al.,
2007; KEANE; NEWSHOLME, 2008).

Os nutrientes, principalmente a glicose, sdo considerados estimuladores da
secrecao de insulina, todavia a concentragdo de insulina circulante sera ajustado
pela acdo do sistema nervoso auténomo (SNA). As ilhotas pancreaticas sao
ricamente inervadas por ambas as subdivisdbes autondmicas, o0 SNS e o SNP. A
ativagdo parassimpatica ocorre via nervo vago (X) com liberagdo do
neurotransmissor acetilcolina (Ach). Os efeitos colinérgicos nas células J
pancreaticas dependem da ligagdo a receptores muscarinicos subtipo 3 (M3), os

quais potencializam a secregao estimulada por glicose (AZUA et al., 2011). Por outro
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lado, a estimulagdo do ramo simpatico bem como, a ativacdo do eixo simpato-
adrenal é predominantemente inibitoria. Noradrenalina e adrenalina agem através da
ligacao a receptores a-adrenérgicos reduzindo a secregao de insulina desencadeada
pela glicose (KAHN; HULL; UTZSCHNEIDER, 2006). A secrecao pode ser regulada
ainda por hormoénios intestinais, chamados de incretinas, dentre os quais destaca-se
o peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP-1) com acgbes insulinotropicas nas
células B pancreaticas, importantes durante as refeicbes (SEINO et al., 2011).
Embora diversos outros sinalizadores possam modular a secre¢do pancreatica
enddcrina, os fatores descritos anteriormente s&o os principais moduladores

fisioloégicos da secregao de insulina.

1.6 Metabolismo da Glicose

O metabolismo da glicose € uma das vias bioquimicas primarias do
organismo, sendo considerada uma rota metabdlica essencial a obtengéo de energia
em todos os organismos vivos. Bioquimicamente o metabolismo da glicose inclui a
glicdlise, o processo de degradagéo anaerdbico da glicose; a oxidagdo aerdbica e o
metabolismo das pentoses fosfato. O metabolismo da glicose ndo somente prove
energia durante a atividade fisica, mas também medeia uma variedade de processos
fisioloégicos através da formacao de complexas redes de sinalizacdo. A glicdlise
anaerobica envolve a conversao catalitica de uma molécula de glicose a piruvato,
produzindo duas moléculas de ATP, enquanto que o metabolismo oxidativo catalisa a
formacao de CO; e agua através da degradacéo completa da glicose e gera de 36 a
38 moléculas de ATP (CHANG; WEI, 2011).

Tanto a glicolise como o metabolismo oxidativo sdo importantes vias de
geracao de ATP, e estas vias estdo relacionadas com processos fisiolégicos e
patolégicos que ocorrem nos tecidos. O metabolismo da glicose apresenta papel
importante em patologias como esquizofrenia, acidente vascular cerebral e no DM
(RUTZ, 2004).

O controle da secrecdo e acado da insulina é necessario para que a
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homeostase glicémica seja mantida, o principal secretagogo para a liberacdo de
insulina é a glicose, a qual é metabolizada para gerar sinais que estimulem a
secrecdo de insulina. As células 3 pancreaticas acoplam o metabolismo da glicose a
eventos de despolarizagédo e exocitose que determinam a liberagdo de insulina

(SEINO, 2011).

1.6.1 Metabolismo Glicolitico Anaerébico

A via central do metabolismo anaerdbico € chamada de via glicolitica ou glicdlise.
E através desta via que a glicose é inicialmente degradada e libera parcialmente a energia
nela contida. A glicolise ocorre no citoplasma celular e ndo depende da presenca de
oxigénio. O saldo liquido global gerado pela glicolise € de duas moléculas de ATP e duas
de nicotinamida adenina dinucleotideo reduzidas (NADH) para cada molécula de glicose

que iniciou a via. As etapas glicoliticas estao representadas em detalhes na figura 2.

A glicose entra na célula B por difusdo facilitada através dos transportadores GLUT
1 e 2 e a sua entrada na via glicolitica € regulada, assim como a velocidade desta via.
Durante a via glicolitica as enzimas glicoquinase (GK), PFK e piruvato quinase (PK) sdo as
responsaveis pela regulagdo da via, por se tratarem de pontos irreversiveis da via. A
regulagdo do metabolismo é muito importante para controlar o fluxo de substratos, evitar o
gasto de nutrientes no catabolismo e, particularmente na célula B manter o perfil secretoério

de insulina de acordo com as concentragdes de glicose presentes (SARABU, 2007).

Uma caracteristica particular de sinalizagao de glicose na célula B é a geracao de
oscilacdes no metabolismo, no potencial de membrana, no Ca?*intracelular, e na secrecéo
de insulina. Tem sido proposto que estas oscilagbes sdo acionadas por oscilagdes
glicoliticas com base nas caracteristicas unicas da enzima glicolitica PFK. A importancia
destas oscilacbes é baseada, em parte, em observacdes da perda do perfil oscilatorio em
pacientes com diabetes (HEART et al., 2007). Apesar de a glicdlise ser responsavel
apenas por pequena parte do ATP derivado do metabolismo completo da glicose, alguns
autores acreditam que esta via pode ser a mais importante para a secrecao de insulina

estimulada por glicose (DUKES et al., 1994; MERTZ et al., 1996)
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1.6.2 Metabolismo Glicolitico Aerdébico

O passo seguinte da degradacao da glicose ocorre no interior da mitocéndria
(matriz mitocondrial) e é chamado de Ciclo do Acido Tricarboxilico (AT). O ciclo do AT
somente ocorre em condi¢des aerdbicas, isto €, na presenca de oxigénio. Para dar inicio
ao ciclo é necessario que o piruvato, formado na via glicolitica, seja importado para a
mitocdndria através de um transportador especifico e transformado em AcetilCoA pela
enzima piruvato desidrogenase (PDH), a qual posteriormente sera oxidado no ciclo do AT.
Durante o ciclo tem-se a liberagcdo de 3 NADH e 1 dinucleotideo de flavina-adenina
(FADHy), 1 GTP (ATP) e ainda 2 CO, para cada volta completa através dos passos
enzimaticos. No primeiro passo enzimatico do ciclo do AT, a acetilCoA se condensa com o
oxaloacetato (OAA) formando o citrato (Cit). Nas reagbes seguintes, ocorrera a
descarboxilagdo desta molécula (produgcdo de CO,), a oxidagao (produgdao de NADH e
FADH.) e a liberagao de energia (GTP) (WOLLHEIM, 2000 ).

Como todas as vias metabdlicas o ciclo do AT também tem complexos enzimaticos
regulatorios chaves, os quais sao a citrato sintase (CS), a isocitrato desidrogenase (IDH) e

a-cetoglutarato desidrogenase (aKGDH).

Com a completa oxidag&o da glicose muitas coenzimas (NADH e FADH3) foram
reduzidas ao captar protons e elétrons liberados tanto do ciclo do AT como da glicdlise.
Estas coenzimas necessitam agora serem reoxidadas na mitocdndria para dar
continuidade a quebra de mais moléculas de glicose e possibilitar a formacdo de ATP.
Entdo o proximo passo no metabolismo € o transporte de elétrons através de proteinas e
outros compostos que estdo localizados na membrana interna da mitocondria. Estes
compostos constituem a cadeia transportadora de elétrons. Sao eles que irdo transportar
os elétrons até o oxigénio reduzindo-o e formando agua. Durante este transporte, em
alguns pontos da membrana mitocondrial interna, ocorre a expulsdo de prétons para o
espagco intermembranas (bomba de protons). O acumulo de prétons no espago
intermembranas gera um gradiente de prétons (H™) entre este local e a matriz mitocondrial

(MA; ZHAO;TURK, 2012).
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Os prétons acumulados no espaco intermembranas fluem para a matriz
mitocondrial a favor do gradiente eletroquimico através de um complexo chamado
FiFoATPase ou ATP sintase, que também esta localizado na membrana interna da
mitocdndria. Este fluxo possibilita a liberacdo de energia que é utilizada para acoplar
moléculas de adenosina difosfato (ADP) a fosfato inorganico (Pi) e produzir ATP. Cerca de
90% do ATP é produzido na mitocéndria e posteriormente langado ao citosol através de
um transportador adenina nucleotideo translocase (ANT). Uma vez no citosol das células
B pancreaticas o ATP pode atuar no fechamento dos canais K'atp da membrana
disparando os eventos despolarizantes que culminam com influxo de calcio e exocitose da

insulina (FRIDLYAND; PHILIPSON, 2010).

1.6.3 Caracteristicas Bioquimicas Especiais das Células

A glicose ocupa posi¢gao central no metabolismo de bactérias, plantas e
animais, as rotas do metabolismo da glicose s&o semelhantes em diferentes
organismos e tecidos. Contudo, alguns tecidos apresentam peculiaridades
importantes em relagéo a utilizagado da glicose, como ocorre, por exemplo, na célula
B pancreatica.

Uma importante especializacdo da célula B € a baixa expressao de lactato
desidrogenase (LDH), a enzima que catalisa a conversao de piruvato a lactato, o
baixo nivel de expressdo de LDH ¢é importante para que o piruvato entre
preferencialmente no metabolismo mitocondrial. No entanto as baixas concentragdes
de LDH necessitam da ativagao de mecanismos compensatorios para a reoxidagao
do NADH, ja que esta reagao geralmente é catalisada pela LDH, com isso as células
B reoxidam o NADH citoplasmatico principalmente pela ativacdo das lancadeiras
malato-aspartato e glicerol-fosfato (Figura 2). (WIEDERKEHR; WOLLHEIM, 2008). A
importancia desta via metabdlica em células [ pode ser evidenciada em
experimentos com ratos pancreatectomizados, (modelos de diabetes) (JONAS et al.,
1999) e linhagens celulares secretoras de insulina como INS-1, os quais apresentam

atividade da LDH aumentada (SEKINE et al, 1994), o que pode explicar
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parcialmente a diminuicdo da sensibilidade a glicose; considerando que baixas
concentracbes de LDH sdo importantes nas células B para direcionamento do
piruvato através do metabolismo mitocondrial (FRIDLYAND; PHILIPSON, 2010).

A sinalizacao da glicose nas células B tem diversas peculiaridades, incluindo
a geracao de multiplas oscilagbes no metabolismo, no potencial de membrana
mitocondrial, no Ca®'citosolico e mitocondrial, o qual pode ativar diversas
desidrogenases e acelerar desta forma o metabolismo da glicose (WOLLHEIM,
2000), e finalmente as oscilagbes da secrecado de insulina. O acoplamento destas
diversas oscilacdes nao é totalmente compreendido. Além disso, a taxa respiratoria
€ baixa e o fluxo de prétons é alto nas mitocéndrias isoladas de células B quando
comparadas a mitocéndrias do musculo esquelético (AFFOURTIT; BRAND, 2006). O
trabalho mitocondrial nas células 8 sob baixos potenciais de membrana apresenta
uma maior sensibilidade as variagcbes do potencial de membrana resultando em
maior sensibilidade a glicose. A diminuida atividade respiratéria nas células 3 leva a
uma diminuicdo na producéo de ATP pela F{FoATPase, no entanto isso da a célula B
a habilidade de adaptar-se a mudancgas na taxa ATP/ADP em resposta a mudangas
na concentracéo de glicose (FRIDLYAND; PHILIPSON, 2010).

Um dos primeiros mecanismos de controle da célula 3 para tentar vencer a
resisténcia a insulina e manter a homeostase glicémica € a hipersecre¢cao de
insulina, este quadro precede a instalagcdo do DM2, onde a homeostase glicémica ja
esta perdida. Uma hipétese para esta hipersecrecdo compensatéria € a alteragdo do
metabolismo glicolitico. Diante disso, conhecer vias de producédo e consumo de ATP
sdo centrais para o entendimento da sinalizagdo da glicose nas células 3 e sua
relacdo com quadros patoléogicos como SM e DM2, uma vez que estudos ja
demonstram que diversos modelos de obesidade e RI apresentam disfuncdes
metabdlicas. Camundongos transgénicos MKR, os quais sdo modelos de RI,
apresentam diminuicdo da expressdo de proteinas na membrana interna
mitocondrial, incluindo enzimas limitantes do ciclo do AT e diversos componentes
envolvidos na fosforilagdo oxidativa (LU et al., 2010). Adicionalmente, ilhotas de

camundongos DBA/2, um modelo de faléncia de ilhotas, apresentam elevada
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glicdlise e oxidagdo mitocondrial, maior atividade da GK e alta expressao de GLUT .
Alteracbes diretamente envolvidas com a desregulagdo e disfuncao do perfil
secretorio da insulina (KOOPTIWUT et al., 2002).

A secregao de insulina estimulada por nutrientes € debilitada em patologias
como DM2. Isto também pode resultar de debilidade em elevar a taxa de ATP/ADP
nas células B (MULDER; LING, 2009). Além disso, o desenvolvimento de DM2 é
associado a mutacgdes e disfungcbes mitocondriais (SMITS et al., 2010), estudos
mostram que ilhotas pancreaticas de modelos diabéticos de camundongos assim
como ilhotas pancreaticas humanas de pacientes DM2 apresentam diminuicdo na
expressao de genes envolvidos na fosforilagdo oxidativa, o que pode ter um papel
importante na debilidade da secre¢cdo de insulina, caracteristica encontrada em

portadores de DM2 (OLSSON et al., 2011).
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1.7 Obesidade e Exercicio Fisico

A pratica de exercicio regular € um dos elementos chaves no tratamento da
obesidade juntamente com a reeducacgéo alimentar (FOREYT, 2005). Considerado
como uma eficiente estratégia para queimar calorias, o exercicio fisico tem papel
regulatério no balango energético positivo, induzido pelo ganho de peso e
desenvolvimento da obesidade (CHAPUT et al., 2011). Além disso, melhora o bem
estar psicolégico e a aptiddo cardiovascular, e adicionalmente trabalha na
manutengdo da perda de peso (HILL; WYATT, 2005). Entretanto, apesar destes
efeitos positivos, um estilo de vida sedentario ainda predomina em populagdes
obesas (PARSONS; MANOR; POWER, 2008).

Muitos estudos tém demonstrado a importancia das fungbes do SNA nas
adaptacdes ao exercicio fisico (HAUTALA et al., 2009). A ativacdo da subdiviséo
autondmica simpatica direta aos tecidos periféricos, bem como, a liberacéo
endocrina das catecolaminas pelo eixo simpato-adrenal sdo responsaveis pela
mobilizagdo dos substratos energéticos durante o exercicio. Quando o SNS é
estimulado, como no caso do exercicio fisico, as projecdes neurais dos centros
hipotalamicos podem acionar neurbnios pré-ganglionares simpaticos localizados a
nivel toracico e lombar da medula espinhal. Parte destes neurbnios através de fibras
pdés-ganglionares inervam varios tecidos, liberando norepinefrina diretamente na
fenda sinaptica. A outra parte destes neurbnios chega a medula da glandula adrenal,
liberando na fenda sinaptica o neurotransmissor acetilcolina, o que dispara a
secrecdo das catecolaminas resultando na liberacédo de epinefrina e norepinefrina na
corrente sanguinea. Estes hormdnios ativam diretamente a enzima lipase horménio
sensivel, a qual esta presente nos adipocitos e hepatécitos. Nos adipécitos esta
enzima promove a degradacao de triglicerideos e mobilizacdo de acidos graxos, e
no figado promove a glicogendlise. O eixo simpato-adrenal representa um dos
principais sistemas envolvido na resposta ao estresse, sendo assim, 0 exercicio age
como um importante modulador deste eixo (GAVRILOVIC et al., 2012).

