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RESUMO

A via gliconeogénica é uma via central no estudo dos processos
biossintéticos celulares que, nos tecidos animais, leva a formacao de glicose
partindo de precursores nao-carboidratos. Muitos estudos tém evidenciado que
0s rins aumentam a contribuicdo para a liberacao de glicose na circulagao
durante periodos de jejum. Porém, sdo poucos os trabalhos que investigam
este importante processo fisioloégico em outras condigcbes. Por isso, 0 objetivo
deste trabalho foi avaliar as influéncias sazonais e ligadas ao sexo sobre a via
gliconeogénica renal em animais submetidos ao jejum prolongado. Os rins de
ratos foram excisados, fatiados e divididos em duas regides, cortical e medular.
Incubou-se estas amostras separadamente em solucéo fisioldgica acrescida
com 0,2 uCi de "C-Acido Latico ou '*C-Glicerol. A C-Glicose foi quantificada
por meio de cromatografia em camada delgada e expressa em pumoles/g
tecido/hora. Para avaliar a influéncia sazonal, os experimentos foram
realizados em dois periodos do ano, no inverno € no verdo e a atividade
gliconeogénica demonstrada foi diferente entre as duas estagdes. No inverno, a
gliconeogénese renal de ratos-controle foi significativamente menor do que no
verdao. Além disso, os animais submetidos a 48 horas e 72 horas de jejum
apresentaram um decréscimo na gliconeogénese quando comparados ao
grupo controle. Ja durante um periodo maior de jejum, as 120 horas, a
atividade gliconeogénica aumentou e foi semelhante entre as duas estagoes.
Varios aspectos poderiam estar influenciando estas diferencas, tais como o
metabolismo basal e a variagdo hormonal e enzimatica sobre a via. Neste

trabalho, também verificou-se que a gliconeogénese renal apresentou



RESUMO 7

diferengcas entre ratos machos e fémeas. Os resultados demonstraram que a
formacdao de glicose a partir de lactato marcado nas fémeas foi
significativamente maior do que nos machos. Provavelmente, estas diferencas
no perfil gliconeogénico entre ratos machos e fémeas poderiam ser atribuidas
em grande parte a variacdo hormonal e ao conjunto de fatores interligados a
esta variacdo. Assim, este trabalho contribuiu para o esclarecimento de
algumas questdes ainda nao investigadas na literatura, como a importancia da
variagao sazonal e ligada ao sexo sobre a via gliconeogénica nos rins de ratos

submetidos ao jejum.

Palavras Chave: glicose, gliconeogénese renal, jejum, sazonalidade,

diferencas sexuais.



INTRODUGCAO GERAL

O METABOLISMO DA GLICOSE E A VIA GLICONEOGENICA

A glicose é o principal nutriente para a manutengao e promogao
da fungao celular em mamiferos. Este substrato leva a formagdo de ATP,
NADPH e precursores para a sintese de macromoléculas, como os acidos
nucleicos e os fosfolipideos (Newsholme e cols., 2003a, 2003b).

Os valores normais de glicose no plasma precisam ser mantidos
em limites estreitos ao longo do dia, apesar de amplas flutuacbes no aporte
(p.e. refeicdo) e na remocao (p.e. exercicio) de glicose da circulacao.

A glicose é fonte de energia para células sanglineas (5-10%),
musculo esquelético (15-20%), rins (10-15%), 6érgaos esplancnicos (3-6%),
tecido adiposo (2-4%) e principalmente para o cérebro (45-60%), sendo que
este 6rgao, em humanos, ndo pode estocar ou produzir glicose, o que o leva a
depender exclusivamente da glicose presente no plasma (Gerich, 2000).

No periodo pbds-absortivo (14-16 h pds-alimentagdo = overnight) a
glicose é produzida a uma velocidade de aproximadamente 10-11 pmol. kg™
min” ou em torno de 5 mM (concentracdo plasmatica). J& em periodos de
jejum de 20-24 horas a producao de glicose diminui 10-15 % (4-4,5 mM) e apos
um jejum de 72 horas ou mais é mantida em torno de 2,8 mM (Gerich, 2001).

A glicose é captada pelos tecidos e € completamente oxidada a
CO. ou liberada na circulacdo como lactato, alanina e glutamina para posterior
reincorporacdo em glicose pela via gliconeogénica (Gerich, 2000). Durante o

periodo pods-absortivo a liberagdo de glicose na circulacéo é resultado de dois
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processos: glicogendlise e gliconeogénese (Gerich e cols., 2001; Buczkowska,
2004). A glicogenolise envolve a quebra do glicogénio em glicose 6-fosfato e
subsequiente hidrélise em glicose livre, pela acdo da enzima glicose 6-
fosfatase. Ja a gliconeogénese envolve a formacdo de glicose 6-fosfato
mediante precursores tais como: lactato, glicerol e aminoacidos e consequiente
hidrélise pela enzima glicose 6-fosfatase em glicose livre (Gerich e cols., 2001).
A producao de glicose através de gliconeogénese e de glicogendlise produz um
importante impacto sobre a homeostase dos niveis de glicose no sangue
(Herling e cols., 1999).

O figado e o musculo esquelético possuem os maiores estoques
de glicogénio do organismo. Devido a presenca da enzima glicose 6-fosfatase
no figado, a hidrélise do glicogénio hepatico produz glicose que é liberada para
a circulacdo. Ja no muasculo, a quebra do glicogénio apds sua mobilizagao,
termina com a liberacdo de lactato. Este lactato juntamente com o lactato
produzido via glicolise nas células sangiineas, na medula renal e em outros
tecidos pode ser captado por érgaos gliconeogénicos e transformado em
glicose (Gerich e cols., 2001).

Estudos utilizando ressonancia magnética em humanos indicam
que, no estado poés-absortivo, a glicogendlise hepatica contribui com cerca de
45 * 6% da liberacdo de glicose. Este dado indica que aproximadamente 55%
de toda glicose liberada na circulacao durante este periodo é um resultado da
atividade gliconeogénica (Gerich e cols., 2001).

Além disso, foi mostrado que a contribuicdo da gliconeogénese
para a producao hepatica de glicose aumenta cerca de 90% apds 40-60 horas

de jejum em humanos em repouso. Ja durante o exercicio, tanto a
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gliconeogénese quanto a glicogendlise aumentam e a producao e utilizacao de
glicose pelo organismo se igualam (Trimmer e cols., 2001).

Durante o periodo pés-absortivo, a producao de glicose protege o
organismo contra a hipoglicemia. Entretanto, um aumento inapropriado na
producado hepatica de glicose € comum em individuos portadores de diabetes
mellitus tipo 2 e contribui significativamente para a hiperglicemia no jejum
(Herling e cols., 1999).

O aumento da utilizacdo de glicose pelo muasculo esquelético
durante o exercicio também propée um desafio na homeostase da glicose. O
figado é responsavel pela maior parte da produgdo de glicose liberada na
circulacdo durante o estado pos-absortivo. Embora hiperglicemia e
hipoglicemia possam ocorrer durante exercicios em certas condi¢des, a
concentracao de glicose plasmatica usualmente se mantém constante. Este
equilibrio entre a utilizacdo de glicose e a producdo requer um aumento na
glicogendlise hepatica e na gliconeogénese, paralelo ao grande aporte de
glicose para o trabalho muscular (Drouin e cols., 1998).

A via gliconeogénica é uma via central no estudo dos processos
biossintéticos celulares que, nos tecidos animais, leva a formacao de glicose
partindo de precursores nao-carboidratos. A biossintese de glicose é uma
necessidade absoluta nos mamiferos, porque o cérebro e o restante do sistema
nervoso, bem como medula renal, testiculos, eritrocitos, cristalino, cérnea e
tecidos embrionarios, necessitam da glicose fornecida através do sangue como
sua Unica ou principal fonte de energia. As células dos mamiferos sintetizam
glicose de forma constante e direta, iniciando este processo com precursores

mais simples e entado liberam esta glicose para o sangue (Lehninger, 1995).
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A gliconeogénese permite a manutencao dos niveis de glicose no
sangue, muito tempo depois de toda a glicose da dieta ter sido absorvida e
completamente oxidada (Devlin, 2003).

Segundo Moon (1988), a gliconeogénese é a via responsavel pela
sintese de novo de glicose (ou de glicogénio, chamada de
gliconeogeniogénese). A gliconeogénese é uma via filogeneticamente antiga,
encontrada em todos os animais, vegetais, fungos e microrganismos, e as
reacoes que dela fazem parte sdo as mesmas em todos os casos. Além disso,
cabe ressaltar que, embora as reacdes da gliconeogénese sejam as mesmas
em todos 0s organismos vivos, a precisa contribuicdo desta via na manutencao
da glicemia difere conforme a espécie e sua capacidade de adaptacao
bioquimica as mudangas nos niveis glicémicos. Isto é, o contexto metabdlico e
a regulacédo da via diferem de organismo para organismo e de tecido para
tecido (Moon, 1988; Lehninger, 1995).