Além da mobilizagdo dos substratos energéticos durante a atividade fisica,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gavrilovic%20L%22%5BAuthor%5D
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acionada pelo ramo simpatico autonémico, também ocorre um aumento da captagao
de glicose muscular independente de insulina. Esta via envolve a participagéo da
proteina quinase ativada por AMP (AMPK). A regulacdo da atividade do AMPK é
independente da insulina, e envolve tanto a ativagao alostérica direta através da
ligacdo da adenosina monofosfato (AMP) na subunidade y do AMPK, como a
fosforilagdo da subunidade a. A fosforilagdo do AMPK pela Ca*?/calmodulina —
dependente quinase promove aumento na concentracdo de Ca®'citosdlico, e isto
ocorre, por exemplo, durante a contragdo do musculo esquelético entrementes no
exercicio, indicando que o AMPK pode ser ativado sem o aumento dos niveis de
AMP (VIOLLET, 2009).

E bem estabelecido que a contracdo muscular € um ativador tipico do AMPK
(HAYASHI, 1998). Parte do efeito do exercicio fisico em prevenir o desenvolvimento
de doencas relacionadas ao sedentarismo € devido a ativagdo do AMPK. Portanto, a
ativacao do AMPK no musculo esquelético pode estimular o transporte de glicose
independente de insulina. Finalmente, a ativagdo do AMPK em resposta ao exercicio
€ também observada em outros tecidos, como figado e tecido adiposo. Estudos
reportam que o efeito do exercicio induzindo a ativacdo do AMPK no musculo
esquelético € diminuido em obesos e obesos com DM2, porém é mantida em
pacientes magros com DM2. Isto sugere que a desregulagcédo da via do AMPK esta
mais ligada com a obesidade do que com o DM2 propriamente dito (SRIWIJIKAMOL,
2007).

E sabido que o musculo esquelético &€ um tecido maleavel capaz de sofrer
alteracbes proteicas em resposta a quebra da homeostase. O processo de
adaptagao do musculo esquelético durante e depois do exercicio envolve multiplos
mecanismos de sinalizagdo. Essas adaptag¢des funcionais sao determinadas pelo
volume, intensidade e frequéncia do treino. O treino aerdbico prolongado promove
biogénese mitocondrial e aumento da vascularizagdo tecidual. Enquanto que
exercicios de resisténcia estimulam a sintese de proteinas contrateis responsaveis
pela hipertrofia muscular e aumento da forca (COFFEY; HAWLEY, 2007).

Adicionalmente, o exercicio fisico melhora o controle glicémico em individuos
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magros, obesos e diabéticos, ajudando na diminuicdo da Rl e evitando o
desenvolvimento do diabetes (COLBERG, 2007). Parte dos efeitos benéficos do
exercicio fisico esta ligado ao aumento da capacidade oxidativa mitocondrial e a
oxidagao lipidica no musculo esquelético (HAWLEY; LESSARD, 2008). Além disso, o
treinamento fisico aumenta a taxa metabodlica basal, ou seja, a quantidade de
calorias gastas durante o repouso para a estabilizagdo das fungdes vitais,
promovendo assim a manutencéo do peso corporal. Finalmente, o exercicio melhora
a sensibilidade a insulina e leptina no SNC, contribuindo para diminuigdo do apetite
e consequente ingesta alimentar (FLORES et al., 2006).

Embora as agcdes metabodlicas do exercicio em outros tecidos sejam bem
conhecidas, os efeitos do exercicio sobre o pancreas enddécrino ainda sdo escassos
e contraditorios. Todavia, independente dos achados, os estudos ja apontam que o
exercicio pode exercer modulagdes diretamente sobre as ilhotas pancreaticas
podendo ser importante ferramenta no combate a faléncia de células B pancreaticas.
Estudos realizados em ratos magros submetidos a corrida incremental, uma, duas
ou cinco vezes por semana demonstraram que a secregao de insulina induzida por
glicose (16,7mM) é diminuida em ilhotas pancreaticas isoladas de ratos exercitados
quando comparados a ilhotas de ratos sedentarios. Adicionalmente, este estudo
demonstrou que a magnitude de diminuigdo é proporcional a frequéncia do treino, ou
seja, quanto maior a frequéncia, maior a diminuicdo da secre¢ao de insulina
estimulada por glicose em ilhotas pancreaticas isoladas (CALEGARI et al., 2011).
Apesar da redugao da secrecao de insulina, este estudo constatou que o conteudo
total de insulina na ilhota dos animais exercitados cinco vezes por semana é cerca
de duas vezes maior quando comparados com 0Os animais magros sedentarios
(CALEGARI et al., 2012). Segundo os autores, este dado sugere uma
intercomunicagdo entre os tecidos sensiveis a insulina e as ilhotas pancreaticas,
uma vez que o treinamento fisico eleva a sensibilidade periférica a insulina e o
pancreas endocrino pode liberar menos insulina.

Informacgdes sobre aumento periférico da sensibilidade a insulina sdo bem

abundantes na literatura, porém sao raros os consensos sobre a modulacdo das
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ilhotas pancreaticas perante o exercicio. Por exemplo, estudos realizados em
camundongos pancreatectomizados obtiveram resultados opostos ao descrito
anteriormente, neste estudo o exercicio realizado em rodas durante seis semanas
aumentou a secrec¢ao de insulina estimulada por glicose a 3mM e 16,6mM e o
conteudo de insulina nas ilhotas, além de promover a neogénese de células [
pancreaticas (HUANG et al., 2011).

Conhecer a modulagcdo da secrecao de insulina e sua comunicacdo com
tecidos periféricos, como o musculo esquelético e o figado, diante do exercicio pode
ser uma importante ferramenta para atenuar e impedir a franca instalacdo do DM2
(HAYES; KRISKA, 2008). Diversos estudos mostram a relagdo benéfica do exercicio
com a diminuic&do da prevaléncia da obesidade e SM, estes estudos comprovam que
0 exercicio esta inversamente associado a complicagdes destas patologias, como
por exemplo, DM2 e doengas cardiovasculares (CARROLL; DUDFIELD, 2004). Um
estudo realizado na China com 577 pessoas que apresentavam intolerancia a
glicose, de ambos os sexos, os quais realizavam 30 minutos de atividade fisica
moderada ou de 5 a 10 minutos de atividade intensa por dia, demonstrou redugao de
46% na prevaléncia do DM2 na populagédo ativa comparada ao grupo sedentario
(PAN et al., 1997). O programa de prevencédo ao diabetes nos Estados Unidos
também realizou um estudo com mais de 3000 individuos de diferentes grupos
etnicos com sobrepeso, 0s quais diminuiram o consumo de alimentos com gordura
saturada e praticavam pelo menos 150 minutos de exercicio fisico moderado na
semana, ao final de 24 semanas cerca de 50% dos participantes apresentaram
perda significativa de peso e a prevaléncia do DM2 diminuiu em 58% (KNOWLER et
al., 2006).

E bem sabido que para beneficios metabdlicos o exercicio regular deve ser
praticado de 3 a 5 vezes por semana por até 60 minutos por sessdo com intensidade
baixa a moderada (40 a 60% do VO, maximo) (BUEMANN; TREMBLAY, 1996). O
efeito crénico do exercicio nas comorbidades metabdlicas pode ser em parte uma
consequéncia da concomitante perda de gordura corporal, especialmente do tecido

adiposo abdominal (DESPRES, 1997).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Buemann%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8776009
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1.8 Modelo de Obesidade: Glutamato Monossoédico (MSG)

Os estudos dos efeitos do tratamento neonatal de glutamato monossédico
(MSG) em ratos comegaram na década de 70. Roedores tratados neonatalmente
com MSG apresentaram retardo no crescimento, mudangas na fungao
adrenocortical, na tolerancia a glicose e fungao reprodutiva. Posteriormente, outros
estudos concluiram que o tratamento neonatal com MSG afeta o hipotalamo,
particularmente o ARQ (MORRISON et al., 2007).

As conexdes neurais hipotalamicas sao susceptiveis a eventos que alteram
o0 metabolismo principalmente durante a gravidez e a lactagdo. A administragdo de
MSG em altas doses durante os primeiros dias apds o nascimento induz, via
ativagdo de receptores N-Metil-D-Aspartato (NMDR) elevagbes dos niveis de calcio
citosdlico e ativam a morte neural por apoptose, afetando principalmente neurdnios
do ARQ (OLNEY, 1969; ANDRADE et al., 2006). Embora este nucleo seja central
para o metabolismo energético, animais MSG sofrem uma reorganizagéo neural que
se reflete em uma nova estrutura metabdlica que pré dispde a obesidade na idade
adulta (MACHO et al., 2000; LEITNER; BARTNESS, 2008; LAU; TYMIANSKI, 2010).

Aos 90 dias esses animais apresentam a maioria das caracteristicas
marcantes da sindrome metabolica: obesidade visceral e subcutdnea, altas
concentragdes de insulina tanto no estado de jejum quanto alimentado, resisténcia a
insulina, intolerancia a glicose e dislipidemia. Todavia, diferentemente de outros
modelos de obesidade, principalmente os de origem genética como os ratos Zucker
(fa/fa) e camundongos ob/ob, ratos obesos MSG nao desenvolvem hiperglicemia de
jejum. Desta forma, este modelo de obesidade apresenta caracteristicas similares a
individuos jovens obesos que estdo em fases criticas para o desenvolvimento e
instalagdo do DM2 (MORRISON et al., 2007). Apesar da resisténcia a insulina o
modelo de obesidade MSG ainda secreta insulina o suficiente para manter a
normoglicemia de jejum e evitar a instalagao do franco DM2 (LOBATO et al., 2012).

Adicionalmente, o acumulo de tecido adiposo neste modelo experimental de



Programa de Pés-Graduagdo em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO) | 40

obesidade ndo esta relacionado a maior ingestao alimentar (hiperfagia) (CAMERON;
POON; SMITH, 1976; IWASE et al., 1998).

Em quadros de obesidade a fung¢ao das células (3 é prejudicada e a liberagéo
de insulina estimulada por glicose é elevada, o que contribui para hiperinsulinemia. A
resisténcia periférica a insulina na obesidade demanda um esforgo maior das células
B para produzir e liberar quantidades crescentes de insulina para preservar a
homeostase glicémica. No entanto, com a progressao da resisténcia a insulina a
glicemia gradualmente eleva-se e as células B podem perder a capacidade de
regular a secrecdo de insulina permitindo a instalagdo da hiperglicemia e DM2. O
modelo de obesidade MSG reproduz estas caracteristicas da obesidade,
apresentando hiperinsulinemia e perda das fungdes das células B (GRASSIOLLI et
al., 2006; ANDREAZZI et al., 2009; LIU et al., 2011; NARDELLI et al., 2011).

Diversos fatores estdo envolvidos na instalacdo da obesidade MSG, todavia,
alteragcbes dos ramos autondmicos com reduzida atividade simpatica e elevada
atividade parassimpatica contribuem diretamente para a hiperinsulinemia e aumento
da massa adiposa em ratos tratados com MSG (ANDREAZZI et al., 2011). A
literatura reporta que o tratamento neonatal com MSG modula as funcbes
autondmicas, reduzindo o turnover de noradrenalina no coragao e no tecido marrom
interescapular em camundongos MSG, o que indica baixa atividade simpatica, o que
pelo menos em parte explica o baixo gasto energético e a baixa mobilizacdo do
tecido adiposo (DULOO; MILLER, 1984). Além disso, modelos experimentais de
obesidade, assim como humanos obesos apresentam atividade parassimpatica
elevada e simpatica baixa (SAAD et al., 1991; SCOMPARIN et al., 2009). Estudos
mensuraram a atividade direta do SNS em camundongos MSG através do registro
da atividade dos nervos simpaticos superiores ganglionares cervicais, a taxa de
disparo do nervo foi menor nos animais MSG comparados aos magros,
adicionalmente este mesmo estudo demostrou que estes animais apresentam
também baixa atividade simpato-adrenal. Estas alteracbes contribuem para a
debilidade no controle glicémico destes animais (ANDREAZZI et al., 2011). Esta

reorganizagao pode explicar muitas das caracteristicas metabdlicas encontradas na



Programa de Pés-Graduagdo em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO) | 41

obesidade, como o acumulo de tecido adiposo e o perfil hipersecretdrio de insulina.
Por fim, baixas concentragdes do horménio do crescimento sdao encontrados em
animais MSG e s&o responsaveis pelo tamanho reduzido dos animais e diminuida
massa muscular. Insuficiente quantidade circulante do horménio do crescimento
também contribui para a redugdo da capacidade de lipdlise, caracteristica deste
modelo. Adicionalmente estes animais apresentam hipercortisolismo o que contribui
para a deposicdo de tecido adiposo central (MAITER et al., 1991; HIRATA et al.,
1997).

E bem sabido que o exercicio é capaz de atenuar o perfil da obesidade,
diminuindo a glicemia, insulina sanguinea, hipertensdo, dislipidemia e RI. Alguns
estudos mostraram que o exercicio fisico regular em animais obesos MSG foi capaz
de reestabelecer a homeostase glicémica e lipidica, aumentar a sensibilidade a
insulina, e modular a resposta das células 3 pancreaticas a condigdes estimulatérias
de glicose, além de diminuir o percentual de gordura corporal. (GOBATTO et al.,
2002; de SOUZA et al., 2003; SCOMPARIN et al., 2009; ANDREAZZI et al., 2009;
SCOMPARIN et al., 2011).

Diversos estudos mostram as disfungdes no perfil secretério de ilhotas
isoladas de animais MSG-obesos. Na presenca de elevadas concentragbes de
glicose (BALBO et al., 2002; GRASSIOLLI et al., 2006; ANDREAZZI et al., 2009)
ilhotas pancreaticas de ratos MSG-obesos apresentam hipersecrecao de insulina. A
RI periférica e a elevada atividade parassimpatica neste modelo explicam em parte
esta hiperfungao pancreatica (BALBO et al., 2002; ANDREAZZI et al., 2009). Até o
presente momento ndo ha nenhum estudo avaliando o metabolismo da glicose em
ilhotas pancreaticas de ratos tratados com MSG. Considerando que ilhotas
pancreaticas de ratos MSG apresentam hipersecrecao de insulina, um evento chave
na evolugcao do DM2, compreender estas alteracbes podem auxiliar na terapia para
estas patologias. Adicionalmente nosso estudo avaliou a potencialidade do exercicio
regular em modular as rotas bioquimicas do controle secretor de insulina no
pancreas endocrino, mecanismos que poderiam proteger a célula f da sobrecarga

de trabalho evitando a disfungao secretoria precoce.
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2. OBJETIVO GERAL

Investigar a capacidade do exercicio fisico regular, iniciado precocemente,
em modificar o metabolismo da glicose em ilhotas pancreaticas de ratos MSG-

obesos atenuando ou evitando a hiperfungédo pancreatica.

2.1 Objetivos Especificos

a) Induzir a obesidade pela administragdo subcutdnea neonatal de glutamato
monossaodico.

b) Avaliar a potencialidade do treinamento fisico moderado e de baixa
frequéncia, iniciado precocemente em impedir o desenvolvimento de
resisténcia a insulina e preservar a homeostase glicémica em ratos obesos-
MSG,

c) Avaliar o perfil secretor de ilhotas isoladas de animais MSG em resposta a
glicose.

d) Determinar os efeitos do exercicio fisico regular sobre o metabolismo da

glicose em ilhotas isoladas de ratos obesos-MSG.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Modelo Experimental

No presente estudo foram utilizados ratos (Rattus novergicus) linhagem
Wistar, machos, oriundos do Biotério Central da Universidade Estadual de Ponta
Grossa, com a devida aprovagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEUA)
da Universidade Estadual de Ponta Grossa (02860) (Anexo 1).

Todos os animais foram alimentados com agua e ragao NuviLab-CR1®, ad
libitium durante todo o experimento e mantidos em gaiolas em grupos de no maximo

6 animais, em condi¢cdes controladas de luminosidade (ciclo 12h claro/escuro) e
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temperatura (21 + 2°C).

Grupo Obeso: Para indugao da obesidade os animais receberam durante os
primeiros 5 dias de vida injegdes subcutédneas de glutamato monossédico (MSG)
(4g/Kg de peso corporal). Ratos controles (CON) receberam, durante o mesmo

periodo, solucdo salina equimolar.

3.3 Treinamento Fisico

Aos 21 dias de vida os animais foram desmamados e subdivididos em 4
grupos experimentais: MSG-sedentarios (MSG-SED); MSG-exercitados (MSG-EXE);
CON-sedentarios (CON-SED) e CON-exercitados (CON-EXE).

Para todos os grupos exercitados o treinamento fisico iniciou-se aos 21 dias
de vida e persistiu até os 90 dias, totalizando 69 dias de treinamento. O protocolo de
atividade foi a natagao realizada em piscina para ratos, com agua aquecida (32 *
2°C), com duracdo de 30 minutos/3 vezes/semana. Na primeira semana os animais
foram submetidos a um programa de adaptagdo ao meio liquido, que consistiu em
natagdo livre de carga, durante 5, 15 e 30 nas trés primeiras sessoes,
respectivamente. A partir da segunda semana uma carga progressiva, inicialmente
equivalente a 2% do peso corporal, foi presa a cauda do animal. Depois de
adaptados, a carga equivalente era de 5% do peso corporal, correspondendo a um
treino de intensidade moderada, correspondente a 60% do consumo de oxigénio
maximo, corroborando com estudos de GOBATTO et al., 2001. As sessodes tiveram
inicio as16h00min, e ao final de cada sess&do os animais foram secos e devolvidos

ao biotério (PRADA et al., 2004; BRAGA, 2006; SCOMPARIN et al., 2006).

3.4 Avaliagao da resisténcia a insulina

A resisténcia a insulina foi determinada pelo célculo do indice HOMA-IR
(homeostasis model assessment) obtido pelo produto da concentracado de insulina

(ng/mL) e glicose (mg/dL) em jejum dividido por 22,5 (MATTHEWS et al., 1985).
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3.6 Isolamento de ilhotas pancreaticas

Aos 92 dias de vida, parte dos animais treinados e sedentarios de ambos os
grupos experimentais sofreram eutanasia por decapitagao, respeitando os principios
éticos dos estudos em animais, e submetidos a laparotomia, abertura da cavidade
abdominal e localizagdo do ducto hepatico comum. Em seguida o pancreas foi
perfundido via ducto hepatico com8mL de solugdo tampao Hank’s pH 7,4 (1,3 mM
CaCl;, ; 0,8 mM MgSOy; 5,4 mM KCI; 0,4 mM KH2POg4; 4,3 mM NaHCO3; 137 mM
NaCl; 0,3 mM NayHPO4 5,6 mM CgHy,06), contendo colagenase tipo V na
concentracdo de 1mg/mL. A perfusdo do pancreas foi garantida pela oclusdo da
porcdo final do ducto pancreatico com auxilio de tesoura hemostatica. Apos a
perfusdo completa, o 6rgao ele foi imediatamente transferido para um tubo cénico
contendo 5mL de Hank’s, em banho-maria a 37°C, durante 10 minutos e sob
oxigenacgao (95% oxigénio/5% gas carbdnico). Em seguida o frasco foi manualmente
agitado e a solucéo filtrada com auxilio de uma peneira de ago inoxidavel. Este
filtrado contendo as ilhotas foi entdo submetido a sucessivas lavagens em Hank’s,
em banho de gelo. Com auxilio de lupa e pipeta, as ilhotas foram manualmente
coletadas. No minimo 5 animais por grupo foram usados para formar um “pool” de
ilhotas que foram finalmente separadas em grupos de 4 e transferidas para pogos
contendo 1mL de solugao Krebs, contendo: 120mM NaCl; 4.8mM KCI; 2.5mM CaCly;
1.2mM MgCl; e 24mM NaHCOsg; pH 7,4 (HARA et al., 1988).

3.6 Pré-Incubacao

Para todos os protocolos com ilhotas pancreaticas isoladas houve um
periodo de 1h que antecedeu a incubagdo. Grupos de 4 ilhotas foram pré-
incubadas,para estabilizagdo ao meio in vitro,em 1mL de solugdo Krebs, pH 7,4,
suplementado com 0,1% de albumina bovina (fragcao V), glicose (5,6mM) e aerado
com uma mistura gasosa (95% oxigénio/ 5% de gas carbdnico) a 37°C em uma
incubadora de CO; (SANYO North America Corporation). Esta solucdo foi em

seguida descartada e substituida pela solugéo de incubacgéo.
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3.7 Incubagao

ApoOs a pré-incubacgdo grupos de 4 ilhotas foram incubadas por mais 1Th em
1mL de tampéo Krebs, pH 7,4, suplementado com 0,1% de albumina bovina (fracao
V) e aerado com uma mistura gasosa (95% oxigénio/ 5% de gas carbdnico), a 37°C,
em incubadora de CO, A concentragdo de glicose foi elevada para 16,7mM na
presenca dos seguintes inibidores do metabolismo da glicose: 1 — Acido lodoacético
(IAA, 1mM — Sigma Aldrich), bloqueia a glicdlise por inibir a enzima gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase; 2 — Acido a-ciano-4-hidroxicinamico (a-CHC, 1mM — Sigma
Aldrich), inibe transporte mitocondrial prevenindo a importagdo do piruvato e seu
metabolismo no ciclo do AT; 3 — Fluoroacetato de Sodio (SF,2mM — Fluka Analytical)
bloqueia a enzima aconitase do ciclo do acido tricarboxilico; 4 — Rotenona (ROT,
1uM — Sigma Aldrich) e 5- Antimicina A obtida de streptomyces sp. (ANT, 50nM —
Sigma Aldrich), inibidores dos sitios | e Il da produgdo de ATP mitocondrial através

da fosforilagao oxidativa (SCHOFL et al., 2000) (Figura 2).

3.8 Dosagem de Insulina

O método de Radioimunoensaio (RIE) para dosagem de insulina consiste na
interacdo competitiva de moléculas de insulina humana radioativa marcada com o
iodo 125 (1'®) (marca Perkin Elmer), e de moléculas de insulina ndo radioativa,
provenientes das amostras experimentais, que competem por um anticorpo
especifico contra insulina (anti-rato). Moléculas ligadas ao anticorpo em solucéo ao
serem centrifugadas permanecem sobrenadantes enquanto as livres acumulam-se
ao fundo do tubo de ensaio. A leitura da radiagdo € realizada por um contador
GAMA, que detecta a quantidade de radiagao emitida por cada amostra. Baseando-
se na curva padrdao com quantidade de radiagcdo e de insulina nao radioativa
conhecidas, a leitura permite inferir a quantidade de insulina em cada amostra.
Quanto maior a radioatividade maior sera a quantidade de insulina ndo radioativa.
Gracas a competicdo, a maior concentragdo de insulina das amostras permitira o

maior numero de ligagdes com o anticorpo, permanecendo a interagcédo insulina-
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anticorpo livre no sobrenadante, resultando em um maior acumulo de insulina
radioativa no fundo da solugéo a qual emitira determinada radioatividade, a qual sera
lida em cpm/min e em seguida convertida para o log da concentragao final de

insulina em ng/mL (BERSON;YALOW, 1968).

3.9 Expressao Protéica

llhotas isoladas de todos os grupos experimentais foram solubilizadas em
tampao de homogeneizacéo contendo: Tris (pH 7,4) 100mmol/L, pirofosfato de sodio
10mmol/L, fluoreto de sédio 100mmol/L, EDTA 10 mmol/L, PMSF 1mmol/L,
PHENAN 1 mmol/L, NEM 1 mmol/L e Triton X-100 1%, com pH final de 8,08. Apds
30 min de gelo os lisados foram centrifugados por 5 min a 12600xg a 4°C com a
finalidade de remover o material insoluvel. A concentragdo de proteina no
sobrenadante foi quantificada usando o método de Bradford (BRADFORD, 1976),
usando a curva de albumina como padréo e o reagente de Bradford (Bio-Agency
Lab., Sdo Paulo, SP, Brazil). Para o gel de eletroforese de poliacrilamida e analise do
Western blot as amostras foram tratadas com amostras de tampao Laemmli (5x
concentrado) contendo DTT(azul de bromofenol 0,1%; fosfato de sddio 1 M, pH 7,0;
glicerol 50%, SDS 10% e agua destilada). Depois de aquecidas a 95°C durante 5
minutos, a mistura foi submetida a eletroforese a 120 V em gel de poliacrilamida a
10% (SDS-PAGE) no sistema MINI-PROTEIN BIO-RAD®. O volume aplicado em
cada poco do gel foi definido de forma a conter a mesma quantidade de proteina em
todas as amostras (40 nug). Terminada a eletroforese, as proteinas foram transferidas
para membranas de PVDF. A transferéncia das proteinas foi realizada a partir de um
“sanduiche” montado da seguinte maneira: esponja, 2 folhas de papel de filtro, gel,
membrana de PVDF, 2 folhas de papel de filtro e outra esponja. Este “sanduiche” foi
acomodado em uma cuba de eletroforese, contendo tampéo de transferéncia (Tris-
Base 25 mM, glicina 192 mM, 200 mL de metanol 20%, SDS 0,02% e agua destilada
g.s.p 1000 mL). A transferéncia foi realizada sob corrente de 200-400 mA por cerca

de 90 minutos.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Berson%20SA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yalow%20RS%22%5BAuthor%5D
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Prosseguiu-se com a ligacdo do anticorpo especifico para a proteina de
interesse, sendo esta: GLUT.

Os sitios da membrana de PVDF sem proteina foram previamente
bloqueados com proteinas do leite. As membranas foram incubadas por 2 h a
temperatura ambiente, sob agitagdo, em solucéo 5% de leite desnatado em solugéo
basal (10 mL de Tris-Base 1 M, 30 mL de NaCl 5M, 500 uL Tween 20 e agua
destilada g.s.p 1000 mL). O anticorpo utilizado foi anticorpo policlonal contra GLUT2
(1:1000; [cat. (H-67) sc 9117]). O anticorpo primario usado foi comprado da Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). As membranas foram incubadas de 4 —
6h, temperatura ambiente, na presencga do anticorpo previamente diluido em solugao
3% de albumina em solugédo basal. Apdés lavagem (3x de 10 minutos cada), sob
agitacdo, com solugdo basal, as membranas foram incubadas a temperatura
ambiente, por 1 hora, com anticorpo secundario conjugado anti-IgG de coelho
marcado com peroxidase. Este anticorpo foi diluido 1:10.000 (Pierce Biotechnology,
IL, USA) em solu¢do 1% de albumina em soluc&o basal. Finalmente, as membranas
foram lavadas (3x de 10 minutos cada), sob agitacdo, com solugdo basal e,
posteriormente, reveladas.

A revelagao foi realizada por quimioluminescéncia (sistema luminol). As
solugdes de revelagdo foram previamente misturadas na proporgdo 1:1. As
membranas foram, cuidadosamente, recobertas com a mistura e apds 2 minutos de
reacao, o liquido excedente foi desprezado e as membranas foram ensacadas e
expostas (protegidas da luz e em cassete apropriado) ao filme de raio-X por tempo
variavel (de 5 segundos a 30 minutos). A andlise das bandas foi realizada no
programa Scion Image, Frederick, MD e relacionadas com a expressao da proteina
constitutiva (a-tubulina).O conteudo proteico foi obtido de um grupo de ilhotas
oriundas de 3 ratos para cada grupo. Trés repeticbes foram realizadas para cada

grupo experimental, totalizando um n de 9 animais por grupo.

3.10 Curvas de crescimento e consumo alimentar
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A partir dos 21 dias, para todos os grupos experimentais, a cada 2 dias
foram avaliados o peso corporal e o consumo alimentar, este foi calculado pela
subtracdo entre a ragao ofertada e a sobra, dividido pelo numero de animais por

caixa. Os dados de consumo foram expressos como g/g de peso corporal.

3.11 Obesidade

A obesidade foi avaliada pelo célculo do indice de Lee (3/Peso Corporal/

CNA) e pela retirada de depdsitos de gordura da cavidade abdominal (mesentérica,
epididimal e retroperitoneal) e subcutanea (inguinal). O peso do tecido marrom inter-
escapular também foi avaliado. Todos os dados foram expressos em g/100g de peso
corporal.

Além disso, amostras de sangue foram coletadas para dosagens
bioquimicas. As concentragdes plasmaticas de triglicerideos (mg/dL) e colesterol
total (mg/dL) foram determinadas pelo método enzimatico-Trinder (LabTest, BR). A
concentracao plasmatica de HDL (high density lipoprotein) — colesterol (mg/dL) foi
determinada pela reacdo de ponto final (LabTest, BR). A concentracdo de glicose
(mg/dL) foi determinada pelo método enzimatico colorimétrico (LabTest, BR). A
determinacdo do LDL (low density lipoprotein) (mg/dL) foi realizada segundo a
férmula de Friedewald: LDL-C = ColT— HDL-C — (TAG/5) e a insulina plasmatica
(ng/mL) foi dosada pelo método de RIE.

3.13 Analise Histolégica

Apos o sacrificio aos 90 dias, as amostras do tecido adiposo branco e
marrom, pancreas e figado foram fixadas em solucdo de Alfac (Alcool 80% 85 mL,
formaldeido 40% 10mL, acido acético glacial 5mL). Apés 16 horas o material foi
transferido para solugéo estoque (alcool 70%), posteriormente o material foi incluido
em parafina (marca Paraffin Wax) conforme protocolos histolégicos de rotina. As

pecas foram cortadas em micrétomo a 4um de espessura, seguindo o padrdo de
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corte seriado, sendo descartados aproximadamente 20 cortes entre cada lamina (
80um) para evitar a analise das mesmas estruturas. Apds as secgdes 0s cortes
foram fixados em |laminas de vidro devidamente identificadas, decorrido o periodo
minimo de descanso (minimo de 24 horas) as laminas foram devidamente coradas.
Os cortes foram submetidos ao protocolo de coloracdo Hematoxilina e Eosina (H&E).
Apds a secagem, as laminas foram analisadas e fotografadas em microscoépio de
campo claro (Olympus BX41) com captura digital de imagens (Olympus DP71
equipada com o software DP-Controler). As imagens arquivadas foram tratadas com
software J- Pr6 image. Os parametros avaliados em cada lamina foram: a) pancreas:
mediu-se a area (um?) e quantificou-se o numero total de llhotas de Langherans por
corte, com aumento de 40 vezes; b) figado: determinou-se um quadrante de 1mm?,
para analise qualitativa de gotas lipidicas, com aumento de 200 vezes; c) tecido
adiposo: analisou-se uma porcdo equivalente a um quadrante de 1mm?, com a
finalidade de verificar a area (um?), hipertrofia e nimero dos adipdcitos (hiperplasia),
com aumento de 200 e 100 vezes, respectivamente. Para remocéo das porcoes dos
o0rgaos que seguiram para analise histolégicas foram padronizadas a retirada da
porcao esplénica do pancreas (cerca de 1,5 cm), por¢ao do lobo inferioresquerdo do

figado (cerca de 2 cm), gorduras mesentérica e inguinal por¢gdes com 1,5 cm.
3.13 Anadlise Estatistica

Todos os dados foram expressos como média * erro padrdo da média. A
significancia estatistica entre as médias foi avaliada pela Analise de Variancia
(ANOVA) com pos-teste de Bonferroni e pelo Teste t de Student’s. Diferencas foram

consideradas significativas quando p<0,05, utilizando o software GraphPad Prism 5.