A gliconeogénese é o processo pelo qual a glicose é formada a
partir de precursores metabdlicos tais como lactato (Quadro 1) e alanina. Esta
via metabdlica ocorre predominantemente no figado e no rim e é essencial para
a producéo de glicose durante o jejum prolongado ou quando os estoques de
glicogénio se encontram quase totalmente depletados (Stumvoll e cols., 1999).
O passo chave na gliconeogénese é a formacao de fosfoenolpiruvato a partir
de oxalacetato, que é catalisado pela enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase
(PEPCK) (She e cols., 2000). Esta enzima apresenta duas formas, mitocondrial
e citosdlica, que sao codificadas por genes nucleares separados, fornecendo
um exemplo de duas enzimas distintas que catalisam a mesma reacao, porém

com diferentes locais de agado e diferentes fungées metabdlicas (Lehninger,
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1995). Apesar de ambas as formas, mitocondrial e citosélica da PEPCK serem
expressas em roedores, a atividade da forma citosélica ocorre acima de 95%

em orgaos como o figado e o rim (She e cols., 2000).

Quadro 1

SINTESE DE GLICOSE A PARTIR DE LACTATO

A gliconeogénese a partir de lactato é um processo que requer ATP, com a seguinte equacao geral:
2 L-Lactato + 6 ATP™ + 6 H20 » glicose + 6 ADP™ + 6 Pi® + 4H"

Muitas enzimas da glicdlise sdo comuns a via gliconeogénica. Reagbes adicionais devem estar
envolvidas porque a glicolise produz 2 ATP e a gliconeogénese requer 6 ATP por molécula de glicose. Além
disso, algumas etapas da glicélise sdo irreversiveis nas condigbes intracelulares e sdo diferentes das
etapas irreversiveis da via gliconeogénica. As reacdes da gliconeogénese, a partir de lactato, sdo
apresentadas na Figura 2. A etapa inicial € a conversao de lactato em piruvato pela lactato desidrogenase.
NADH gerado nesta etapa é necessario numa etapa subseqiiente da via. Piruvato ndo pode ser convertido
em fosfoenolpiruvato (PEP) pela piruvato quinase porque a reagdo € irreversivel nas condigdes
intracelulares. Piruvato € convertido no composto de fosfato de alta energia PEP pelo acoplamento de duas
reagdes que requerem compostos de fosfato de alta energia (um ATP e um GTP). A piruvato carboxilase
catalisa a primeira reagéo, fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) a segunda reagdo. GTP, requerido
pela PEPCK, é equivalente a um ATP por agdo da nucleosideo difosfato quinase (GDP + ATP « GTP +
ADP). O CO> gerado pela PEPCK e HCOs requerido pela piruvato carboxilase sdo ligados pela reagédo
catalisada pela anidrase carbonica (COz + H2O « H>COs; «+ H' + HCO3). Somando estas reagdées com as
reacoes da Figura 2 resulta em:

Piruvato + 2 ATP* « fosfoenolpiruvato® + 2 ADP* + Pi® + 2H*

Portanto, a conversao de piruvato em PEP durante a gliconeogénese custa a célula duas moléculas
de ATP. Isto contrasta com a conversao de PEP a piruvato, durante a glicélise, que rende a célula apenas
uma molécula de ATP.

A localizagao intracelular da piruvato carboxilase torna a mitocéndria obrigatéria para a conversao de
piruvato citosélico em PEP citosélico. Uma vez que a PEPCK esta presente tanto no compartimento
citosolico como no mitosoélico, ha duas vias que podem ser adotadas pelo oxalacetato (OAA) para chegar a
glicose. Para a via que envolve a PEPCK mitocondrial, OAA é convertido, dentro da mitocéndria, em PEP
que, entdo, atravessa a membrana mitocondrial interna. A segunda via seria igualmente simples se OAA
pudesse atravessar a membrana mitocondrial interna, entretanto, isto ndo ocorre pela auséncia de um
transportador de OAA. Entdo, OAA é convertido em aspartato, que é transportado para o citosol pelo
antiporte glutamato-aspartato. Aspartato é transaminado com ¢ -cetoglutarato no citosol produzindo OAA,
que é usado pela PEPCK citosélica na sintese de PEP.

A partir dai, as enzimas da via glicolitica operam na diregao inversa para converter PEP até frutose
1,6-bifosfato. O NADH gerado pela lactato desidrogenase é utilizado pela gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase, estabelecendo um equilibrio igual de geragao e utilizagao de equivalentes de redugao.

A 6-fosfofruto-1-quinase catalisa uma etapa irreversivel da glicélise e ndo pode ser usada para
conversao de frutose 1,6-bifosfato em frutose 6-fosfato. Um modo de contornar esta etapa € obtido pela
frutose 1,6-bifosfatase, que catalisa a hidrdlise irreversivel de frutose 1,6-bifosfato a frutose 6-fosfato.

A fosfoglicose isomerase é completamente reversivel e funciona em ambas as vias, glicolitica e
gliconeogénica. A glicose 6-fosfatase, usada no lugar da glicoquinase como ultima etapa da
gliconeogénese, catalisa uma reagao de hidrdlise irreversivel, nas condigoes intracelulares. Os nucleotideos
ndo desempenham nenhum papel nesta reacdo; a funcdo desta enzima é gerar glicose, ndo converter
glicose em glicose 6-fosfato. A glicose 6-fosfatase € uma enzima ligada a membrana, no reticulo
endoplasmatico, com seu sitio ativo disponivel para a hidrélise de glicose 6-fosfato na superficie cisternal
dos tubulos. Uma translocase para glicose 6-fosfato € necessaria para transportar glicose 6-fosfato do
citosol para seu local de hidrélise, dentro do reticulo endoplasmatico. Por fim, glicose livre é liberada do
limen do reticulo endoplasmatico para o citosol para ser utilizada como fonte de energia para os tecidos.

(Devlin, 2003)
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PRECURSORES DA VIA GLICONEOGENICA

Os principais precursores gliconeogénicos em humanos sao:
lactato, glicerol e os aminoacidos gliconeogénicos, tais como a glutamina e a
alanina (Gerich, 2000; Gerich e cols., 2001; Corssmit e cols., 2001; Cano,
2002).

O lactato é produzido pela glicélise ndo oxidativa a partir da
glicose armazenada ou da glicose circulante. E produzido ndo somente nos
tecidos com glicélise anaerdbia obrigatdéria, mas também em condicoes
fisiolégicas em tecidos como musculo e cérebro. Em humanos normais, a
contribuicdo do lactato (Ciclo de Cori), é estimada em aproximadamente 15%
da producao total de glicose no estado pd6s-absortivo. De qualquer modo, a
quantificacdo exata da contribuicdo do lactato para a produgcdo de glicose em
humanos in vivo, é impedida pela cinética complexa do lactato (Corssmit e
cols., 2001).

Porém, estudos utilizando técnicas de balanco arteriovenoso de
liberacao de glicose e substratos em humanos, mostram que o lactato é o
principal precursor gliconeogénico, seguido da glutamina e do glicerol. De
acordo com estes dados, o lactato é responsavel por aproximadamente 50% da
gliconeogénese renal (Figura 1) (Cano, 2002; Meyer e cols., 2002a, 2002b).
Estimou-se que a liberacéo renal de glicose a partir do lactato foi 4,7; 2,5 € 9,6
vezes maior do que a partir de glicerol, glutamina e alanina, respectivamente
(Meyer e cols., 2002b).

Entre os 6rgaos do corpo, o rim é o que apresenta o papel mais

importante no metabolismo do lactato. Tal evidéncia esta baseada em estudos
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de infusdo exdgena de lactato e de nefrectomia realizados em ratos, caes e
ovinos. Estes estudos sugerem que a contribuicdo renal para a remocéao do
lactato circulante seja substancial, particularmente em varias condi¢des
patolégicas, como a acidose e a endotoxemia. Além disso, esta remocéao
parece estar essencialmente confinada ao coértex renal. Sendo assim, na
auséncia de glicose ou durante o jejum, o cértex produz negligenciavel quantia
de lactato. Na medula, pelo contrario, a glicose gera lactato a partir da glicélise.
O cortex simultaneamente capta o lactato liberado pela medula e utiliza-o para
a oxidacao e gliconeogénese. Estes dados sugerem a presenca de um sistema
reciproco entre cértex/medula e glicose/lactato. O cértex utiliza lactato para
oxidar e gerar glicose e libera para a medula para que esta por meio da
glicolise produza energia (Bellomo, 2002).

Portanto, a liberacao de glicose em rins normais de humanos esta
principalmente (se nao exclusivamente) relacionada a gliconeogénese renal no
coértex, enquanto que a utilizagcdo ocorre em outras partes do rim (Gerich e

cols., 2001).

/

/ GLICOSE \ERITROCITO / GLICOSE
0,
FIGADO 50% 50%

GLICONEOGENESE

™~

Figura 1. Contribuicdo renal para a liberacédo de glicose endégena
a partir de lactato durante a fase pés-absortiva (Cano, 2002).

LACTATO
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Os passos enzimaticos da gliconeogénese renal refletem aqueles
constatados no figado. Porém, varias diferencas em relagdo a especificidade
de substratos entre estes dois tecidos foram relatadas: o lactato e o glicerol séo
substratos utilizados por ambos os 6rgaos, contudo a conversao de
aminoacidos em glicose difere entre os rins e o figado (Cersosimo e cols.,
2000Db).