4. RESULTADOS

Os resultados serao sempre apresentados mostrando primeiramente o efeito
do tratamento neonatal com MSG (CON versus MSG) e em seguida o efeito do
exercicio fisico sobre animais magros (CON-SED versus CON-EXE) e sobre obesos

(MSG-SED versus MSG-EXE).



Programa de Pés-Graduagdo em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO) | 50

4.1 Parametros biométricos e obesidade

O efeito do tratamento neonatal com MSG, bem como, a influéncia da
natacao regular sobre parametros biométricos estao representados na tabela 1. Os
animais MSG-SED apresentaram redu¢do no peso corporal de 15% quando
comparados aos CON-SED. O exercicio diminuiu o peso corporal de ambos os
grupos CON-EXE e MSG-EXE em aproximadamente 6% comparados aos
respectivos animais sedentarios. O comprimento naso-anal (CNA) foi cerca de 13%
menor nos animais MSG-SED versus CON-SED. O exercicio fisico ndo afetou este
parametro em ambos 0s grupos.

A obesidade foi avaliada pelo indice de Lee (IL) e pelo peso de diferentes
depodsitos de tecido adiposo. Os animais MSG-SED apresentaram aumento de 6%
no IL comparados aos animais CON-SED. O conteudo de gorduras foi dividido em
depdsito subcutaneo (gordura inguinal) e visceral (gorduras mesentérica,
retroperitoneal e epididimal). Os animais MSG-SED apresentaram aumento em
todos os depdsitos de tecido adiposo em relacdo ao grupo CON-SED. As gorduras
viscerais tiveram um aumento de cerca de 100% e a subcutanea apresentou um
aumento de 175% nos ratos MSG-SED versus CON-SED. O exercicio novamente foi
capaz de atenuar o perfil de obesidade diminuindo em cerca de 20% as gorduras
viscerais (mesentérica; retroperitoneal e epididimal) e 47% a gordura inguinal (MSG-

SED versus MSG-EXE) (Tabela 1).
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Tabela 1. Parametros Biométricos e Obesidade:

CON-SED CON-EXE MSG-SED MSG-EXE

Peso Corporal
(9)
Comprimento
Naso-anal 22,9+0,13°%¢ 23,0+0,15%¢ 20,1+0,29?° 20,540,272

(cm)

333,5+5,74> 315,1+4,292%¢ 284,745,734 264,2+3,1720¢

Indice de Lee 0,296+0,002° 0.297+0,002°  0,313+0,003*°  0,303+0,005"

Gordura
Epididimal
(9/100g)

Gordura
Mesentérica

(9/100g)

Gordura
Retroperitonial

(9/100g)

Gordura
Inguinal 0,28+0,02° 0,28+0,02° 0,77+0,08%"¢ 0,41+0,06°
(9/100g)

1,20+0,09%¢ 1,33+0,07°¢ 2,48+0,112P4 1,94+0,1720¢

0,85+0,04°%° 0,59+0,02%¢ 1,69+0,09%4 1,38+0,09%P¢

1,66+0,16%¢ 1,51+0,17%¢ 3,76+0,172P4 3,02+0,1920°¢

Os dados representam a média + erro padrdo da média; n=10 -15 ratos para todos os grupos. O
indice de Lee foi calculado a partir do peso corporal (g) e do comprimento naso-anal (CNA) (cm),
conforme a formula explicada nos métodos. Todos os depdsitos avaliados sdo expressos em g/100g
de peso corporal. As letras acima dos numeros representam diferencas significativas de p<0,05 em
analises de variancia ANOVA com pos-teste de Bonferroni entre os grupos: °CON-SED; ®CON-EXE,
°MSG-SED; ‘MSG-EXE.

4.2 Histomorfologia

Conforme os dados apresentados na figura 3 (A-L) os animais MSG-SED
apresentaram hipertrofia do tecido adiposo branco. A area do adipdcito foi 215% e
110% maiores respectivamente no tecido adiposo inguinal (3C) e mesentérico (3G)
nos ratos MSG-SED em relacédo aos adipocitos de ratos CON-SED (p<0,05). A
natagao iniciada precocemente foi capaz de impedir o aumento da area dos
adipdcitos das gorduras inguinal (3B e 3D) e mesentérica (3F e 3H) cerca de 36% e
37% nos animais CON-EXE e 24% e 37% nos animais MSG-EXE, respectivamente

em relagdo aos respectivos grupos sedentarios. Adicionalmente, os animais MSG-
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SED apresentaram menor numero de adipdcitos em relacdo aos CON-SED. O
namero de adipécitos foi 77% e 55% menor, respectivamente para a gordura
inguinal (3C) e mesentérica (3G) no grupo MSG-SED comparado com 0s mesmos
depdsitos dos animais CON-SED (p<0,05). O exercicio reverteu estas alteragbes e
aumentou o numero de adipécitos da gordura mesentérica (3F e 3H) em 72% nos
animais CON-EXE e 41% nos animais MSG-EXE, comparados aos respectivos
pares sedentarios (p<0,05). Similarmente, o exercicio também aumentou o numero
de adipécitos da gordura inguinal (3B e 3D) em 26% e 33% nos animais CON-EXE e
MSG-EXE, respectivamente em relagdo aos grupos sedentarios. O numero de
adipécitos do tecido adiposo marrom foi 50% menor no grupo MSG-SED comparado
ao grupo CON-SED. O exercicio iniciado precocemente aumentou 30% o numero de
adipdcitos no tecido adiposo marrom em relagéo ao grupo MSG-SED (3K e 3L).
Obeserva-se também na figura 4, que o figado de animais MSG-SED
apresentaram capilares sinuséides mais tortuosos quando comparados aos CON-
SED, o que pode indicar aumento de tecido fibroso no figado deste modelo (4C). No
grupo MSG-EXE o exercicio fisico iniciado precocemente foi capaz de diminuir as
alteracdes histopatolégicas dos capilares sinusoides, bem como, de atenuar a
fibrose hepatica (4D). Finalmente, os animais MSG-SED apresentaram alteragdes no
tamanho das ilhotas pancreaticas (4G), sendo que a area das ilhotas destes animais
foi cerca de 79% maior que a area das ilhotas dos animais CON-SED (p<0,05). O
exercicio diminuiu em 81% a area das ilhotas (4H) em animais MSG-EXE,
comparados com MSG-SED. Ambos, tratamento neonatal com MSG e natagdo nao

afetaram o numero de ilhotas pancreaticas entre os grupos.
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4.3 Consumo Alimentar

As figuras 5A e 5C representam respectivamente, as curvas ponderais do
consumo alimentar e hidrico entre os grupos. As respectivas analises das areas
sobre a curva (ASC) de cada grafico estédo representadas pelas barras nos inserts B
e D. Independente do tratamento ou do treinamento fisico o consumo alimentar foi
similar entre os grupos. O consumo hidrico n&o foi afetado pelo tratamento neonatal
com MSG. Porém os animais MSG-EXE apresentaram uma reducéo de 19% na ASC

do consumo de agua quando comparados aos animas MSG-SED (Figura 5).
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Figura 5. Efeito da Natagdao Regular sobre o Consumo Hidrico e de Ragao: As figuras Ae C
representam respectivamente a evolugéo ponderal (21-90 dias) do consumo de ragdo e agua para
todos os grupos. Cada ponto representa a média + erro padrao da média; n=10-15 ratos para todos
os grupos. As respectivas Areas Sob a Curva (ASC) estéo representadas nos inserts B e D. Os
simbolos acima das barras representam diferengas estatisticas de p<0,05 no teste t de Student’s. ®
CON-SED;° CON-EXE; ° MSG-SED; ® MSG-EXE.
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4.4 Dados Bioquimicos

O perfil bioquimico plasmatico dos grupos esta representado na tabela 1.
Ratos MSG-SED apresentaram concentragbes plasmaticas de insulina (25%) e
glicose (17%) maiores que animais CON-SED. A natag&o afetou significativamente o
perfil insulinémico em ambos os grupos, diminuindo em cerca de 25% este
parametro. Adicionalmente, o exercicio foi capaz de diminuir em 14% a glicemia dos
ratos MSG-EXE versus MSG-SED (p<0,05).

O perfil lipidico também foi alterado em animais MSG-SED comparados aos
CON-SED. Ratos MSG-SED apresentaram aumento de 118% e 26%
respectivamente nos niveis de triglicerideos e colesterol total em relagdo aos ratos
CON-SED. Novamente o exercicio foi capaz de diminuir em 26% os triglicerideos e
14% o colesterol total dos animais MSG-EXE quando comparados aos MSG-SED.
As concentrag¢des de HDL e LDL foram similares entre os grupos MSG-SED e CON-
SED. Todavia, o exercicio aumentou em 24% o HDL dos animais CON-EXE versus
CON-SED, e diminuiu o] LDL em 37% e
54% respectivamente nos grupos CON-EXE e MSG-EXE, quando comparados aos

sedentarios correspondentes (p<0,05) (Tabela 2).
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Tabela 2. Efeito da natagao regular sobre os parametros bioquimicos:

CON-SED CON-EXE MSG-SED MSG-EXE

Insulina Basal b b
0,41+0,03>°  0,33+0,03*° 0,54+0,05*" 0,38+0,03°

(ng/mL)
Glicose Basal b
110,96+2,40° 109,23+3,77° 129,33+3,12%" 110,89+3,35°
(mg/dL)
Triglicerideos d d b.d b
86,56+7,70“° 89,67+6,90°° 190,44+2551%"° 139,52+7,44%°°
(mg/dL)
Colesterol Total . . abd .
87,85+2,61 89,1543,63 111,10+4,36™" 94,71+2,36
(mg/dL)
HDL b
45,26+1,61 55,86+2,86° 51,29+3,75 53,21+1,94
(mg/dL)
LDL b
27,38+1,61%° 17,17+2,22%  25,94+4,48%° 12,40 + 3,14%°
(mg/dL)

indice Homa  0,112+0,01°  0,091%0,01 0,183+0,02%¢ 0,102+0,01°

Os dados representam a média + erro padrao da média.As amostras foram coletadas apoés 12h de
jejum; n=10 -15 ratos para todos os grupos. As letras acima dos numeros representam diferengas
significativas de p<0,05 em analises de varidncia ANOVA com poés-teste de Bonferroni entre os
grupos: °CON-SED; "CON-EXE, “MSG-SED; ‘MSG-EXE.

O indice HOMA representa uma medida indireta da resisténcia a insulina
(RI). O efeito do treinamento fisico e do tratamento neonatal com MSG sobre os
valores do indice HOMA estdo representados na tabela 2. Os ratos MSG-SED
apresentaram valores elevados de glicemia e insulinemia, resultando no aumento de
63% do indice HOMA-RI quando comparados aos ratos CON-SED. O exercicio foi
capaz de diminuir tanto a glicemia como a insulinemia basal dos animais obesos,
resultando na diminuicdo de 44% do indice HOMA-RI em ratos MSG-EXE
comparados a ratos MSG-SED (tabela 2).

4.5 Secregao de Insulina Estimulada por Glicose

As ilhotas pancreaticas foram isoladas e incubadas em trés concentragoes
distintas de glicose (5,6mM; 8,3mM e 16,7mM), de acordo os dados da figura 6.

llhotas pancreaticas isoladas de animais MSG-SED apresentaram perfil
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hipersecretério quando comparadas as ilhotas obtidas de ratos CON-SED. Na
presenca de glicose 8,3mM e 16,7mM a secrecao de insulina liberada foi 29% e 20%
maior, respectivamente em ilhotas de ratos MSG-SED comparado as ilhotas de ratos
CON-SED (p<0,05).

A figura 6 também demonstra o efeito da natagao regular sobre a secregao
de insulina estimulada por glicose. Em ilhotas isoladas de ratos CON-EXE a
responsividade a glicose foi reduzida em todas as concentragdes avaliadas. A
magnitude da reducéo da secrecao de insulina foi de 31% (5,6mM), 30% (8,3mM) e
39% (16,7mM) em ilhotas de ratos CON-EXE em relagdo a insulina liberada pelas
ilhotas de ratos CON-SED na presenga das mesmas condi¢gdes (Figura 6). Em
ilhotas isoladas de animais MSG-EXE o exercicio ndo alterou o perfil secretério em
presenca de 5,6 mM de glicose. Por outro lado, nas concentragbes de 8,3mM e
16,7mM o exercicio também apresentou efeito supressor na secrecdo de insulina
estimulada por glicose. A secregao de insulina estimulada por glicose 8,3mM e
16,7mM foi 43% e 19% menor em ilhotas de ratos MSG-EXE comparado a secrec¢ao

em ilhotas de ratos MSG-SED (Figura 6).
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Figura 6. Secregdo de Insulina estimulada por Glicose: Os dados representam a média t erro
padrao da média. llhotas pancreaticas foram isoladas e incubadas em grupos de 4 com 1mL de Krebs
na presenca de glicose 5,6, 8,3 e 16,7mM durante 1h. As ilhotas foram obtidas a partir de um pool de
ilhotas oriundas de 6 animais por grupo e tratamento. De 20-40 observacbes foram feitas para cada
situacdo. Os simbolos sobre as barras representam diferencas estatisticas de p<0,05 no teste t de
Student’s entre os grupos: *CON-SED versus MSG-SED; *CON-SED versus CON-EXE; "MSG-
SED versus MSG-EXE.

4.6 Efeito dos Bloqueadores do Metabolismo da Glicose

Os efeitos dos bloqueadores da glicolise, do ciclo do AT e complexos
mitocondriais sobre a secrecdo de insulina em ilhotas pancreaticas isoladas foram
avaliados na presencga de elevadas concentragbes de glicose (16,7mM). Os efeitos
de cada farmaco séo representados em porcentagem, considerando a presenga de
glicose (16,7mM) isoladamente como 100% (Figuras 7 e 8).

De acordo com a figura 7 a adi¢ao do bloqueador glicolitico IAA promoveu
diminuicdo da secrecdo de insulina estimulada por glicose em ilhotas isoladas de

todos os grupos. A redugao foi de 46% para o CON-SED, todavia a magnitude de
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inibicao foi maior no grupo MSG-SED (59%). Adicionalmente em ilhotas pancreaticas
de animais exercitados a presenga de IAA inibiu cerca de 44% a secrecgao
estimulada por glicose no grupo CON-EXE e 57% no grupo MSG-EXE (p<0,05). Por
outro lado na presencga dos bloqueadores do ciclo do AT, a-CHC e SF, a secrecgao
de insulina estimulada por glicose n&o foi significativamente afetada em ilhotas
isoladas de ratos CON-SED; CON-EXE; MSG-SED; MSG-EXE. Todavia, contrario ao
esperado a adi¢cao de a-CHC promoveu aumento de 36% na secrecado de insulina
estimulada por glicose em ilhotas de ratos MSG-SED em relagdo ao estimulo com
16,7 mM. Adicionalmente, na presenca de a-CHC a secrec¢ao de insulina estimulada
por glicose foi 68% maior no grupo MSG-SED quando comparado a ilhotas de
animais CON-SED na presenca do mesmo farmaco (p<0,05) (Figura 7).