Estudos demonstram que a glutamina é o mais abundante
aminoacido do corpo e esta envolvida em mais processos metabdlicos do que
qualquer outro aminoacido, apresentando um papel-chave em processos
fisioldgicos de varios 6rgaos (Stumvoll e cols., 1999). Sendo assim, a glutamina
parece ser o substrato predominantemente utilizado na gliconeogénese renal,
enquanto que a alanina estd essencialmente relacionada a gliconeogénese
hepatica (Nurjhan, 1995; Meyer e cols., 1998; Stumvoll e cols., 1998, 1999;
Cersosimo e cols., 2000a, 2000b).

Dados indicam que a conversdo da alanina em glicose pelo rim
(ao contrario do que acontece no figado), & negligenciavel, no entanto, a
gliconeogénese a partir da glutamina parece estar aumentada em condicoes
hipoglicémicas. Além disso, a utilizacdo da alanina pelo figado e da glutamina
pelo rim pode refletir diferencas na captacéo e no transporte de aminoacidos
em cada 6rgao. O transporte de glutamina através da membrana da célula
tubular é sensivel a horménios, enquanto isto ndo ocorre nos hepatécitos.
(Cersosimo e cols., 2000b).

A glutamina é o principal aminoacido transportador de nitrogénio
de locais de sintese (musculo esquelético, figado e pulmdes) para locais de

utilizacdo, incluindo rins, intestinos, neurénios, células do sistema imune e, em
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condicoes acido-basicas apropriadas, figado. Nos rins, a glutamina tem um
papel central no transporte de carbono e nitrogénio sendo precursora de ions
amonio, que sao excretados na urina e preservam o0 balanco acido-basico do
organismo (Conjard e cols., 2002; Newsholme e cols., 2003a, 2003b;
Vercoutere e cols., 2003; Vittorelli e cols., 2004). Medidas das diferencas
arteriovenosas demonstram que, diferentemente dos rins de homens, caes e
macacos, os rins de ratos captam e liberam pouca quantidade de glutamina in
vivo, sob condi¢bes normais. Porém, aminoacidos como a glutamina s&o
considerados os principais substratos para a gliconeogénese e amoniogénese
em ratos em condi¢cdes de acidose metabdlica (Lietz e Bryla, 1995), diabete,
alimentacdo com dieta rica em caseina, ou jejum de 72 horas (Vercoutere e
cols., 2003).

Estudos in vitro e experimentos feitos em mamiferos mostram que
a glutamina é um dos mais eficientes precursores para a gliconeogénese renal
(Nurjhan e cols., 1995). Quando usada como substrato, a glutamina adiciona
mais carbonos para o pool de glicose do que outros substratos como lactato e
alanina. Isto se deve ao fato de que o lactato e a alanina sdo em grande parte
derivados da glicose, enquanto que a glutamina é predominantemente derivada
do pool de aminoacidos livres do corpo, que depende em grande extensao da
proporcdo de protedlise, ou da protedlise diretamente. Assim, a glutamina
torna-se quantitativamente mais importante do que a alanina para o transporte
de proteinas derivadas de carbono através do plasma e para adicionar estes
carbonos para o pool de glicose (Meyer e cols., 2004b).

Estudos recentes em humanos tém demonstrado que a

conversao da glutamina plasmatica em glicose plasmatica (gliconeogénese a
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partir da glutamina) é suprimida por insulina e estimulada por processos
contrarregulatérios. Entretanto, contrariamente a expectativa de que a insulina
poderia diminuir a liberacdo de glutamina no plasma por suprimir a protedlise,
estudos sugerem que a glutamina no plasma permanece inalterada ou pode
aumentar durante hiperinsulinemia euglicémica fisiologica. A partir destes
dados, tem-se que durante a hiperinsulinemia euglicémica o mausculo
esquelético € em grande extensao responsavel por aumentar a liberacao de
glutamina no plasma e que isto talvez seja devido ao aumento na conversado de
glicose em glutamina como parte do ciclo glicose-glutamina. Durante a
hipoglicemia, o decréscimo do uso de glutamina pelo musculo esquelético
talvez seja importante para fornecer um mecanismo que aumente a demanda
de glutamina para a gliconeogénese (Meyer e cols., 2004b).

A conversao dos aminoacidos gliconeogénicos é responsavel por
6 a 12% do total da producéo de glicose sistémica no estado pds-absortivo. A
predominancia da alanina no fluxo de aminoacidos a partir do musculo e a
evidéncia da sintese de glicose derivada de piruvato tém levado a reconhecer
que o ciclo glicose-alanina é analogo ao ciclo de Cori. Nos rins, a glutamina
torna-se responsavel por aproximadamente 5 a 8% da producado total de
glicose (Corssmit e cols., 2001).

A importancia da gliconeogénese renal para todo o balanco da
glicose e para a manutencdo da sua homeostase foi estudada em detalhes
dentro de condigdes fisioldgicas normais e também durante a hipoglicemia
induzida pela insulina em cdes e em humanos, pela canulacdo da veia renal
(Cersosimo e cols., 1998, 2000b, 2000c). Os dados destas investigacdes

indicam que a captacao renal de lactato é responsavel por aproximadamente
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40% da producao renal de glicose no estado pés-absortivo e por 60% da
producdo renal de glicose durante a hipoglicemia. Tal producdo de glicose
resulta num aumento de cinco a dez vezes na liberacdo de glicose pela veia
renal apos a hipoglicemia induzida, o qual promove a adicdo de
aproximadamente 4 g de glicose na circulacdo sistémica (Bellomo, 2002).
Sendo assim, o lactato se torna o maior precursor gliconeogénico no rim dentro
de muitas condicdes e ainda contribui significativamente para a manutencao da
glicemia a partir de outros precursores gliconeogénicos especificos, tais como
o glicerol (Cersosimo e cols., 1998), alanina e glutamina (Stumvoll e cols.,
1998).

Durante o estado pés-absortivo em humanos, o lactato é
considerado o precursor dominante, tanto para a gliconeogénese renal quanto
para a gliconeogénese sistémica (Figura 2). A gliconeogénese a partir do
lactato excede a soma da gliconeogénese renal a partir de glicerol, glutamina e
alanina. A proporcdo de gliconeogénese a partir de um substrato pelo rim
depende da distribuicdo, captacdo e da sua eficiéncia em converter-se em
glicose. A distribuicdo de substratos pelo rim, por sua vez, depende da
disponibilidade na circulacdo e do fluxo sanguineo renal. Sendo assim, a
distribuicdo de lactato pelo rim seria maior do que a de outros substratos e isto
poderia explicar a sua maior utilizacdo pela via gliconeogénica (Meyer e cols.,

2002b).
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1% frutese 8-fosfato

Figura 2. Via da gliconeogénese, a partir de lactato. O envolvimento da mitocondria no
processo é indicado. As setas tracejadas referem-se a uma via alternativa, que usa a PEP
carboxiquinase mitosdlica em lugar da isoenzima citosdlica. Abreviaturas: OAA, oxalacetato; « -
KG, ¢ -cetoglutarato; PEP, fosfoenolpiruvato; DHAP, di-hidroxiacetona fosfato (Devlin, 2003).

Além do lactato e dos aminoéacidos gliconeogénicos, outros
precursores tais como o glicerol (Figura 3) e os acidos graxos livres tém sido
estudados. Foi proposto que o glicerol estimula a formacao de glicose a partir
de piruvato, malato e glutamato (Lietz e Bryla, 1995). O glicerol é derivado da
hidrélise dos triglicerideos no tecido adiposo. A producao de glicose no estado
pds-absortivo a partir do glicerol é limitada. Sendo assim, o glicerol torna-se
quantitativamente mais importante quando a lipdlise é acelerada, tal como
ocorre no diabetes e apés um jejum prolongado (Stumvoll e cols., 1999;
Corssmit e cols., 2001). Estudos confirmam que o glicerol € responsavel por
aproximadamente 10% da producao renal de glicose e que 20% da conversao

total de glicerol em glicose ocorre nos rins (10% em cada rim) no estado pos-
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absortivo de caes. Entretanto, a captacéao renal e a conversdo de glicerol em
glicose nos rins dobram durante a hipoglicemia. Estes dados sugerem que a
lipblise pelo tecido adiposo foi estimulada pelos hormbnios contrarreguladores.
Isto demonstra que o aumento da lipdlise durante a hipoglicemia, é uma
importante fonte de glicerol para o rim. Similarmente ao lactato, a captacao de
glicerol pelo rim ndo muda significativamente durante a hipoglicemia, ainda que
a eficiéncia da conversdao de glicerol em glicose e a quantidade de glicerol
disponivel para o rim aumentem (Cersosimo e cols., 1998).

Por outro lado, os efeitos dos acidos graxos livres na
gliconeogénese em humanos sao ainda controversos. Em animais, os efeitos
dos acidos graxos livres na gliconeogénese parecem ser espécie-especificos.
Efeitos estimulatorios tém sido relatados em ratos, entretanto efeitos inibitérios
sao referidos em gatos, caes e cobaias. Em humanos, os acidos graxos livres
estimularam a gliconeogénese a partir de lactato e alanina, porém, diminuiram
a gliconeogénese a partir da alanina ap6s quatro dias de jejum. Pelo uso de
?H,0, um método para quantificar a gliconeogénese a partir de qualquer
precursor, demonstrou-se que 0s acidos graxos livres aumentam a
gliconeogénese (Corssmit e cols., 2001).

Portanto, os dados apresentados demonstram que o lactato e o
glicerol parecem ter um importante papel regulatério na gliconeogénese renal
dentro de condicoes fisiologicas. Além disso, o glicerol pode ser usado como
fonte de carbono para a producdo renal de glicose enquanto a utilizacdo de

lactato para a gliconeogénese é notadamente acentuada.
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Figura 3. Via da gliconeogénese, a partir de glicerol,
juntamente com vias concorrentes (Devlin, 2003).

ORGAOS GLICONEOGENICOS - A IMPORTANCIA DOS RINS

Somente dois 6érgdos no corpo humano - o figado e o rim -
possuem suficiente atividade das enzimas gliconeogénicas e atividade da
glicose 6-fosfatase para fazer com que a glicose seja liberada para a circulagao
como um resultado de gliconeogénese (Stumvoll e cols., 1999; Gerich e cols.,
2001).

Durante muito tempo foi postulado que o figado era o unico sitio
de atividade gliconeogénica em individuos normais e durante o periodo pos-
absortivo. Entretanto, estudos conduzidos por mais de 60 anos em animais
evidenciaram que o rim pudesse sintetizar glicose sob varias condigoes.

Porém, até recentemente se acreditava que o rim humano nao era uma
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importante fonte de glicose exceto durante a acidose € o0 jejum prolongado
(Cryer, 1994; Stumvoll e cols., 1997; Gerich, 2000; Gerich e cols., 2001; Meyer
e Gerich, 2002; Cano, 2002).

Em 1938, Bergman e Drury em um experimento feito em coelhos,
mostraram a primeira evidéncia que o rim liberaria glicose e seria importante
para a manutencao da glicemia.

Em 1954, Teng demonstrou que fatias de cortex renal de ratos
com diabete induzida nao sé liberavam glicose como também aumentavam a
atividade gliconeogénica e que apo6s o tratamento com insulina estes efeitos
eram revertidos.

Em 1960, usando um modelo similar, Landau demonstrou que a
gliconeogénese renal a partir de piruvato aumentou mais do que o dobro em
rins de animais diabéticos.

Neste mesmo periodo, em 1963 (1963a, 1963b, 1963c), Krebs
realizou uma série de experimentos caracterizando os substratos usados pela
gliconeogénese renal, a capacidade gliconeogénica no rim de diferentes
espécies e varios aspectos da regulacao da gliconeogénese renal, incluindo a
estimulacado por acidos graxos livres. Assim, o autor propés o rim como um
importante érgao gliconeogénico, baseando-se nas seguintes observacgoes:

1) em termos de peso e pela concentracdo enzimatica, a
capacidade gliconeogénica do rim excederia a do figado e,

2) como o aporte sangliineo para estes 6rgaos é semelhante, a
distribuicdo dos precursores gliconeogénicos seria similar.

Esta estabelecido que no estado pdés-absortivo em humanos,

ambos os 6rgaos, figado e rim, liberam glicose na circulagdo. O figado é
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responsavel por 70-80% de toda liberacdo de glicose sistémica nessas
condicoes. Contudo, como praticamente toda glicose liberada pelos rins é
devido a gliconeogénese, a contribuicio do figado e dos rins para a
gliconeogénese total pode ser comparada (Meyer e cols., 1998). Além disso, 0
fluxo sanguineo e a quantidade de enzimas gliconeogénicas presentes no
coértex renal sdo compativeis, com atividade gliconeogénica similar a do figado
(Cano, 2002).

Observando o mecanismo renal de liberacdo de glicose, temos
que o rim humano nao é capaz de armazenar quantidade significativa de
glicogénio, assim praticamente toda a glicose liberada pelo rim seria devido
principalmente, se ndo exclusivamente, a atividade gliconeogénica (Stumvoll e
cols., 1997, 1998, 1999; Gerich, 2000; Gerich e cols., 2001; Meyer e cols.,
2002a, 2002b; Gustavson e cols., 2004).

Corroborando com estes dados estdo os relatos feitos a partir de
pacientes transplantados, que mostraram que os niveis de glicose nao cairam
a zero apos a remocéao do figado (Joseph e cols., 2000; Gerich e cols., 2001).
Foi sugerido que durante o transplante hepatico, os rins aumentam a liberacao
de glicose e compensam a baixa liberacao de glicose pelo figado, assim, pouca
ou nenhuma glicose exégena € necessaria para a manutencao da glicemia.
Esta compensacao renal pode explicar porque a hipoglicemia nao é freqlente
em pacientes com doenca hepatica severa e sugerem a existéncia de um
sistema reciproco entre o figado e os rins (Woerle e cols., 2003a, 2003b).

A atividade gliconeogénica do organismo contribui com
aproximadamente 40% da glicose circulante durante o periodo pés-absortivo

em humanos (Stumvoll e cols., 1995; Landau e cols., 1996).
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Durante o periodo po6s-prandial, a liberacdo enddgena de glicose
pelo figado diminui rapidamente e esta suprimida quase que 80% apés 4-5
horas. Como resultado, quase 20g a menos de glicose deixa de circular
durante este intervalo. Em contraste, recentes estudos indicam que a liberacéao
endogena de glicose pelo rim nao estad suprimida e, além disso, aumenta
durante este periodo (Gerich, 2000).

Muitos trabalhos tém demonstrado que a gliconeogénese renal
teria uma participacdo de 20-25% dos valores da glicose circulante durante o
periodo pés-absortivo podendo o rim ser considerado um importante 6rgao
gliconeogénico, tal qual o figado (Stumvoll e cols., 1995, 1997, 1998, 1999;
Cersosimo e cols., 1999; Meyer e cols., 1999, 2002a, 2002b; Gerich, 2000;
Gerich e cols., 2001; Conjard e cols., 2001; Cano, 2002; Buczkowska, 2004).

Estudos feitos por Kida e cols. (1978) demonstraram que a
liberagé@o de glicose pelo rim de ratos normais in vivo foi de 0,75 + 0,13 mg/dL
por minuto, e que esta contribuicdo para a manutengao da glicose sanguinea
foi de aproximadamente 25%.

Quanto ao metabolismo da glicose, o rim pode ser considerado
como dois 6rgaos distintos: a utilizagdo ocorre principalmente na medula,
enquanto que a liberacao (sintese/producao) ocorre principalmente no cortex.
Assim, a medula, pobremente vascularizada, € o principal local de glicélise
(Figura 4) e o coértex uma regido principalmente gliconeogénica (Stumvoll e
cols., 1997; Gerich e cols., 2001; Cano, 2002). Esta divisdo funcional é um
resultado de diferengas na distribuicdo de varias enzimas ao longo do néfron.
Por exemplo: células da medula renal tém apreciavel atividade de enzimas

glicoliticas. Nestas células, no entanto, faltam glicose 6-fosfatase e outras
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enzimas gliconeogénicas. Assim, elas podem fazer glicélise, porém nao podem
liberar glicose livre para a circulacao. Por outro lado, as células do cortex renal
possuem enzimas gliconeogénicas (inclusive glicose 6-fosfatase) e assim
podem liberar glicose para a circulacao (Stumvoll e cols., 1997; Gerich e cols.,
2001). Evidéncias obtidas in vitro indicam que o rim é capaz de produzir e
utilizar glicose simultaneamente. Entretanto, o mecanismo que regula a
producdo e utilizacdo de glicose pelo 6rgao ainda é desconhecido e a
distribuicdo enzimatica ao longo do néfron ainda é controversa (Cersosimo e
cols., 1999).

Experimentos realizados em animais demonstraram que ao longo
do néfron, somente as células do tubulo proximal sdo capazes de sintetizar
glicose e que somente este segmento contém as enzimas chaves da
gliconeogénese. Com base em dados de diversas espécies, foi estabelecido
que o tubulo proximal é metabolicamente heterogéneo e que os trés segmentos
distintos (S1, S2 e S3) podem contribuir individualmente para a sintese de
glicose e que esta sintese pode variar conforme as condicoes experimentais
(Guder e Ross, 1984). Em 2001, Conjard e cols. realizaram trabalhos com
tubulos proximais isolados de rins humanos e observaram que o0s trés
segmentos (S1, S2 e S3) possuem a mesma capacidade de sintetizar glicose a
partir de glutamina, entretanto, os segmentos S2 e S3 sintetizam mais glicose a
partir de lactato do que o segmento S1. Estes resultados indicaram que, nos
rins humanos in vivo, o lactato parece ser o principal precursor gliconeogénico.

Na década de 60, Krebs e cols. (1963b), demonstraram que a
maquinaria envolvida neste processo estda nas células do tubulo contorcido

proximal que convertem eficientemente precursores de trés carbonos em
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glicose. Ao mesmo tempo, as células do néfron distal e aquelas da medula

intersticial sdo muito ativas na captacéao e na oxidagcao de glicose.
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Como os rins ndo possuem estoques de glicogénio, a producao
de glicose ocorre somente mediante atividade gliconeogénica. No periodo pés-
absortivo (overnight), os rins sao responsaveis por aproximadamente 5 a 30%
do total da producdo de glicose do organismo. Entretanto, tem sido
demonstrado que apdés o periodo poés-absortivo, 0s rins consomem
aproximadamente a mesma quantidade de glicose que eles produzem,
portanto, pouca ou nenhuma liberagao de glicose foi observada (Gustavson e
cols., 2004).