A figura 8 apresenta o efeito dos inibidores dos complexos mitocondriais |
(ROT) e Il (ANT) sobre a secregédo de insulina estimulada por glicose. A ROT foi
capaz de inibir em aproximadamente 56% (p<0,05) a secregdo de insulina
estimulada por glicose em ilhotas pancreaticas isoladas de todos os grupos (Figura
7). Similarmente a adicdo de ANT também foi capaz de diminuir a secregao de
insulina em ilhotas de todos os grupos, todavia com magnitudes de efeitos distintos.
Em ilhotas pancreaticas isoladas de ratos CON-SED e MSG-SED a presenca de
ANT promoveu inibicdo de 42% e 26% respectivamente, na secregdo de insulina
estimulada por glicose (p<0,05). Em ilhotas obtidas de ratos exercitados a adigao de
ANT inibiu 55% (CON-EXE) e 65% (MSG-EXE) a secrecdo de insulina estimulada
por glicose. O efeito da ANT foi 23% e 53% maior em ilhotas de ratos CON-EXE e
MSG-EXE em relagédo as ilhotas dos respectivos grupos sedentarios (p<0,05)

(Figura 8).

4.7 Western Blotting
A Figura 9 representa a analise da expressao proteica da proteina GLUT,
pela técnica de western blotting. Os animais MSG-SED apresentaram 41% de
aumento na expressao desta proteina em relagao aos CON-SED. A natagao precoce

foi capaz de corrigir a expressdo do GLUT, em animais MSG-EXE em relagéo aos
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Figura 7. Efeito do bloqueio da glicélise e ciclo do AT na secreg¢ao de insulina estimulada por
glicose: llhotas pancreaticas foram isoladas e incubadas em grupos de 4 em 1mL de Krebs contendo
glicose 16,7mM na presenga de IAA (1mM), a-CHC (1mM) ou SF (2mM). As ilhotas foram obtidas a
partir de um pool de ilhotas oriundas de 6 animais por grupo e tratamento. De 20-40 observacgdes
foram feitas para cada situagdo. Os dados representam a média + erro padrdo da média expressos
em porcentagem. A linha pontilhada representa a presenga apenas da glicose 16,7mM (100%). Os
simbolos acima das barras representam diferengas estatisticas de p<0,05 na analise de variancia
ANOVA, com pos teste de Bonferroni.* diferente de 100%; *CON-SED versus MSG-SED; "CON-
SED versus CON-EXE; “MSG-SED versus MSG-EXE.
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Figura 8. Efeito de inibidores mitocondriais na secregdo de insulina estimulada por glicose:
llhotas pancreaticas foram isoladas e incubadas em grupos de 4 em 1mL de Krebs contendo glicose
16,7mM na presenga de ROT (1uM) ou ANT (50nM). As ilhotas foram obtidas a partir de um pool de
ilhotas oriundas de 6 animais por grupo e tratamento. De 20-40 observacgdes foram feitas para cada
situacdo. Os dados representam a média + erro padrdo da média expressos em porcentagem. A linha
pontilhada representa a presenca apenas da glicose 16,7mM (100%). Os simbolos acima das barras
representam diferencas estatisticas de p<0,05 na analise de variancia ANOVA, com pos teste de
Bonferroni. * diferente de 100%; *CON-SED versus MSG-SED:; PCON-SED versus CON-EXE;
‘MSG-SED versus MSG-EXE.
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Figura 9. Expressdao do GLUT, em ilhotas isoladas de ratos MSG-obesos e CON submetidos a
natagcdo: Analise da expressao do GLUT, e a-tubulina (controle interno) por western blotting em
extratos proteicos oriundo de ilhotas isoladas de ratos MSG-obesos submetidos ao exercicio. As
barras representam média £ erro padrao dos valores, determinados por densitometria éptica. De 100
a 150 ilhotas foram usadas para cada pool (n=3-6). Os simbolos acima das barras representam
diferenca significativa (p<0,05) no teste t de Student’s. “CON-SED versus MSG-SED; MSG-SED
versus MSG-EXE.
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5. DISCUSSAO

5.1 Modelo de Obesidade MSG

Desde o final da década de 60, o tratamento neonatal com MSG tem sido
usado para induzir a obesidade em roedores (OLNEY, 1969). O presente estudo
demonstrou que animais MSG tratados apresentaram obesidade pelo aumento no
indice de Lee e elevados depdsitos de tecido adiposo. Adicionalmente também foi
mostrada redugcdo do peso corporal e CNA nestes animais. Portanto este estudo
confirma eficacia da administracido neonatal de MSG para a indugao de obesidade,
assim como ja reportado por outros autores (NASCIMENTO CURI et al., 1991;
RIBEIRO et al., 1997; DOLNIKOFF et al., 2001). A administracdo neonatal de MSG
causa lesdes no hipotalamo, principalmente no ARQ (OLNEY; ADAMO; RATNER,
1971) e eminéncia mediana. O ARQ é responsavel pela sintese do horménio
liberador do horménio do crescimento (GHRH), entdo as concentragdes plasmaticas
do horménio do crescimento (GH) sdo reduzidas em animais obesos MSG
(KUBOTA; NAKAGAWA; IGARASHI, 1994). Considerando que o GH apresenta
atividade lipolitica (O'NEAL et al., 1999), e importantes efeitos sobre o crescimento
corporal, o acumulo de tecido adiposo e a redu¢cdo do CNA encontrada em nossos
ratos MSG pode ser em parte atribuido a reducao do GH. Os resultados do presente
estudo ainda demonstraram que ratos MSG-obesos apresentam dislipidemia,
hiperinsulinemia de jejum, moderada hiperglicemia e resisténcia a insulina,
reproduzindo o perfil da Sindrome Metabdlica. Resultados similares foram obtidos
com camundongos MSG-obesos que apresentam elevado nivel de triglicerideos e
de VLDL (OIDA et al., 1984). Estes autores sugerem que a hiperinsulinemia
apresenta papel fundamental no aumento das particulas de VLDL. A dislipidemia,
acompanhada de hiperinsulinemia também €& observada por outros autores em ratos
tratados neonatalmente com MSG (HIRATA et al., 1997). Apesar do elevado nivel

plasmatico de insulina os dados deste estudo também demonstraram leve alteragao
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da glicemia de jejum, indicando falha na agdo homeostatica da insulina e
caracterizando assim um estado pré-diabético. O grau de anormalidades
neuroenddcrinas promovidas pelo tratamento com MSG depende da dose e da
espécie (SASAKI et al., 2009). Assim, frequentemente em camundongos tratados
com MSG a hiperinsulinemia e hiperglicemia estao instaladas aos 90 dias (NAGATA
et al., 2006). Por outro lado, em ratos existem estudos mostrando hiperglicemia
(MACHO et al., 2000) e outros normoglicemia de jejum (BALBO et al., 2007) de
jejum nesta mesma idade. Independente destas variagdes o desajuste entre niveis
de insulina circulantes e homeostase glicémica, claramente reflete o estado de
resisténcia a insulina. Adicionalmente, hiperinsulinemia de jejum € uma caracteristica
comum tanto em animais como humanos obesos (BRANDELERO et al., 2012).

A perda da sensibilidade a insulina € um processo evolutivo ao longo do
ganho de peso. Os primeiros tecidos a se tornarem resistentes a insulina sdo o
figado e o tecido muscular (ZEYDA; STULNIG, 2009). Corroborando com esta visao,
estudos moleculares de resisténcia a insulina tem demonstrado que roedores MSG-
obesos apresentam diminuicdo no conteudo de transportadores GLUT, (MACHADO;
SHIMIZU; SAITO, 1993) e alteragdo na cascata ativada pelo receptor da insulina no
figado e musculo, caracterizando a resisténcia nestes locais aos 90 dias (SAAD;
GUNGOR; ARSLANIAN, 2005). Todavia, estes mesmos autores demonstraram que
no tecido adiposo existem rotas da sinalizagdo da insulina que estdo preservadas.
Este achado explica porque apesar da resisténcia a insulina a lipogénese é elevada
nos adipécitos dos animais MSG, favorecendo o acumulo de tecido adiposo
(NASCIMENTO CURI et al., 1991). E bem estabelecido o papel lipogénico da
insulina (ECKEL, 1992), deste modo a hiperinsulinemia em ratos MSG-obesos induz
a sobra de substratos energéticos ndo captados pelo figado ou musculo a serem
convertidos em triglicerideos no tecido adiposo. Como apresentado em
camundongos obesos MSG, a hiperinsulinemia pode ser causada ou agravada pela
diminuicdo da agao da insulina nos tecidos, o que leva a RI (McMINN et al., 2000).

Estudos mostram que a celularidade do tecido adiposo ja esta alterada em

animais MSG com um més de vida, e indicam que o desenvolvimento da obesidade
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neste modelo é hipertréfica (DOLNIKOFF et al., 2001), este perfil também ja foi
apresentado em camundongos MSG (OCHI et al., 1988). Corroborando com isso, os
dados deste estudo mostram que tanto depdsitos de gordura visceral (mesentérica)
como depdsitos subcutaneos (inguinal) apresentaram elevada taxa de hipertrofia dos
adipocitos, adicionalmente os dados do presente estudo também mostram
diminuicdo no numero de adipdcitos dos animais MSG comparados aos CON.
Estudos ja demonstram que a produgdo de citocinas pro-inflamatorias esta
diretamente ligada ao tamanho do adipdcito. Adipdcitos pequenos tendem a ser mais
sensiveis a insulina, enquanto que os adipdécitos grandes se tornam mais facilmente
resistentes. Isto pode ser explicado devido ao aumento exacerbado da produgao de
citocinas pré-inflamatorias nos adipdcitos grandes, estas que agem autdcrina e
paracrinamente, prejudicando a cascata de sinalizagdo da insulina neste tecido
(KAHN; FLIER, 2000), sendo assim podemos sugerir que nOSSOS animais
apresentam um perfil inflamatério elevado, corroborando com ZHANG et al., 2010.
Em humanos e outros mamiferos o tecido adiposo branco tem func¢do principal de
armazenamento de energia, enquanto que o tecido adiposo marrom atua
primariamente na produc¢do de calor. Por sua agédo termogénica o tecido adiposo
marrom contribui para elevar o gasto energético, um mecanismo modulado pela
atividade do SNS. Nao existem estudos que apresentem o perfil histomorfoldgico do
tecido adiposo marrom em animais obesos MSG, porém ja se sabe que neste
modelo este tecido € termogenicamente inativo, ou seja, sua capacidade
termogénica €& debilitada (YOSHIOKA; YOSHIDA; KONDO, 1991), como
apresentado também em animais geneticamente obesos. Adicionalmente, estudos
em modelos de obesidade induzidos por dieta hiperlipidica demonstram que o tecido
adiposo marrom destes animais contém goticulas lipidicas grandes, as quais se
acumulam nas células circundantes vasos, e sao correlacionado com inadequado
gasto energético e ganho de peso destes roedores (SAMPEY et al., 2009). Estes
achados corroboram com nossos resultados em adipécitos do tecido adiposo
marrom de animais MSG. Adicionalmente, estes achados histomorfolégicos podem

também explicar a baixa taxa metabdlica basal deste modelo, o que favorece a
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instalacdo da obesidade. Esta ideia € reforcada por estudos mostrando que animais
obesos apresentam reducdo das proteinas desacopladora do gradiente de protons
(UCP1) no tecido adiposo marrom, as quais sdo as principais responsaveis pela
termogénese neste tecido (KOZAK; ANUNCIADO-KOZA, 2008).

Anormalidades no figado também ja foram apresentadas em animais MSG,
0s quais apresentam esteatose hepatica macrovacuolar (MACHO et al., 2000), a
qual ndo progride para formas mais graves da doenga. Estudos recentes mostram
que figados de ratos MSG apresentam acumulo de gotas lipidicas, este mesmo
estudo mensurou o conteudo de lipideos totais do figado e os animais MSG
apresentaram elevada taxa de lipideos hepaticos comparado aos CON, o que
caracteriza a esteatose (LAZARIN et al., 2011). Estudos também mostraram que o
figado de camundongos MSG com 56 semanas de vida apresenta fibrose com
infiltracdo de macréfagos e neutrdfilos (SASAKI et al., 2009). Todas estas
caracteristicas se assemelham ao quadro de esteatose nao alcodlica encontrada em
humanos obesos (LAZARIN et al., 2011).

Diferentemente da obesidade induzida por gold thioglucose ou por bipiperidyl
mustard as quais sdo associadas com hiperfagia, a obesidade nos animais MSG nao
€ um resultado do consumo alimentar excessivo (DOLNIKOFF et al., 2001).
Corroborando com dados da literatura, nossos resultados mostram que ratos obesos
MSG nao apresentam consumo alimentar alterados, outros estudos também néo
atribuem a hiperfagia como fator responsavel pela obesidade para este modelo
(DAWSON et al., 1989; BALBO et al., 2000). Apesar de o nucleo ARQ ser
considerado porta de entrada para os sinais oriundos do tecido adiposo, pancreas e
TGl que controlam a ingesta alimentar, a interconexdao com outros nucleos
hipotalamicos é em parte responsavel pela manutencdo do peso corporal, como por
exemplo, as conexdes do LH e VMH. Assim, mesmo com a destruicdo do ARQ estes
animais ainda mantém a normofagia. Adicionalmente, estudos demonstram que em
camundongos obesos MSG, a produgao do peptideo CART no ARQ lesionado é
abalada, porém a agao anorexigénica do CART exdgeno ainda € preservada

(ZELEZNA et al., 2009). Nestes animais, os peptideos exdgenos CART e NPY
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podem agir através dos nucleos PVN ou LH via circuitos neuronais intactos, o que é
crucial para mediar a resposta de saciedade e evitar assim a hiperfagia neste
modelo.

Embora a obesidade seja uma patologia multifatorial alguns elementos sao
frequentes em individuos obesos, dentre eles destacam-se o desajuste da atividade
autonébmica. Individuos obesos e/ou resistentes a insulina apresentam elevada
atividade do SNP, acompanhado de redugdo da atividade SNS (SAAD; GUNGOR,;
ARSLANIAN, 2005). Similarmente, ratos MSG-obesos também apresentam um
desequilibrio autonémico. O nervo vago (X) € o principal ramo parassimpatico para o
pancreas endocrino modulando a secregdo de insulina. A hiperatividade vagal é
responsavel pela hiperinsulinemia de jejum em ratos MSG-obesos. A vagotomia
subdiafragmatica em ratos MSG jovens (30 dias) impediu a hiperinsulinemia de
jejum, aumentou a tolerancia a glicose, a sensibilidade periférica a insulina e reduziu
os depositos de gordura, sem alterar o consumo alimentar (BALBO et al., 2007).
Recentemente usando uma medida direta de registro neural, estudos comprovaram
a hiperatividade vagal em camundongos MSG-obesos (SCOMPARIN et al., 2009).
Adicionalmente, a reducdo da atividade simpatica, bem como, do eixo simpato-
adrenal encontrada em ratos e camundongos MSG-obesos explica a reducédo da
taxa metabdlica basal e favorece o acumulo do tecido adiposo (SCOMPARIN et al.,
2006; ANDREAZZI et al., 2011). Deste modo, o desequilibrio autondmico tem um
papel importante na instalacdo da obesidade e suas anormalidades em ratos

tratados com MSG.