A contribuicdo do rim na producdo de glicose liberada na

circulacdo nao era considerada importante quando comparada com a
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capacidade gliconeogénica do figado até o final dos anos 90. Recentemente,
estudos realizados in vivo pela técnica de diferenca arteriovenosa em humanos
demonstraram que a sintese de glicose pelo rim durante o estado pés-absortivo
pode estar entre 5 e 25% de toda a glicose produzida pela gliconeogénese no
corpo. Também demonstrou-se que a sintese renal de glicose in vivo foi
estimulada ap6s 60 h de jejum, hipoglicemia e diabetes mellitus. Estes
resultados salientam ndo somente a importancia da gliconeogénese renal
humana em varios estados fisiopatolégicos, em que a homeostase da glicose é
perturbada, mas também a necessaria busca pela caracterizacdo destes
processos em humanos (Conjard e cols., 2001).

Foi demonstrado também que a quantidade renal de glicose
exportada aumentava substancialmente durante o jejum prolongado,
contribuindo com cerca de uma vez e meia da glicose sistémica diaria apés 7-
10 semanas de jejum em humanos. Atualmente, a divisdo entre a producao de
glicose e sua utilizac&o pelo rim indicam que a producéao renal de glicose iguala
a utilizacao e, além disso, € responsavel por aproximadamente 15-25% da
producdo enddgena de glicose. Estes experimentos in vivo estdo de acordo
com o que foi observado em condicées de jejum e sugerem que a glicose
liberada pelo rim no estado pés-absortivo parega um reflexo da gliconeogénese
renal, principalmente a partir de lactato, glicerol e aminoacidos circulantes.
Existem varias evidéncias in vitro indicando que o rim € capaz de produzir e
utilizar glicose simultaneamente (Cersosimo e cols., 1999).

Recentes estudos realizados em individuos portadores de
diabetes tipo 2, apds ingestdo de glicose, indicam que o rim possui um

importante papel na homeostase poOs-prandial da glicose. Estes dados
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revelaram que aproximadamente 40% dos individuos diabéticos aumentaram a
liberacdo de glicose endbégena e este aumento foi devido ao aumento na
liberacao renal de glicose. Além disso, a distribuicdo da glicose sistémica foi
alterada; a captacao renal de glicose aumentou, enquanto a captacédo pelo
musculo foi normal. A partir destes dados, demonstrou-se que tanto o figado
quanto o rim contribuem para a producdo pés-prandial de glicose e que a
captacdo de glicose pelo rim aumenta, resultando numa mudanca na
importancia relativa do musculo e do rim para a disponibilidade de glicose
(Meyer e cols., 2004a).

Desse modo, este conjunto de dados demonstra a importancia
fisiopatolégica da gliconeogénese renal na manutengdo da homeostase da

glicose no organismo.

EFEITO DO JEJUM

Existem muitos fatores que estdo envolvidos com a
disponibilidade ao aporte de alimentos. Em humanos saudaveis, por exemplo,
o consumo de alimento no dia-a-dia pode ser regulado por fatores sociais,
niveis de atividades e controle hormonal do apetite; todos eles interligados para
promocao da regulacdo do metabolismo bioquimico da glicose. Entretanto,
existem animais que estdo adaptados a resistir por longos periodos sem
comida e sem agua. Alguns destes periodos de jejum estdo relacionados a
baixa disponibilidade de comida enquanto outros sao partes da histéria natural
das espécies (Castellini e Rea, 1992). Foi demonstrado que o metabolismo

basal decresce durante o jejum prolongado e esta depressdo metabdlica é
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aumentada em animais que precisam sobreviver por longos periodos em jejum.
Isto sugere que animais em jejum poupam energia durante condicdes de
repouso pela diminuicdo do metabolismo basal (Fuglei e Oritsland; 1999).

Os fatores especificos e os processos fisiolégicos que levam os
animais a morte durante o jejum prolongado ainda ndo sao totalmente
esclarecidos. Porém, torna-se visivel que a massa corporal pode funcionar
como limite e também que a temperatura ambiental pode afetar o tempo de
sobrevivéncia. A medida de massa corporal pode ser afetada pelo nivel
metabdlico e pelo tipo de tecido corporal que é catabolizado (Fuglei e Oritsland;
1999). Estudos feitos com ratos por Kouda e cols. (2004) sugerem que
episédios curtos de jejum (48 horas) nao induzem anormalidades no
metabolismo de proteinas no figado. Entretanto, nestes animais, cinco dias de
jejum em uma temperatura ambiente de 26° C é um episddio severo, mas
dentro dos limites de sobrevivéncia, que fica em torno de dez dias para ratos
em laboratério. Ap6s cinco dias de jejum ha um declinio linear de 17% na
massa corporal de um rato Wistar macho e adulto. A analise da composicao
corporal demonstra que 83% da energia utilizada durante o jejum foi derivada
da degradacao dos triglicerideos e que 14% foi derivada do catabolismo
protéico. Assim, ratos Wistar de laboratério utilizam principalmente o tecido
adiposo como fonte de energia durante os primeiros cinco dias de jejum, além
de produzirem uma reducdo na taxa metabdlica em repouso (Fuglei e
Oritsland; 1999).

Os processos que sdo usados para manter a homeostase da
glicose durante o jejum sao divididos arbitrariamente em cinco fases. A fase | é

o estado bem alimentado, no qual a glicose é fornecida pelos carboidratos da
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dieta. Uma vez esgotado este suprimento, a glicogendlise hepatica mantém os
niveis de glicose sanguinea durante a fase Il. Quando esse suprimento de
glicose comeca a se esgotar, a gliconeogénese hepatica a partir de lactato,
glicerol e alanina torna-se cada vez mais importante, até, na fase lll, a
gliconeogénese tornar-se a principal fonte de glicose sanguinea. Essas
mudangas ocorrem em 20 horas, mais ou menos, de jejum para 0 homem,
dependendo de quao bem alimentado o individuo estava antes do jejum, de
quanto glicogénio hepatico estava presente e do tipo de atividade fisica que
ocorre durante o jejum. Varios dias de jejum levam a fase IV, quando a
dependéncia da gliconeogénese hepatica realmente diminui. Os corpos
cetbnicos acumulam-se até concentracdes suficientemente elevadas para que
no cérebro possam suprir parte de suas necessidades energéticas. A
gliconeogénese renal torna-se importante e significativa durante esta fase. A
fase V ocorre apds jejum muito prolongado, em individuos extremamente
obesos, e caracteriza-se por dependéncia ainda menor da gliconeogénese. As
necessidades energéticas de quase todos os tecidos sado supridas, em grande
parte, por oxidacdo de acidos graxos ou de corpos cetbnicos nessa fase.
Enquanto as concentracbes de corpos cetbnicos estiverem elevadas, a
protedlise sera restrita, e ocorrerd preservagdo de proteinas musculares e
enzimas. Isso continua até que todos os lipidios tenham sido consumidos,
como consequéncia do jejum. Depois que todos os lipidios se esgotaram, o
corpo precisa utilizar proteina muscular e, antes que estas reservas terminem,
a morte ocorre na maioria dos casos (Devlin, 2003).

Diversos trabalhos tém revelado a importancia do jejum para o

metabolismo de carboidratos. Um tempo de 24 horas de jejum, por exemplo,
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comparado ao estado pds-absortivo, é caracterizado pela diminuicdo de 60%
na utilizacao e na producao enddgena de glicose (Cano, 2002).

No jejum prolongado, os estoques de glicogénio no figado sao
depletados e a gliconeogénese se torna 0 processo mais importante para
sustentar e suprir a glicose para o cérebro e para outros tecidos dependentes
obrigatoriamente de glicose (Gerich e cols., 2001). A glicogendlise hepatica é
responsavel pelo aumento inicial na produgao de glicose, entretanto, é devido a
gliconeogénese que a producdo de glicose é mantida quando a hipoglicemia é
prolongada (Cersosimo e cols., 1998).

Estudos realizados em 1969 por Owen e cols., demonstraram que
ha uma reducdo na quantidade total de glicose produzida durante o jejum
prolongado. A produgao hepética e renal de glicose foi estimada em uma média
de 3,6 gramas/hora e calculada através de medidas de captagao de substratos
como lactato, piruvato e glicerol. A contribuicdo do figado para a producao
sisttmica de glicose foi de aproximadamente 55% e dos rins de
aproximadamente 45%.

Muitos estudos tém evidenciado que o0s rins aumentam a
contribuicdo para a liberacao de glicose na circulacao durante periodos de
jejum. A participacao deles na producao de glicose durante estes periodos foi
recentemente investigada utilizando técnicas de balango arteriovenoso
combinadas com infusdo intravenosa de glicose. Estes resultados
demonstraram que a liberacdo renal de glicose aumenta aproximadamente
duas vezes e meia em individuos submetidos a 60 horas de jejum comparado
com o jejum overnight de 12 horas, considerando que, ao mesmo tempo, a

liberagé@o de glicose hepatica diminui em torno de 25%. Estes dados enfatizam
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o papel do rim na homeostase da glicose durante o jejum, mas também
aumentam o risco de hipoglicemia em casos de faléncia renal (Gerich e cols.,
2001; Cano, 2002; Gustavson e cols., 2004).

Foi demonstrado também que a atividade de algumas das
enzimas-chave da gliconeogénese, fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK)
e glicose-6-fosfatase, aumentou 443 e 38%, respectivamente, no cértex renal
de camundongos submetidos ao jejum (Conjard e cols., 2002). Além disso,
Sumida e cols. (2004) demonstraram aumento na atividade da enzima PEPCK
em ratos submetidos ao exercicio crénico e ao jejum de 24 horas e na enzima
piruvato carboxilase em animais controles e treinados, sugerindo que as
atividades destas enzimas podem estar aumentadas como resultado do jejum,
independentemente do treinamento.

Garcia-Salguero e Lupianez em 1988, também estudando os
efeitos do jejum, demonstraram em tdbulos proximais renais que o fluxo
gliconeogénico foi progressivamente estimulado durante um periodo de 48
horas de jejum, devido, em parte, ao aumento significativo na atividade das

enzimas frutose 1,6-bifosfatase e fosfoenolpiruvato carboxiquinase.

REGULACAO DO METABOLISMO DA GLICOSE

Na manutencdo homeostatica da glicose, o figado e o rim sao
dependentes da interacdo de diferentes mecanismos regulatérios, tais como
hormonios classicos para a manutencao da glicemia, a glicose por si sb, e o
suprimento de substratos gliconeogénicos. Na ultima década, tem se tornado

claro que mediadores paracrinos e o sistema nervoso autonémico também
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exercem um potente papel regulatério. Alteracbes funcionais em diferentes
partes deste sistema (p.e. na doenca hepatica e no diabetes mellitus)
perturbariam o metabolismo da glicose. Assim, o conhecimento de como a
gliconeogénese € regulada é de fundamental importancia clinica e fisiologica
(Corssmit e cols., 2001).

Existem muitas diferencas nos efeitos destes sistemas
regulatérios tanto na producao hepatica quanto na produgao renal de glicose. A
producdo renal e hepatica de glicose pode ser inibida pela insulina e
estimulada pelas catecolaminas, pelo cortisol e pelo horménio do crescimento
(Cersosimo e cols., 1998, 2000c; Meyer e cols., 1998, 2002a; Corssmit e cols.,
2001). Ja o glucagon tem efeito estimulatério somente na producao de glicose
hepatica (Gerich, 2000; Corssmit e cols., 2001). Durante o periodo pés-
absortivo, os niveis de glucagon aumentam, contudo, estes niveis elevados de
glucagon nao exercem efeito sobre a atividade gliconeogénica renal (Stumvoll
e cols., 1998).

Muitos experimentos in vitro levaram a acreditar que a producao
renal de glicose era insensivel aos hormbnios e que era regulada
primariamente pela disponibilidade de substratos. Entretanto, estudos feitos em
caes demonstraram que a hiperinsulinemia fisiolégica pode, simultaneamente,
inibir a producdo de glicose e estimular a utilizacdo de glicose pelo rim
(Cersosimo e cols., 1994). A hipoglicemia induzida pela insulina esta associada
a um aumento duplicado na producédo renal de glicose. Estas observagdes
sugerem que a producao de glicose pelo rim, semelhante ao figado, é inibida
pela insulina e estimulada por horménios contrarreguladores, particularmente

as catecolaminas (Cersosimo e cols., 1997, 1999).
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Cersosimo e cols. (1999, 2000a) também demonstraram a
influéncia hormonal sobre a gliconeogénese. Em estudos utilizando diferenca
arteriovenosa em humanos foi estabelecida a acao inibitéria da insulina sobre a
gliconeogénese renal. Assim, durante a hiperinsulinemia fisiolégica, a produgao
renal de glicose é suprimida e a utilizacao de glicose pelo érgao é estimulada.
Concomitantemente, a reducdo na circulagdo de acidos graxos livres e na
gliconeogénese sistémica e renal a partir de glicerol, sugerem que a insulina
exerce efeitos periféricos na producao e utilizacdo de glicose, em parte por
reduzir a producédo e aumentar a utilizacdo de glicose pelo rim.

Resultados de trabalhos recentes indicam que tanto a liberacao
renal de glicose quanto a liberacdo hepatica estdo sob comando da insulina.

Estas observacdes sugerem que pode haver diferencas entre a liberacao

[0

hepatica e renal de glicose. Uma parte da glicose liberada pelo figado

Q-

resultado da glicogendlise, um processo que parece nao ser tao sensivel
acao da insulina quanto a gliconeogénese. Entretanto, a liberacdo de toda a
glicose pelo rim decorre deste processo. A infusdo de insulina na artéria
esplancnica ndo aumenta a liberacdo de glicose hepatica, porém isto foi
observado quando a insulina foi injetada na artéria renal, sugerindo um efeito
direto da insulina sobre o 6rgao (Meyer e cols., 1998). Além disso, estudos
indicam que a gliconeogénese renal é, de fato, mais sensivel a agdo da insulina
do que a gliconeogénese hepatica (Cersosimo e cols., 2000a; Gustavson e
cols., 2004).

Em outros experimentos feitos em pacientes com diabetes
insulino-dependente, a insulina suprimiu a producéo de glicose renal em 50%,

enquanto que a producdo de glicose hepatica diminuiu em 80%. Isto sugere
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que no diabetes, o rim é menos sensivel ao efeito supressor da insulina na
producgao de glicose do que o figado (Stumvoll e cols., 1997).

Meyer e cols. (1998) realizaram estudos em humanos onde foi
demonstrado que concentracoes fisioldgicas de insulina exercem importantes
acOes sobre a utilizacdo dos substratos gliconeogénicos, particularmente no
metabolismo da glutamina. Assim, ficou estabelecido que a gliconeogénese a
partir da glutamina é mais sensivel a agao da insulina nos rins do que no
figado, sugerindo uma acéao indireta da insulina (mediada por mudancas no
fluxo sanguineo renal e na captacao renal de acidos graxos livres) em vez de
um mecanismo direto sobre o transporte renal de glicose.

O maior estimulo para a gliconeogénese renal parece resultar da
estimulacdo - i-adrenérgica (Corssmit e cols., 2001). Estudos feitos por
Stumvoll e cols. (1995, 1998) demonstraram que concentragdes fisioldgicas de
adrenalina estimulam a liberacdo renal de glicose. A adrenalina aumenta em
até 60% a producao de glicose sistémica no homem. No figado, a adrenalina
aumenta a producédo de glicose em 50%, enquanto que no rim a producéo
aumenta em 100%. As concentracdes circulantes de adrenalina, apdés a sua
infusdo no sangue, foram similares aquelas encontradas durante o periodo
hipoglicémico. A adrenalina infundida foi capaz de promover um aumento
sustentado na liberagéo de glicose pelo rim, e apos trés horas, essencialmente
todo o aumento na producdo de glicose foi proveniente do rim. O efeito
estimulatério da adrenalina sobre a producao de glicose renal ocorreria por um
mecanismo direto, pela mediacdo de AMPc, ativando as enzimas da via
gliconeogénica renal, como foi demonstrado in vitro por Kurokawa e Massry

(1973). A regulagdo também poderia ser indireta, pelo aumento da
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disponibilidade de substratos, uma vez que a adrenalina aumenta a
disponibilidade de precursores gliconeogénicos (Sacca e cols., 1983; Stumvoll
e cols., 1997).

Mediante experimentos feitos em humanos apés a infusdo de
adrenalina (Meyer e cols., 2003), foi concluido que: 1) o lactato é o substrato
predominante na gliconeogénese estimulada por adrenalina tanto no figado
quanto nos rins; 2) a gliconeogénese hepatica e renal a partir de lactato e
glicerol sao similarmente sensiveis a estimulacdo com adrenalina e, 3) a
adrenalina aumenta a gliconeogénese a partir de lactato e glicerol por
aumentar a disponibilidade de substratos e a eficiéncia gliconeogénica pelo rim.
Sugere-se que este aumento na capacidade gliconeogénica renal seja devido
aos efeitos diretos e indiretos da adrenalina sobre os rins. Em estudos
realizados in vitro nos quais a disponibilidade de substratos foi constante, foi
demonstrado que a adrenalina estimula diretamente a gliconeogénese renal em
diversas espécies animais. Em contraste, Conjard e cols. (2001) relataram que
a gliconeogénese renal nao responderia a estimulacao direta pela adrenalina
em humanos e sim seria devido a estimulacdo indireta (mecanismo - -
adrenérgico). A analise destes dados permite estimar a importancia da
regulagcdo da via gliconeogénica pela adrenalina, principalmente durante o
estado p6s-absortivo em humanos.

O papel do fornecimento do substrato na manutencao da
producgao de glicose é limitado durante o estado pés-absortivo e apdés um curto
periodo de jejum (menor do que 86 h). Durante 86 horas de jejum a producao
de glicose nao pode ser estimulada pelo aumento do suprimento de substrato.

A producao de glicose diminui somente quando o suprimento de substrato é
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diminuido para niveis abaixo dos fisiolégicos. Consequentemente, a producao
de glicose durante um curto tempo de jejum nao é dependente do fornecimento
de precursores. Ap6s um jejum prolongado, entretanto, o reabastecimento dos
estoques de precursores gliconeogénicos resultam em um aumento na
producgao de glicose (Corssmit e cols., 2001).