Finalmente, outros elementos participam da instalagdo da obesidade em
ratos MSG, dentre os quais podemos citar alteracdes na responsividade a leptina no
hipotalamo, elevados niveis de cortisol circulantes e alteragdes na acado e/ou
liberagdo de horménios incretinicos (DOLNIKOFF et al., 2001; LARSEN et al., 2001;
FLORES et al., 2006; AHREN, 2009).
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5.2 O Efeito do Exercicio Fisico sobre a Obesidade

Nosso protocolo de treinamento fisico ndo afetou o consumo alimentar.
Estudos confirmam o fato do exercicio fisico ndo mudar o consumo alimentar (IRANI
et al., 2005), todavia o exercicio foi efetivo em causar diminuicdo no acunmulo de
tecido adiposo nos animais obesos MSG. Similares resultados foram obtidos com
camundongos MSG obesos submetidos & natacdo iniciada precocemente (15
minutos/sessdo, 3 vezes/semana, carga 2,5% do peso corporal peso corporal)
(ANDREAZZI et al., 2009). A magnitude da reducdo do tecido adiposo promovida
pelo treinamento fisico em roedores MSG-obesos pode ser dependente da fase do
desenvolvimento do animal na qual o exercicio é inserido. Camundongos MSG-
obesos que iniciaram a natacdo logo apés o desmame (21 dias) apresentam menor
contetido de gordura quando comparados a animais sedentarios e a camundongos
MSG-obesos que iniciaram o treinamento aos 60 dias de vida (SCOMPARIN et al.,
2006), embora os dois grupos tenham nadado o mesmo periodo (2 meses). Outros
estudos em animais obesos MSG também demonstram que a natagcdo iniciada
precocemente e mantida durante 12 semanas, com protocolos de treino continuo (5
vezes/semana durante 45 minutos com incremento de 5% do peso corporal) ou
intermitente (5 vezes/semana durante 45 minutos, sendo alternados 15 segundos de
trabalho suportando sobrecarga de 15% do peso corporal com 15 segundos de
repouso), foi capaz de diminuir o peso corporal e o teor de gordura na carcacga de
ratos MSG-obesos (BRAGA et al., 2006).

Nosso estudo demonstrou que a natacdo também normalizou os niveis de
triglicerideos, colesterol, insulinemia e glicemia. Roedores e humanos
hiperinsulinémicos submetidos a diferentes tipos de atividade fisica apresentam
reducdo nestes parametros, mas a taxa de diminuicdo depende da duracdo e
intensidade do treino (TORGAN et al, 1993; KRETSCHMER et al., 2005). A
diminui¢cado dos depdsitos de tecido adiposo € relacionada a normalizagdo dos niveis
plasmaticos da insulina de jejum, uma vez que ja se sabe que a insulina é um sinal

de adiposidade, assim como a leptina (SCHWARTZ; PORTE, 2005). Em adigao, o
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exercicio fisico também diminui o nivel de citocinas pré-inflamatérias e aumenta o
nivel das anti-inflamatdrias liberadas pelos adipécitos (BRANDT; PEDERSEN, 2010).

Durante o exercicio fisico ocorrem modulagcdes do SNA como o aumento da
atividade do SNS e concomitante ativagao do eixo simpato-adrenal, o que promove
elevagdo da concentragdo de norepinefrina e noradrenalina. Ja é bem descrito o
papel das catecolaminas em promover lipélise e glicogendlise, mobilizando desta
forma substratos energético para sustentar a demanda requerida pelo exercicio
(SCHEURINK et al.,1992). Assim, a reducdo de tecido adiposo nos animais
exercitados pode ser justificada pela ativagdo do SNS. Animais MSG obesos
apresentam desregulagao autondmica, com super ativagao do SNP e diminuicdo do
SNS (SCOMPARIN et al. 2006), esta desregulacdo contribui para a baixa taxa
metabdlica basal e para o acumulo de tecido adiposo. Estudos em camundongos
MSG mostram que a natagdo regular aumenta a atividade do SNS, e restaura o eixo
simpato-adrenal (SCOMPARIN et al. 2006). Adicionalmente, 0os nossos animais
exercitados apresentaram redugao nos niveis de insulina plasmatica, o que pode
contribuir em parte pela reducado de tecido adiposo nestes animais, uma vez que
este hormdnio é lipogénico, e sua diminuicao favorece a lipdlise (SCHERER et al.,
2011).

Um dos maiores beneficios que o exercicio fisico regular promove para
individuos com obesidade e DM2 € a manutencdo da homeostase glicémica, através
do aumento da sensibilidade periférica dos tecidos a insulina (BAJPEY!I et al., 2009).
A diminuicdo da concentracao de insulina plasmatica de jejum mostrada no presente
estudo em ratos exercitados pode ser explicada pelo aumento da sensibilidade a
insulina nos tecidos periféricos. Sugere-se que dois mecanismos podem estar
envolvidos no aumento da sensibilidade a insulina promovida pelo exercicio. A
primeira possibilidade esta relacionadaa diminuicdo da produgao das citocinas pro-
inflamatdrias oriundas do tecido adiposo, visto que, a natacao reduz o tecido adiposo
(GUILHERME et al., 2008). A segunda possibilidade envolve a ativagdo da enzima
AMPK durante o exercicio principalmente no musculo esquelético. A enzima AMPK

medeia diversos processos celulares e metabdlicos, dentre eles destaca-se sua
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capacidade de promover a oxidagédo de acidos graxos e o aumento da captacao de
glicose pelo musculo independentemente da insulina (RICHTER; RUDERMAN,
2009). Obesos e individuos com DM2 apresentam atenuada inducdo do AMPK
durante o exercicio, e diminuicdo da atividade total e fosforilagdo do AMPK
(SRIWIJITKAMOL et al., 2006). Estudos demonstram que o exercicio aumenta a
atividade do AMPK dependentemente da duragédo e intensidade do treino, estes
mesmos autores sugerem que o exercicio de moderada a alta intensidade estimulam
a via de ativagdo do AMPK em obesos nos mesmos niveis que em individuos
magros (SRIWIJITKAMOL et al., 2007).

O protocolo de exercicio utilizado no presente diminuiu a taxa de hipertrofia
e aumentou o numero de adipocitos em ambos depdsitos, mesentérico e inguinal,
tanto em animais CON como MSG, reforcando novamente a capacidade do
exercicio fisico iniciado precocemente em atenuar os disturbios da obesidade.
Estudos recentes demonstram os efeitos benéficos do exercicio ndo somente na
reducdo da massa do tecido adiposo, mas também na diminuicdo do tamanho dos
adipdcitos e da acumulagao lipidica no figado em camundongos obesos (JEONG;
YOON, 2012), corroborando com nossos resultados. Além disso, Liang et al., 2012
mostraram que a natacao regular realizada diariamente com duracao de 1 hora em
ratos foi capaz de aumentar a densidade de GLUT4 nas membranas totais dos
adipocitos, indicando melhora nas vias de sinalizagao da insulina.

Recentes estudos ainda sugerem que o conteudo e a funcionalidade do
tecido adiposo marrom pode ser um preditor independente de sensibilidade a
insulina e sendo assim apresenta papel fundamental na protecéo contra a obesidade
em humanos (CYPESS et al, 2009). Adicionalmente, estudos reportam que
camundongos obesos submetidos a corrida apresentam diminui¢gdo da hipertrofia do
tecido adiposo marrom acompanhado do aumento da expressao da proteina UCP1.
Estas alteracbes podem melhorar a funcédo do tecido adiposo marrom, diminuindo a
adiposidade, anormalidades metabdlicas e ainda promover adipogénese destas
células (XU et al., 2010). Em humanos, a UCP1 é presente em neonatos, mas foi

considerada até recentemente diminuida ou inexistente em adultos, evidéncias
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demonstram que um tipo adipocitosde marrom distinto existe dentro de depésitos de
gordura branca, além disso, estes depdsitos adiposos aparentemente brancos
podem ser submetidos a uma mudanga de cor a partir do esbranquicado ao
acastanhado. Este processo de "escurecimento" é acompanhado por um grande
aumento na expressao do gene da UCP1 (WU et al., 2012). Sendo assim, sugere-se
que o exercicio fisico pode estar de certa forma modulando a organizagao celular do
tecido adiposo branco e marrom, contribuindo para atenuacido da instalagdo da
obesidade e sindrome metabdlica.

O presente trabalho também demonstrou que a natagdo regular promove
uma melhora no perfil morfolégico hepatico em ratos MSG obesos. Confirmando os
resultados deste trabalho, estudos com modelo de obesidade induzida por dieta
hiperlipidica demonstram a capacidade de o exercicio fisico regular diminuir o
acumulo de gotas lipidicas no figado, combatendo a esteatose hepatica né&o
alcodlica (BERGLUND et al., 2011).

Em suma, os resultados deste trabalho mostram que a natacdo moderada,
iniciada logo apds o desmame, atenua a instalacdo da obesidade induzida pelo
tratamento neonatal com MSG, melhora o controle glicémico, restaura o perfil
funcional do tecido adiposo e do figado, combate a dislipidemia e restabelece a

sensibilidade a insulina.

5.3 Metabolismo da glicose, Secrec¢ao de Insulina e Exercicio
Fisico

A RI e a hipersecrecdo de insulina sao caracteristicas da obesidade e DM2.
Os mecanismos fisiolégicos que determinam esta compensagdo nas células [
pancreaticas permanecem obscuros, porém eles tém sido amplamente estudados
em modelos de obesidade em roedores, os quais também apresentam as mesmas
caracteristicas que humanos obesos e DM2 (MEZGHENNA et al., 2011).

Experimentos demonstram que ilhotas isoladas de camundongos MSG

apresentam aumento na secregdo de insulina estimulada por glicose a 16,7 mM
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comparados a ilhotas de animais CON (BALBO et al., 2000). De acordo com os
autores a hipersecrecdo de insulina pelas ilhotas sustenta a hiperinsulinemia
plasmatica destes animais (BALBO et al., 2002).

llhotas pancreaticas isoladas de ratos MSG-obesos também apresentam
maior responsividade a glicose (BALBO et al., 2007; ANDREAZZI et al., 2011) um
achado confirmado em nosso estudo. Estudos indicam que hipersecrecdo de
insulina pelo pancreas enddcrino € uma adaptacéo fisioldgica inicial no intuito de
superar a resisténcia periférica a insulina e preservar a homeostase glicémica,
evitando a instalacao definitiva do DM2 (CARVALHEIRA et al., 2002). Porém, a
sobrecarga de trabalho das células B pancreaticas pode acelerar o processo de
deterioragdo da funcao secretora induzindo a apoptose de células B (NAGATA et al.,
2006).

Até o presente momento ndo existem estudos que expliquem as causas da
hipersecrecado de insulina em ilhotas de ratos MSG-obesos. Porém alguns dados
indicam que o aumento da atividade parassimpatica pode estar envolvido neste
processo. A vagotomia subdiafragmatica precoce evita as alteragcdes na
responsividade a glicose em ilhotas de ratos MSG-obesos. Adicionalmente, estudos
tém demonstrado que ilhotas pancreaticas de ratos MSG-obesos também
apresentam alteragdes na responsividade aos efeitos colinérgicos e adrenérgicos
(MARGCAL et al., 2006; GRASSIOLLI; GRAVENA; FREITAS MATHIAS, 2007).

A secrecgao de insulina estimulada por glicose é desencadeada na célula
por meio da geracao e amplificacdo de sinais. A via de desencadeamento é bem
caracterizada e também conhecida como via dependente, a qual envolve o
fechamento dos canais de K*arp e influxo de Ca*?. Esta via somente ocorre quando a
glicose é metabolizada e tem-se a geracdo de ATP e o fechamento dos canais de
K'arr  (HENQUIN, 2000). Os mecanismos celulares subjacentes a via de
amplificagdo independente ainda sdo em grande parte desconhecidos, independente
porque mesmo sem o fechamento dos canais K'arp € sem o influxo de Ca®*a
mobilizacdo dos granulos de insulina ocorre. Estudos recentes, contudo, mostram

que esta via de amplificacao, a via independente, é envolvida em ambas as fases de
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secrecao de insulina e poderia ser responsavel por ndo menos do que 50% da
resposta (HENQUIN, 2009).

Estudando as vias dependentes e independentes da glicose sobre os canais
de K'arp em ilhotas isoladas de ratos MSG-obesos Grassiolli et al. 2006
demonstraram que a participacdo dos canais de K'arp estdo normais em ilhotas
isoladas. Todavia, estes autores encontraram uma reducéo da via independente dos
canais de K'arp em ilhotas de ratos MSG-obesos. Deste modo estudos sobre o
metabolismo da glicose poderiam explicar as anormalidades secretoras em ilhotas
de ratos MSG-obesos. Conforme discutido posteriormente, usando bloqueadores do
metabolismo da glicose, o presente trabalho apresenta diferencas entre ilhotas de
ratos MSG-obesos e magros. Estes dados sdo os primeiros a demonstrarem que o
metabolismo da glicose esta alterado em ilhotas de ratos MSG-obesos e pode,
portanto explicar, pelo menos em parte, a hipersecrecdo de insulina encontrada
neste modelo.

Os beneficios do exercicio citados anteriormente se referem ao efeito
indireto da melhora da homeostase glicémica e perfil lipidico na fungao da célula 3,
poucos estudos avaliam o efeito direto do exercicio fisico sobre a fungao das ilhotas
pancreaticas, em especial da célula B. Existem evidéncias que o exercicio fisico
modula outras fungdes do pancreas endocrino, como o metabolismo da glicose,
reduzindo a secregao de insulina estimulada por glicose, apesar de apresentar
elevado conteudo de insulina total na ilhota (OLIVEIRA et al., 2010). Os efeitos do
exercicio nas adaptacbes da célula B e na secre¢cdao de insulina ndo sao bem
estabelecidos, porém parecem estar ligados ao tipo, frequéncia e duragdo do
treinamento (BRAGA et al., 2006).

O protocolo de exercicio utilizado induziu a diminuicdo da liberacdo de
insulina em ilhotas de ratos isoladas, porém a magnitude desta diminuigdo foi maior
em ilhotas de animais CON-EXE que em MSG-EXE. Alguns estudos sugerem que a
diminuicdo da secrecdo também pode estar relacionada com o aumento da
sensibilidade dos tecidos periféricos a insulina, poupando desta forma a producao

exacerbada da mesma e preservando assim a fungéo das ilhotas através da reducéao
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do estresse associado ao processo secretorio da insulina (CALEGARI et al., 2012),
uma vez que ja é bem descrito o efeito do exercicio no aumento da sensibilidade
periférica a insulina (JAMES et al., 1983; KENNEDY et al., 1999; LUCIANO et al.,
2002; ZOPPI et al., 2011).

Além disso, a secrec¢ao de insulina in vivo € modulada por diversos fatores,
0s quais incluem o eixo simpatico e parassimpatico. Uma explicacdo para a
diminuicdo da secregdo de insulina nos animais exercitados seria o aumento da
atividade do eixo simpatico (SCHEURINK et al., 1989), o que promoveria a inibigao
da secrecgao de insulina in vivo, a longo prazo esta adaptagcdo poderia promover a
plasticidade da ilhota pancreatica a elevadas concentragdes de glicose circulante, o
que de certa forma pouparia a ilhota da sobrecarga de trabalho. Estudos em ilhotas
isoladas de animais submetidos ao exercicio continuo tem demonstrado inibicdo da
secrecao de insulina estimulada por glicose devido a estimulagdo dos receptores a,
adrenérgicos, 0os quais sdo aumentados na presencga de epinefrina e norepinefrina
(URANO et al., 2004).

O efeito do exercicio na diminuicdo da secreg¢ao de insulina estimulada por
glicose em animais magros € evidenciada em diversos trabalhos (CALEGARI et al.,
2011; ZOPPI et al., 2011). ZOPPI et al., 2011 reporta que a corrida em esteira com
duragédo de 60 minutos e com 5 sessdes semanais diminuiu a secre¢ao de insulina
estimulada por glicose em cerca de 50% (2,8mM e 16,7 mM). Corroborando com
nossa hipétese de elevada ativacdo simpatica envolvida nesta resposta adaptativa,
Scomparin et al. 2009 e 2011, reportam que camundongos MSG submetidos a
natacao tem aumento da atividade simpatica, bem como do eixo simpato-adrenal.
Este aumento da atividade do SNS promovido pela pratica do exercicio fisico
poderia desta forma modular a secrecdo de insulina em roedores exercitados,
diminuindo assim a secrec¢ao de insulina estimulada por glicose. Entretanto, alguns
estudos contestam a participacdo simpatica na redugao da secregao de insulina em
ilhotas de ratos exercitados. Estes estudos demonstram que a secrecao de insulina
estimulada por glicose ou arginina pode sofrer dessensibilizagdo dos efeitos

inibitérios provocados pela norepinefrina (DELA et al., 2004). Adicionalmente, a
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diminuicdo da secregdo de insulina em animais submetidos ao treinamento fisico
pode ser devido a diminuicdo da atividade da glicoquinase e utilizagao de glicose, o
que reduz consequentemente a producdao de ATP na célula B, reduzindo assim a
secrecdo de insulina estimulada por glicose em ratos exercitados (KORANY!I et al.,
1991).