Hormdnios menos conhecidos por seus efeitos glicorregulatérios,
tais como o horménio tiredideo e a vasopressina, estimulam somente a
producdo hepatica de glicose, enquanto o horménio da paratire6ide exerce
efeitos estimulatérios somente sobre a gliconeogénese renal (Meyer e cols.,
1998; Corssmit e cols., 2001).

A partir destes dados, torna-se clara a participacdo hormonal
sobre a regulacao da via gliconeogénica no rim, evidenciando uma importante
participacao deste 6rgao na manutencao da homeostase da glicose.

Além dos mecanismos hormonais, foi determinado que a
liberacdo de glicose é regulada predominantemente pela concentracao de
glicose plasmatica. Este processo, freqientemente referido como
autorregulagéo, tem sido abordado em muitos estudos in vivo e in vitro. O
aumento na concentracdo de glicose inibe a liberacdo de glicose in vitro em
figado de rato e hepatdcitos isolados e inibe a producao de glicose in vivo em
humanos, independente de mudangas nos horménios glicorregulatérios. No
estado poés-absortivo, a reducdo na glicogendlise hepatica e o aumento da
glicose circulante sdo os primeiros mecanismos pelos quais ocorre a resposta
autorregulatéria (Corssmit e cols., 2001).

Segundo o mecanismo de autorregulacdo, um aumento na

concentracao plasmatica de glicose, comparado com a concentracao
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euglicémica, inibe a producao hepatica de glicose em ratos in vitro e em
humanos in vivo, em parte por mecanismos ainda n&o conhecidos. O
decréscimo na concentracdo plasmatica de glicose aumenta a producao
hepatica de glicose in vitro em ratos e in vivo em humanos (somente quando
existe hipoglicemia severa), também por mecanismos ainda desconhecidos
(Corssmit e cols., 2001).

Portanto, a produgcdo de glicose, essencial para a homeostase
durante o periodo poés-absortivo, é regulada pela interacao delicada entre
diferentes mecanismos glicorregulatérios, que exercem suas influéncias sobre

a glicogendlise e a gliconeogénese hepatica e a gliconeogénese renal.

FATORES QUE INFLUENCIAM A ATIVIDADE METABOLICA

De acordo com os dados até aqui relatados, esta estabelecido
que a gliconeogénese é uma via chave para a homeostase da glicose. Além
disso, estd clara a participagcdo dos rins neste processo, bem como
estabelecidos o0s seus principais precursores. As conseqliéncias de alguns
aspectos metabdlicos que levam a alteracées no equilibrio desta via e como
estes aspectos perturbam o metabolismo da glicose também foram expostos.
Porém, sdo poucos os trabalhos que investigam este importante processo
fisioldgico em outras condicoes, tais como a influéncia da sazonalidade e a
influéncia sexual quando comparamos machos e fémeas. Sendo assim,
relacionaremos estudos que influenciam a atividade metabdlica com a via

gliconeogénica e suas implicagdes fisiolégicas.



INTRODUGAO GERAL 39

Sazonalidade e Metabolismo

A incidéncia de muitas doencas, incluindo doencas
cardiovasculares, tende a agravar-se num padrao circadiano. Por exemplo, a
pressao arterial € caracterizada por uma diminuicdo noturna e um aumento
diurno. Esta oscilagdo parece ser mediada principalmente pelas variacoes
circadianas no tbnus simpatico ligado a mudancas nas atividades fisicas e
mentais. A literatura esta repleta de estudos sobre as mudancas circadianas,
tais como o ritmo circadiano da temperatura corporal e muitas outras variaveis,
porém pouco se sabe sobre as variagdes sazonais. Bell6-Klein e cols. (2000)
estudaram as mudancas sazonais que ocorrem durante o estresse oxidativo no
coracdo e no figado de ratos. Os resultados obtidos com este estudo
demonstraram que a atividade das enzimas antioxidantes no coragdo e no
figado de ratos foi diferente entre as estacdes. As atividades das enzimas
glutationa peroxidase e catalase estavam significativamente aumentadas no
verao, comparadas com as outras estacdes nos dois 6rgaos. Além disso,
diferencas na peroxidacao de lipidios foram observadas durante a primavera no
coragdo, onde os niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitutico
(TBARS) foram maximos.

A atividade das enzimas glicoliticas (lactato desidrogenase,
piruvato quinase, hexoquinase) também foi examinada em ratos apdés a
irradiacao cronica por raios X. Foi demonstrado que a atividade das enzimas
glicoliticas em fémeas era diferente, e ndo s6 era diferente como também
variava muito ao longo das estacées. Os dados obtidos provam que as

mudancas na atividade das enzimas glicoliticas, apés irradiacéo, sao causadas
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pelas peculiaridades sazonais do estado fisioldgico desses animais
(Starykovych e cols., 1996).

Muitos aspectos do sistema endécrino também estdo sujeitos a
variagdo sazonal. Entre eles, a liberacdo plasmatica de cortisol e a
sensibilidade tecidual aos glicocorticéides. Estudos feitos em humanos por
Walker e cols. em 1997, confirmaram que os niveis de cortisol foram mais altos
no inverno. Este aumento na atividade dos glicocorticéides pode contribuir para
o aumento do numero de doencas, tais como doencas infecciosas, depressao e
doencas cardiovasculares, que possuem maior incidéncia durante o inverno.

Cuendet e cols. (1975) também investigaram a resposta hormonal
em camundongos ao longo do ano. Demonstraram que, durante o inverno, os
camundongos magros mobilizavam gordura insuficiente (devido aos estoques
deficitarios) para permitir sobrevivéncia ao longo do jejum de trés dias. Em
contraste, no verdo, o mesmo animal sobreviveu durante sete dias e
demonstrou evidéncias de grande mobilizacao lipidica, cetose e capacidade de
conservar proteina. A insulina, o glucagon e a proporcao insulina/glucagon
provavelmente foram responsaveis pela conversao ao estado catabdlico e pela
mobilizacdo de substratos e estimulacdo da gliconeogénese e da cetogénese.
Assim, estes dados enfatizam as mudangcas ocorridas no metabolismo
hormonal particularmente em diferentes estacdes do ano.

Com relacdo as alteragdes imunolégicas, tem sido observado em
individuos normais que a resposta humoral aumenta na primavera-verao e
diminui no outono-inverno. Desse modo, foi demonstrado em ratos que o
estresse aumenta a resposta imune no periodo mais quente do ano e diminui

durante o periodo mais frio. Isto demonstra a influéncia do estresse e também



INTRODUGAO GERAL a

da variacdo sazonal no ritmo anual basico deste tipo de resposta (Amat e
Torres, 1993).

A partir destes dados, estéa clara a influéncia das estagées do ano
em muitas atividades metabdlicas em mamiferos e a necessidade de se
considerar estas variacdes sazonais em muitos outros processos fisioldgicos,

tais como a via gliconeogénica.

Diferencas Metabdlicas entre Machos e Fémeas

Muitos mamiferos exibem diferencas fenotipicas ébvias entre
machos e fémeas, e muitas diferencas hormonais, quimicas e anatémicas tém
sido atribuidas ao sexo. As diferengcas envolvendo machos e fémeas na
expressao génica ligada a fatores tais como anemia, hipertensao e disfungao
renal, tém sido investigadas. Rinn e cols. (2004) realizaram pesquisas de
expressao génica em camundongos machos e fémeas e analisaram diferencas
no hipotalamo, figado, rins e génadas. Os dados obtidos indicaram que a
maioria dos genes diferentemente expressos nos rins e no figado estédo
envolvidos no metabolismo de drogas ou na regulacdo osmética, acarretando
importantes diferencas nas habilidades que machos e fémeas tém de
responder as drogas ou adquirir hipertensdo. E importante ressaltar que uma
significante quantidade de genes foram expressos diferentemente nos rins de
machos e fémeas, incluindo genes da citocromo p450 que séao
preferencialmente expressos em rins de machos. Isto aponta essenciais
diferencas nos rins de ambos 0s sexos no que diz respeito ao metabolismo e a

regulacao osmética, fungdes fundamentais deste érgao.



INTRODUGAO GERAL 42

Os rins possuem um papel central na manutencdo da
homeostase eletrolitica e na regulacdo do volume do fluido extracelular. A
regulacdo do transporte de ions sodio (Na*) e agua através do limen do néfron
distal € um mecanismo critico pelo qual a homeostase é mantida.
Anormalidades nos canais de Na* presentes no tdbulo contorcido distal e no
ducto coletor podem levar a disfungao na regulacdo do volume extracelular. A
atividade destes canais pode ser modulada por inimeros horménios incluindo
aldosterona, vasopressina, insulina e catecolaminas. Recentemente, foi
demonstrado que estrégeno e progesterona também podem modular o0 mRNA
e a expressao funcional dos canais de Na'. Assim, foi sugerido que o
funcionamento renal dos canais de Na* é diferente entre homens e mulheres. A
partir destes dados, Gambling e cols. (2004) demonstraram em ratos que o0s
niveis de mMRNA dos canais de Na* sdo mais altos em fémeas do que em
machos, levando a uma série de conseqiéncias devido ao aumento na
retencdo de agua e sobdio, tais como edema periférico e ganho de peso,
principalmente na fase litea do ciclo e durante a prenhez.