Entretanto, os efeitos do exercicio sobre a secrecdo de insulina em ilhotas
isoladas de animais obesos e DM2 ndo tem sido tdo consistentes quanto em ilhotas
de ratos magros. Por exemplo, estudos em ratos Zucker, os quais apresentam
obesidade e DM2 demostram a capacidade do exercicio voluntario em aumentar a
secrecdo de insulina estimulada por glicose (DELGHINGARO-AUGUSTO et al.,
2011). Estudos de Park et al., 2007 demonstram que a diferenca de responsividade
a glicose em ilhotas de ratos obesos e/ou diabéticos ao exercicio fisico pode estar
envolvida na capacidade de reserva funcional da célula B pancreatica. Segundo
estes autores o estado prévio da célula B pancreatica ao iniciar a atividade pode ser
importante para as adaptagdes ao treinamento, ou seja, as respostas podem oscilar
se o individuo for pré ou diabético.

Reforcando a observacdo de Park et al., 2007 outros autores tem
demonstrado diferentes respostas a glicose em roedores MSG submetidos ao
exercicio. Andreazzi et al., 2009, submeteram camundongos MSG a natacao e as
ilhotas apresentaram maior responsividade a glicose quando comparados aos
animais sedentarios. A diferenca de resposta ao exercicio em diferentes estudos
pode ser explicada pela diferenca do estagio do quadro patolégico dos roedores.
Camundongos tratados neonatalmente com MSG desenvolvem DMZ2 mais rapido
que ratos tratados com MSG, indicando que a disfungao pancreatica € mais severa
em ilhotas de camundongos MSG obesos. Desta forma, sugere-se que o impacto do
exercicio fisico na secreg¢ao de insulina estimulada por glicose é dependente do
protocolo de treinamento aplicado e do estado funcional das células B pancreaticas.
A modulagao da secrecao de insulina e a preservacao da sensibilidade periférica ao
horménio pelo programa de exercicio pode representar um caminho para o

tratamento nao farmacolégico da obesidade e DM2.
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Existem poucos estudos sobre a histomorfologia e a quantidade de células 3
em ratos MSG. Estudos realizados em 1985 demonstraram que o conteudo de
insulina imunorreativa no pancreas de camundongos MSG de 3 a 5 meses de vida é
elevado em relagéo aos controles (NAKAJIMA et al., 1985). Estudos mais recentes
contrapdoem estes resultados e apresentam que o numero de células B
imunorreativas a insulina é preservado em ilhotas de camundongos MSG aos 70
dias de vida (MORRISON et al.,, 2007). Adicionalmente, estudos mostram que a
morfologia das ilhotas de ratos controle sdo mais regulares e arredondadas do que
as de animais MSG, e que as ilhotas deste modelo de obesidade aos 6 meses de
idade apresentam fibrose, acumulo de gotas lipidicas e diminuigdo de tamanho (LI et
al., 2006). Estas diferencas podem estar relacionadas com a espécie dos animais e
o tempo de vida no ato do experimento.

Em outros modelos de obesidade em roedores a hiperplasia e a hipertrofia
das ilhotas pancreaticas contribuem para os elevados niveis de insulina circulantes
(HARISHANKAR et al., 2011; JAWORSKI et al., 2011). Uma das estratégias que o
pancreas endoécrino utiliza para vencer a Rl € aumentar a massa das células B
(VIVAS et al.,, 2011). O presente estudo demonstrou que ilhotas pancreaticas de
ratos MSG-obesos apresentam hipertrofia em relacdo aos controles. A hiperatividade
vagal pode promover hiperplasia das células 3 pancreaticas (LAUSIER et al., 2010),
deste modo, sugerimos que o aumento da atividade parassimpatica caracteristica de
ratos MSG-obesos pode estar envolvido neste processo de proliferagao das células
B e pode ser em parte responsavel pelo perfil hiperinsulinémico destes animais.

Adicionalmente, o nosso protocolo de exercicio foi capaz de reduzir a
hipertrofia de ilhotas pancreaticas. Trabalhos que mostrem o efeito do exercicio na
morfologia de ilhotas de animais obesos e DM s&o escassos e contraditérios. Estudo
realizado por Huang et al., 2011 demonstrou que o exercicio voluntario em
camundongos DM né&o alterou a morfologia nem o didmetro das ilhotas, porém o
conteudo de insulina total foi aumentado em animais exercitados. Em contra partida,
corroborando com nossos resultados Park; Hong; Sung, 2008 também demostraram

que a corrida em esteira reduz a hipertrofia das ilhotas e estimula a proliferacao das
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células 3 em ratos diabéticos. Estudos reportam que o treinamento fisico melhora a
sobrevivéncia das células B através da ativagdo das vias de sinalizacdo das
proteinas AKT e ERK 1/2, o que esta relacionado com a melhora das vias anti-
apoptéticas e com a supressao das vias pro-apoptoticas (CALEGARI et al., 2011).

O controle da secregdo de insulina pela célula B pancreatica pode ser
modulado pela captacdo da glicose via transportador GLUT, A diminuicdo da
expressdo dos transportadores de glucose GLUT, é observada na instalacdo do
franco DM2 e esta correlacionado com a diminuicdo de secrecao de insulina nestes
pacientes a longo prazo (GUERRA et al.,, 2005), porém este efeito ja pode ser
observado na célula B em humanos e roedores os quais apresentam obesidade e
pré-diabetes, com concomitante hiperglicemia e alterada responsividade a glicose
(OHNEDA et al., 1993). Interessantemente a diminuicdo do GLUT, neste estagio
patolégico ndo se correlaciona com a hipersecrecao de insulina nestes individuos,
desta forma a expressédo do GLUT, nem sempre pode estar relacionada diretamente
ao perfil secretdrio de insulina de ilhotas pancreaticas. Até o presente momento nao
existem estudos que demonstrem a expressao de GLUT, em ilhotas pancreaticas de
animais obesos MSG. Conforme demonstram nossos dados, ilhotas de ratos MSG-
obesos apresentam maior expressao do GLUT, o que pode estar envolvido com a
hipersecrecdo de insulina. Adicionalmente, o exercicio modula a expressdo de
GLUT, em ilhotas em diversos modelos de roedores, porém ndo existe consenso
sobre o efeito do exercicio nesta modulacao, reforcando esta observacédo, Ueda et
al., 2003 submeteram ratos diabéticos Goto-Kakazaki ao treinamento fisico de
corrida durante 9 semanas e a expressao de GLUT, foi significantemente reduzida
em ilhotas isoladas. Por outro lado, Calegari et al., 2011 os quais submeteram ratos
magros ao treino em esteiras, mostraram que a expressao de GLUT, é proporcional
a frequéncia do treino, ou seja, quanto mais treinado o animal, maior € a expressao
dos transportadores de glicose GLUT,. Os dados de Ueda et al., 2003 em ilhotas de
ratos diabéticos corroboram com a diminuigdo da expressao do GLUT, em ilhotas de
ratos treinados em relacdo aos seus respectivos sedentarios. Interessantemente em

ambos os trabalhos, corroborando novamente com nossos dados, a secre¢ao de
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insulina estimulada por glicose foi reduzida em animais exercitados. Assim, a
expressdo de GLUT, em ilhotas isoladas de roedores exercitados nao
necessariamente esté relacionada com a responsividade a glicose nestes animais.

A captacdo de dglicose nas ilhotas pancreaticas inicia uma cascata de
eventos culminando na liberacéo de insulina pelas células 3. Um componente chave
para este processo de liberagdo de insulina € a geragdo de ATP oriundo do
metabolismo da glicose (HOWELL; MONTAGUE;TYHURST, 1975; SPEIER et al.,
2005; TARASOVI et al., 2012). A producdo de ATP citosolico € oriunda de duas
reacdes na porcgdo distal da glicolise, através das enzimas fosfoglicerato quinase e
piruvato quinase. O ATP citosdlico bloqueia os canais K'arp levando a
despolarizagdo da membrana celular e abrindo os canais de Ca?' voltagem
dependentes o que promove o influxo de Ca*2. A despolarizacdo também induz a
liberagdo de Ca®" oriundo do reticulo endoplasmatico, contribuindo assim para
elevacdo do Ca?' intracelular (ROE et al., 1993; SEINO, 2012). A secrecdo de
insulina resulta destas mudancas no Ca®‘intracelular. Adicionalmente, os cofatores
NADH e FADH; oriundos da glicolise também sdo responséaveis pela producdo do
ATP mitocondrial, estes co-fatores sdo disponibilizados a cadeia transportadora de
elétrons mitocondrial pelas lancadeiras malato-aspartato e gliceraldeido-fosfato, as
quais sao extremamente ativas nas ilhotas. Finalmente a maior por¢cao da producao
de ATP vem da oxidacdo mitocondrial do piruvato derivado da glicélise (ANTINOZZI

et al., 2002).

5.3.1 Glicdlise

O fluxo glicolitico € regulado por enzimas chaves, dentre estas a GK
(MATSCHINSKY, 1996). Os passos iniciais da glicélise foram bioquimicamente
caracterizados e modelados computacionalmente, levando a proposta que a
atividade destas enzimas chaves determinam os padrdes secretérios oscilatérios da
célula B (JUNG et al., 2000). Camundongos induzidos ao DM1 pelo tratamento com

aloxana e ratos obesos Zucker apresentam diminuicdo da expressao da enzima GK
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(DHANESHA et al., 2012; FUTAMURA et al., 2012) o que pode estar pelo menos em
parte, relacionado com a alteragao da responsividade a glicose nestes modelos. Nao
existem estudos demostrando a expressido desta enzima em ilhotas de ratos MSG,
tdo pouco estudos que reportem o efeito do exercicio nas vias de metabolismo da
glicose neste modelo.

Os resultados do presente trabalho demostram que na presenca do
blogueador glicolitico IAA a secrec¢do de insulina estimulada pela glicose foi reduzida
pela metade em ilhotas de todos 0s grupos experimentais, comprovando a
importancia da glicolise para a secrecao de insulina. Este farmaco bloqueia a enzima
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, responséavel pela conversao do gliceraldeido-
3-fosfato a 1,3 Dbifosfoglicerato e formagdo conseguinte de piruvato,
consequentemente a geracdo de ATP e NADH glicolitico é blogueada. Desta forma,
corroborando com MERTZ et al., 1996 podemos enfatizar a importancia do ATP
glicolitico no processo de secrecao de insulina. Apesar da glicdlise na célula B
produzir somente 1/6 do total de ATP derivado da oxidacdo completa da glicose, 0
fato da contribuicdo deste ATP ser muito maior que o ATP oriundo do ciclo AT ainda
permanece controversa (MATSCHINSKY; ELLERMAN, 1973; MALAISSE; SENER,
1987; NEWGARD; MCGARRY, 1995).

Ja foi reportado que o NADH proveniente da glicélise e processado a ATP
pela operacdo das lancadeiras transmitocondriais é essencial para o aumento do
ATP citosblico e subsequente fechamento dos canais K'arp e indugdo da
despolarizacdo da membrana e oscilacbes na concentracdo intracelular de
Ca’*(DUKES et al., 1994). Os equivalentes redutores do NADH devem atravessar a
membrana mitocondrial para gerar ATP através da fosforilacdo oxidativa. E isto é
possivel através dos sistemas de lancadeiras: a lancadeira malato-aspartato e a
glicerol-fosfato. As lancadeiras carregam equivalentes redutores do NADH citosélico
para as mitocondrias, a lancadeira malato-aspartato entrega 0s equivalentes
redutores do NADH para o complexo | da cadeia de transporte de elétrons, enquanto
que a lancadeira glicerol-3-fosfato os entrega para a ubiquinona e entdo, para o

complexo Ill. A célula B utiliza principalmente este mecanismo para oxidar NADH a
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NAD" e aumentar desta forma o fluxo glicolitico e sustentar a secrecéo de insulina. A
glicerol fosfato desidrogenase mitocondrial € 60 vezes mais ativa nas ilhotas do que
no figado e 10 vezes mais ativa nas células B do que nas outras células da ilhota
pancreatica, sugerindo que esta desidrogenase apresenta papel fundamental na
secrecédo de insulina (MACDONALD, 1981).

Este trabalho demonstrou que a inibicdo glicolitica provocada pelo IAA foi
mais acentuada em ilhotas ratos MSG-obesos em relagdo a ilhotas de ratos magros.
Este dado demonstra pela primeira vez que o fluxo glicolitico parece estar mais
acelerado em ilhotas pancreaticas de ratos MSG-obesos, um evento que poderia
estar envolvido na hipersecrecdo de insulina existente neste modelo. Similares
resultados também foram obtidos pela adicdo de IAA em ilhotas isoladas de
camundongos ob/ob, um modelo de obesidade e diabéticos de origem genética
(WESTERLUND; BERGSTEN, 2001). Nossos resultados também corroboram com
Liu et al.,, 2002 demonstrando que ilhotas pancreéticas de ratos Zucker obesos
apresentam vias glicoliticas e oxidativa aceleradas, segundo estes autores esta
aceleracdo pode ser responsavel para a hiperfuncdo pancreatica em modelos de
obesidade.

Finalmente, nés ndo encontramos alteracbes na responsividade ao
bloqueador glicolitico IAA em ilhotas de ratos exercitados em ambos 0s grupos
experimentais. Este dado sugere que a reducao da resposta a glicose observada em
ilhotas de ratos treinados ndo pode ser atribuida a alteracdes da via glicolitica. Nao
existem estudos abordando esta regulacdo em ilhotas de ratos exercitados, magros
ou obesos. Outros elementos podem estar envolvidos na adaptagcéo do pancreas ao
exercicio, conforme mostraremos a seguir alteracbes nas vias mitocondriais

parecem participar destes processos.

5.3.2 Ciclo do AT

A importancia do ciclo do AT na secrec¢ao de insulina estimulada por glicose

apresenta resultados contraditérios, autores como Mertz et al., 1996 e Dukes et al.,
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1994, defendem a supremacia da glicélise na secre¢do de insulina estimulada por
glicose, enquanto que Ortstater; Liss; Akerman, 2002 defendem a importancia do
metabolismo oxidativo. Adicionalmente, outros autores ainda sugerem que certos
intermediarios do ciclo do AT ndo estimulam a secrecdo de insulina quando
aplicados isoladamente como combustiveis em ilhotas isoladas, em contra partida
guando estes intermediarios sdo aplicados em combinacdo uns com 0s outros eles
podem estimular fortemente a secrecdo de insulina (MacDONALD et al., 2007).
Corroborando com Mertz et al., 1996 nossos resultados demostram que a secrecao
de insulina estimulada por glicose nao foi significativamente afetada na presenca
dos farmacos a-CHC e SF, os quais bloqueiam o ciclo do AT em ilhotas pancreaticas
de animais CON-SED. A auséncia de efeitos dos farmacos a-CHC e SF no controle
secretor de insulina em ilhotas de ratos magros também foi confirmada por Schofl et
al. 2000. a-CHC e SF atuam diretamente no bloqueio do ciclo do AT, ja que o a-CHC
inibe a importacdo do piruvato para o interior da mitocondria e o SF bloqueia a
enzima aconitase, inibindo assim a metabolizagdo do  Acetil-Coa.
Consequentemente, os equivalentes reduzidos (NADH e FADH,) do ciclo do AT nédo
sdo gerados, tdo pouco as moléculas de GTP oriundas do mesmo. Estudos ja
demonstram que o ATP gerado indiretamente durante o ciclo do AT através dos
coeficientes reduzidos ndo atua no fechamento dos canais K'atp, € nd0 promove o
aumento do Ca**citossélico (DUKES et al., 1994), segundo mensageiro chave para a
mobilizagdo dos granulos de insulina na célula 3. Desta forma, nés sugerimos que o
ciclo do AT ndo apresenta papel crucial na geracdo de energia para a secrecao de
insulina estimulada por glicose. Similarmente estudos tém demonstrado que a
adicdo do piruvato, mesmo em elevadas concentracfes ndo afeta a secrecdo de
insulina (ALCAZAR; TIEDGE; LENZEN, 2000). Considerando a importancia dos co-
fatores NADH e FADH, oriundos do ciclo do AT para a fosforilagdo oxidativa esta
contradicdo tem sido denominada de “Paradoxo do Piruvato” (MACDONALD;
JOSEPH; RORSMAN, 2005). Em contraste o gliceraldeido, o qual age tanto como
combustivel citosolico como mitocondrial € um potente secretagogo (ASHCROFT,;

WEERASINGHE; RANDLE; 1973; ALCAZAR et al., 1995). O piruvato derivado da
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glicdlise, o qual é importado a mitocdndria e entdo convertido a Acetil-Coa ou
Oxalacetado dando assim entrada ao ciclo do AT tem sido entdo apresentado como
um nado estimulador da secrecdo de insulina (ZAWALICH; ZAWALICH, 1997), ou
seja, o ponto crucial do metabolismo da glicose para o disparo da secrecdo da
insulina estd embutido no metabolismo da glicose até a formacdo do piruvato.
Entretanto, apesar da incapacidade do piruvato em estimular a secrecao de insulina
ele apresenta a propriedade de potencializar a mesma em adi¢éo a glicose (SENER
et al., 1978), fato que ndo pode ser explanado com clareza. O paradoxo do piruvato
ajuda a afirmar a importancia da glicélise para a secrecédo de insulina estimulada por
glicose, como apresentado em nossos resultados.

Nosso estudo ainda demonstra pela primeira vez que a presenga do a-CHC
e SF nao altera a secrecao de insulina em ilhotas de animais exercitados CON-EXE
e MSG-EXE e, portanto alteracdes do ciclo do AT, ndo parecem estar envolvidas na
reducado da responsividade a glicose encontrada em nossos dados.

Além disso, em ilhotas de ratos MSG-SED a adigdo de a-CHC apresentou
uma acao antagdnica, potencializando a secrecdo de insulina estimulada por
glicose. Tal efeito pode ser explicado pelas diferentes rotas bioquimicas para o
metabolismo do piruvato. A adicdo do a-CHC bloqueia a importa¢do do piruvato a
mitocondria impedindo sua conversédo a Acetil-Coa pela PDH, bem como evita sua
conversdo a oxalacetato pela PC, visto que ambas enzimas sao mitocondrias. Deste
modo, na presenga do a-CHC o piruvato acumula no citosol onde podera ser
convertido a lactato pela enzima LDH. A importancia desta rota citosélica do piruvato
para 0 controle secretor de insulina € contraditéria. Existem estudos que
demonstram baixa expressao de LDH em linhagens secretoras de insulina INS-1 e
em células B (SEKINE et al., 1994). Segundo estes autores isto pode ser importante
para garantir o direcionamento do piruvato oriundo do fluxo glicolitico para o ciclo do
AT e consequente manutencédo do metabolismo mitocondrial oxidativo (FRIDLYAND;
PHILIPSON, 2010) e sustentacdo da secrecdo de insulina. Porém estudos
demonstram que a superexpressao de LDH em células INS-1 néo altera secrec¢éo de

insulina estimulada por glicose (ISHIHARA et al., 1999), considerando que esta seja
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uma linhagem celular sdo necessarios mais estudos para averiguar a importancia da
expressdo da LDH na célula B e a sua influéncia na modulagcdo da secregdo de
insulina. Desta forma, sugere-se que ilhotas pancreéticas de ratos MSG-obesos
apresentam alteracdo na via da LDH, o que poderia aumentar a renovagao dos
cofatores NAD" e consequentemente acelerar o fluxo glicolitico e assim aumentar a

producdo de ATP derivada da glicolise o que estimularia a secrecao de insulina.
5.3.3 Cadeia de Transporte de Elétrons

A funcéo crucial da mitocondria na secrecdo de insulina estimulada por
glicose tem sido destacada em investigagdes de DNA mitocondrial em cultura de
células de linhagens secretoras de insulina (INS-1). Em humanos raras mutacdes no
DNA mitocondrial estdo relacionadas com a debilidade da secrecdo de insulina e ao
surgimento do diabetes mitocondrial. No DM2 polimorfismos de genes mitocondriais
especificos sdo associados a diminuicdo da resposta a glicose. Adicionalmente,
anormalidades morfométricas e diminuicdo do numero de mitocéndrias tém sido
observadas em portadores do DM2 (DENG et al., 2004).

A cadeia de transporte de elétrons € responsavel pela geragdo da maior
parte do ATP em todos os tipos celulares, inclusive na célula B, além disso através
da hiperpolarizacdo da membrana mitocondrial, durante o aumento do fluxo na
cadeia de transporte de elétrons, a concentracdo de Ca®na matriz mitocondrial
aumenta o que ativa desidrogenases sensiveis ao Ca®*as quais atuam no
metabolismo da glicose, o que de certa forma modula a secrecdo de insulina
estimulada por glicose (WOLLHEIM, 2000).

E bem demonstrado que ilhotas de sujeitos com DM2 apresentam baixa
producdo de ATP em resposta a estimulacdo aguda com glicose.
Consequentemente, a razdo ATP/ADP aumenta somente em 60% em ilhotas de
diabéticos comparadas a ilhotas controle, e isto pode contribuir para a resposta
debilitada de secrecdo de insulina ao estimulo da glicose (ANELLO, 2005). Além
disso, as células B de individuos com DM2 exibem reduzido numero de

mitocéndrias. Isto indica que células B de DM2 exibem anormalidades no
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metabolismo da glicose e na estrutura mitocondrial o que resulta na falha da
producdo de ATP e secrecdo de insulina estimulada por glicose (MARCHETTI,
2010). A fungédo debilitada da célula B ja pode ser observada em estados pre-
diabéticos. Interessantemente, este defeito ndo se limita a individuos com niveis
anormais de glicose apos o teste de sobrecarga de glicose, mas também pode ser
observado em individuos com leve incremento da glicemia plasmatica de jejum
(CRETTI et al., 2001).

Nosso trabalho é o primeiro a investigar o metabolismo mitocondrial em
ilhotas de animais MSG, bem como, a avaliar o efeito do exercicio sobre o
metabolismo mitocondrial neste modelo. Os farmacos ROT e ANT bloqueiam
respectivamente os sitios | e Ill da cadeia de transporte de elétrons (RAGAN, 1973;
SUGANO, 1974), estudos prévios reportaram que estes farmacos impedem a
producéo de ATP oriunda da cadeia transportadora de elétrons, consequentemente
impedindo o fechamento dos canais de K'arp € 0 aumento do Ca*citossélico em
ilhotas isoladas de camundongos inibindo a secrecdo de insulina estimulada por
glicose (DUKES et al.,, 1994). Corroborando com estes dados nosso estudo
demonstrou que a adicdo de ROT ou ANT inibem a secrec¢éo de insulina estimulada
por glicose em ilhotas pancreaticas isoladas de todos 0s grupos experimentais.
Adicionalmente, nossos achados com estes bloqueadores mitocondriais também
reforcam a importancia das lancadeiras malato-aspartato e glicerol-fosfato nas
ilhotas pancreaticas, visto que, conforme descrito anteriormente estas lancadeiras
transferem os NADH da glicélise para os complexos mitocondriais (MACDONALD,
1990; MACDONALD, 1995). Estudos demonstram que a inibicdo destas lancadeiras
concomitantemente diminui a secrecdo de insulina (MACDONALD; JOSEPH,;
RORSMAN, 2005).

Os efeitos dos bloqueadores mitocondriais foram similares entre ilhotas de
ratos magros e MSG-obesos, indicando que alteracbes no metabolismo mitocondrial
parecem nao estar envolvidas na hipersecrecdo de insulina. Até o presente
momento nenhum estudo avaliou a funcdo mitocondrial isolada em ilhotas

pancreaticas de ratos MSG-obesos. Estudo realizado por Nardelli et al., 2011
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reportou que ilhotas isoladas de animais MSG apresentam hipersecrecdo de insulina
na presenca de glicose a 16,7mM acompanhada de menor oxidacéo da glicose. Este
achado indiretamente reforca nossa hipétese de que alteragbes no metabolismo
oxidativo mitocondrial ndo estdo associadas a alterada responsividade a glicose em
ilhotas de ratos MSG-obesos. Corroborando com nossa sugestdo Lazarin et al.,
2011 demonstraram que o0 metabolismo oxidativo de mitocondrias isoladas de
hepatocitos de ratos MSG esté integro.

N&o existem estudos que demostrem o efeito do exercicio sobre a acao ou
expressdo dos complexos da cadeia de transporte de elétrons em ilhotas
pancreaticas isoladas, tanto em ratos magros como obesos. Nosso estudo
demonstra pela primeira vez que o exercicio pode afetar a participacdo dos
complexos mitocondriais em ilhotas pancredticas isoladas. A adicdo de ANT em
ilhotas pancreéticas de animais exercitados reduziu de maneira mais pronunciada a
secrecdo de insulina estimulada por glicose indicando maior participacdo do
complexo Il da cadeia de transporte de elétrons. Dois mecanismos podem explicar
estes achados. Primeiro, a maior atividade da lancadeira gliceraldeido-3 fosfato, ja
que a mesma é responsavel por doar elétrons oriundos dos cofatores reduzidos
durante a glicélise diretamente para o complexo Il (SUGANO, 1974). Todavia,
nossos achados com o farmaco IAA descartam esta possibilidade, uma vez que a
adicdo do blogueador da glicélise teve similares efeitos em ilhotas de ratos
sedentarios e exercitados em ambos o0s grupos experimentais. O segundo
mecanismo pode envolver a aceleracdo da cadeia transportadora de elétrons como
um todo, visto que, todos os elétrons transportados pelos complexos I, Il e pelas
lancadeiras convergem ao complexo Ill. Bioquimicamente, este aumento da
velocidade da cadeia transportadora de elétrons elevaria o gradiente de H™ no
espaco intermembranas, promovendo maior potencial eletroquimico e favorecendo a
formacdo de ATP. Todavia, nossos dados parecem indicar que apesar deste
aumento do complexo Ill ndo ha elevacdo dos niveis de ATP, uma vez que a
secrecdo de insulina estimulada por glicose foi inibida em ilhotas de ratos

exercitados. Assim, especula-se que este aumento do gradiente de H* gerado pelo
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complexo Il pode estar sendo dissipado. Estudos recentes indicam que ilhotas
pancreaticas apresentam expressdo das proteinas desaclopadoras, as UCPs
mitocondriais. Acredita-se que a expressdao da UCP possa estar elevada nas
mitocondrias de ilhotas de ratos exercitados desacoplando o gradiente de H* e
assim reduzindo a producdo de ATP. Corroborando com nossa hipétese,
recentemente Calegari et al., 2011 demostraram que animais magros submetidos a
corrida apresentam aumento da expresséo da proteina UCP, em ilhotas isoladas e
reducado da secrecédo de insulina estimulada por glicose .

Além disso, estudos mostram que a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), através do fluxo na cadeia de transporte de elétrons, contribui para
defeitos na secrecdo de insulina e para complicagbes a longo prazo no DM2
(SIVITZ; YOREK, 2010). Em portadores de DM2, o elevado fluxo de nutrientes e
consequente producdo de EROs parecem mediar a perda de fungéo da célula B. As
UCPs; nas ilhotas pancreaticas tem papel crucial na patogénese do DM2 (KRAUSS
et al., 2003). Estas proteinas aparecem como protetoras dos danos causados pelas
EROs. Em contra partida, o custo desta protecdo € a diminuicdo da producao de
ATP e consequente diminuicdo da secrecao de insulina. Sendo assim, o exercicio
tem papel chave na modulacdo da producdo de EROs, uma vez que aumenta a
expressdo das UCPs, atuando assim como uma ferramenta na atenuacdo das
debilidades encontradas na fisiopatologia da obesidade e DM2.

Finalmente, as melhoras na funcdo da ilhota pancreéatica, o aumento da
sobrevivéncia e a reducdo da apoptose das mesmas podem ser 0S mecanismos
mais importantes mediados pelo exercicio, atuando assim no tratamento da
obesidade e DM2. Adicionalmente, fatores oriundos de outros tecidos durante a
atividade fisica, tais como a interleucina 6 (IL 6) liberada pelo musculo esquelético e
o GLP-1 liberado pelas células L intestinais podem modular a resposta a glicose e
consequentemente a secrecao de insulina em ratos exercitados (ELLINGSGAARD

et al., 2011).
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6. CONCLUSAO

As lesbes hipotalamicas provocadas pelo tratamento neonatal com MSG
induziram ao acumulo de tecido adiposo com hipertrofia dos adipdcitos, resisténcia a
insulina e dislipidemia, reproduzindo as caracteristicas centrais da sindrome
metabalica.

Ratos tratados neonatalmente com MSG apresentam hipersecrecao de
insulina, um evento relacionado a maior responsividade a glicose e a hipertrofia das
ilhotas pancreaticas, e aumento da expresséo do GLUT,

Maior ativagdo da via glicolitica em ilhotas de ratos MSG-obesos pode
participar da hipersecrecdo de insulina, todavia alteracbes no metabolismo
mitocondrial parecem nao estar envolvidas neste processo.

A natacdo regular atenuou a instalacdo da obesidade, reduziu a hipertrofia
dos adipdcitos, bem como, normalizou as complicagdes metabdlicas em ratos MSG-
obesos.

O exercicio foi também capaz de normalizar a secregdo de insulina
estimulada por glicose, corrigir a hipertrofia, bem como a expressdo do GLUT,; em
ilhotas pancreaticas de ratos MSG-obesos.

Finalmente, o exercicio n&do alterou as vias glicoliticas em ilhotas
pancreaticas de ambos 0s grupos, mas parece aumentar a participagao do complexo

mitocondrial Ill.
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. Prezado(a) Professor(a), -

Em relacéo ao protocolo de pesqunsa sob sua responsabmdade a CEUA dehberou o
seguinte: : ‘ : :

- APROVADO, por dois anos, para a 'utiliz'agéov ratos (Raftus norvegicus)ﬁ :
/i Proc':esso' cédaétrédo sob 0 nimero: 02860
s ..Atencvosamente

: Reiatério Final previsto para (90 dlas apés térmmo da vngénc\a do protocolo ou no
*- momento da apresentagéo de um novo protocolo)

. Data 20/04/2012 :

J :
) ProfesSof DF. |Giovani Marino Favero
Coordenador Comiss&o de £tica n T/\nimais CEUA-UEPG

- Av. Gen. Carlos Cavalcanti, n° 4748 CEP 84.030-900 Campus Universitario em Uv ranas
onta Grossa — Parana
Bloco da Reitorla - anexo a PROPESP
(042) 3220-3264