Observando a disparidade entre machos e fémeas na
susceptibilidade para o dano isquémico renal e sua importancia central na
fisiologia da bomba Na*/K*-ATPase, Fekete e cols. (2003) realizaram
experimentos de injuria renal em ratos e observaram alteragdes ligadas ao
sexo. Os resultados mostraram que os danos estruturais no tecido renal apés
isquemia-reperfusdo sao menos severos em fémeas do que em machos. Além
disso, os resultados sugerem consideraveis influéncias do sexo na expressao
pds-isquémica do mMRNA da subunidade * 1 da bomba Na'/K*-ATPase. Assim,

a possibilidade de prejuizos na translocacao das proteinas da subunidade - ;
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da bomba ocorre em machos, e ndo em fémeas. Isto pode ser atribuido ao fato
de que a proporgcao entre estrogenos e andrégenos (e nao a testosterona ou o
estrogeno por si sO) possui um papel importante na diferenca de
susceptibilidade ao dano poés-isquémico em machos e fémeas. Desse modo, foi
demonstrado que a bomba Na'/K*-ATPase é mais estavel em fémeas e isto as
protegem dos efeitos prejudiciais da injuria renal pos-isquémica. Em rins de
fémeas 0 mRNA para a expressao de proteinas da subunidade ¢ | e a atividade
da bomba sao mais altos do que em machos, ap6s a injaria. Estas diferencas
sexuais especificas na bomba Na'/K'-ATPase podem ser caracteristicas
adicionais importantes na modulacao da fisiologia renal entre ambos os sexos.
Diferencas na pressdo arterial associadas ao sexo foram
observadas em animais e em humanos. Assim, os homens possuem niveis de
pressao arterial mais altos do que mulheres, até 60-70 anos, quando a pressao
em ambos 0s sexos se iguala. Por esta razdo, homens apresentam maiores
riscos de desenvolver complicacdes renais e cardiovasculares. Os mecanismos
responsaveis por estas diferencas sexuais na pressdao ainda ndo sao
totalmente entendidos, porém, muitas hip6teses tém sugerido o papel dos
horménios sexuais femininos e masculinos (Perchére-Bertisch e Burnier, 2004).
Os rins sdo os 6rgaos que possuem o0 maior papel na regulacao
da pressao arterial. Estudos feitos por Reckelhoff (1998), tém demonstrado que
a natriurese por pressdo em ratos espontaneamente hipertensos esta
relacionada com os horménios sexuais. Além disso, o0 sistema renina-
angiotensina, um sistema hormonal chave na regulacdo da pressao arterial,
também possui diferencas relacionadas ao sexo em varios componentes da

cascata. Em animais, significativas diferencas foram observadas entre machos
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e fémeas em relacdo ao sistema renina-angiotensina. A administracao de
testosterona em fémeas ovariectomizadas aumenta a atividade da renina no
plasma e diminui em machos apdés a castracdo. Este dado sugere que a
testosterona estimula o sistema renina-angiotensina e isto evidencia que a
resposta a estimulacdo deste sistema reflete diferencas entre homens e
mulheres (Perchére-Bertisch e Burnier, 2004).

O rim é o 6rgao-alvo de muitos hormbnios com importantes
efeitos fisiol6gicos e patolégicos na funcdo sistémica e renal. Em relacdo aos
hormonios sexuais, a testosterona tem efeito estimulatério em muitas fungdes
celulares (p.e. secrecao), considerando que horménios sexuais femininos nao
possuem efeitos claros sobre a fungdo renal. A acdo da testosterona resulta
numa maior capacidade de transporte de glicose em homens do que em
mulheres (Reyes e cols., 1998). Além disso, a testosterona aumenta o
transporte transepitelial de cloreto e nos niveis de AMPc em linhagens de
células derivadas de néfron distal de caes (Schandu e cols., 1997). Muitas
diferencas entre espécies também sao relatadas. Caes machos possuem maior
secregao de creatinina do que as fémeas. Contudo, em ratos machos, a
secregao de creatinina ocorre provavelmente através do caminho direto dos
anions organicos, o que nao ocorre nas fémeas (Harvey e Malvin, 1965).
Experimentos feitos por Reyes e cols. (1998) demonstraram que em fémeas de
ratos a testosterona aumentou a capacidade secretora para niveis similares
aos constatados para os machos, sugerindo assim que este horménio é
responsavel pela diferenca sexual observada na funcédo renal destes animais. E
importante salientar que este aumento da capacidade secretora das fémeas

nao foi relacionado ao aumento na massa corporal, pois o0s ratos tratados com
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testosterona apresentavam uma média de peso inferior aos constatados em
fémeas-controle.

Estudos realizados por Noonan e Banks (2000) em camundongos
com diabetes tipo Il induzida pela dieta, revelaram diferencas ligadas ao sexo
em relacdo a concentracdo plasmatica de glicose e insulina, bem como na
excrecao de eletrélitos pelos rins, incluindo proteinas totais. Além disso, foi
constatada interacdo entre dieta e sexo, que levou a diferencas significativas
no peso (em gramas) dos rins. Fémeas apresentaram valores de peso médio
dos rins inferiores aos rins de machos em animais controle e em dieta. Dados
de Hammond e Janes (1998) também evidenciaram diferencas entre
camundongos machos e fémeas alimentados com dieta rica em proteinas. Os

valores de massa renal e funcao renal refletiram diferengas entre os sexos.

Em vista de todas as evidéncias relatadas de que o0s rins
possuem um importante papel sobre o metabolismo, especialmente sobre a via
gliconeogénica e que podem sintetizar glicose dentro de diferentes condicoes,
investigamos a participacdo dos rins na gliconeogénese durante o jejum
prolongado sob diversos aspectos. A influéncia da sazonalidade nesta via foi
um dos objetivos deste trabalho, ja que nao foram encontrados estudos na
literatura. Do mesmo modo, as diferencas ligadas ao sexo no metabolismo dos
carboidratos também foram investigadas, além da observacao da atividade da
via gliconeogénica no rim a partir de dois substratos, lactato e glicerol. Assim,
esse estudo contribuiu com alguns aspectos ainda nao relatados sobre a
gliconeogénese renal e sua importancia na manutencdo da homeostase da

glicose.



OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo geral avaliar a capacidade
gliconeogénica nos rins de ratos submetidos ao jejum. Para isto, teve-se como

objetivos especificos:

e avaliar, in vitro, a formacao de glicose pela via gliconeogénica a partir de
dois precursores (lactato e glicerol) no cortex e na medula renal de ratos

controles e submetidos ao jejum experimental;

e estimar a formacao de glicose pela via gliconeogénica no cortex e na
medula renal de ratos controles e submetidos a diferentes tempos de
jejum em duas estacbes do ano, no inverno e no verao (variacao

sazonal);

e determinar a formacao de glicose pela via gliconeogénica no cortex e na
medula renal de ratos machos e fémeas, controles e submetidos a 120

horas de jejum experimental,

e avaliar, in vitro, 0s niveis glicémicos dos animais controles e submetidos

a diferentes tempos de jejum.



MATERIAIS E METODOS

ANIMAIS

Os modelos experimentais utilizados neste trabalho foram ratos
Wistar, provenientes do Biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Todos os procedimentos experimentais que o0s animais foram
submetidos obedeceram as normas estabelecidas pela Comissao de Pesquisa
e Etica em Salde, do Grupo de Pesquisa e Pos-Graduacdo do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, RS (Goldim e Raimundo, 1997).

Foram utilizados animais machos e fémeas, com
aproximadamente dois meses de idade. Os animais foram separados em
grupos de 2 ou 4 e distribuidos em caixas plasticas com cobertura de
maravalha, alimentados com racdo padrao para ratos (Moinhos Purina, Porto
Alegre-RS) e agua ad libitum.

O ambiente em que 0s animais permaneciam era mantido com
temperatura controlada entre 22 e 24° C e com ciclos claro/escuro de 12 horas

durante todo o periodo experimental.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL
Grupos

Os animais denominados controle permaneceram nas condicoes
normais de manutencdo (temperatura e fotoperiodo controlados, agua e

comida ad libitum).



MATERIAIS E METODOS 48

Os animais dos grupos experimentais foram submetidos a
diferentes tempos de jejum: 48, 72 e 120 horas, no qual permaneciam com
temperatura e fotoperiodo controlados, agua a vontade, porém a ragao era
retirada e nenhuma outra forma de alimentacao era oferecida.

Além disso, animais machos e fémeas eram separados e,
posteriormente, também eram submetidos ao jejum.

Os experimentos foram realizados ao longo do ano e divididos
basicamente em dois grandes grupos, de acordo com a temperatura e o
fotoperiodo, em grupo de inverno (experimentos realizados de maio a agosto) e
grupo de verao (experimentos realizados de outubro a marco).

Todos os animais foram mortos por deslocamento cervical e o
indice de mortalidade foi nulo ao longo de todos os periodos experimentais

realizados.

Jejum

O protocolo utilizado para a realizacao do jejum nos animais dos
grupos experimentais foi 0 seguinte: a comida era retirada pela manha e a
partir dai contava-se 48, 72 e 120 horas sem alimentagao. Primeiramente era
retirada a comida do grupo que passaria 0 maior tempo de jejum, ou seja, O
grupo de 120 horas. Apds, retirava-se a comida do grupo de 72 horas e assim
por diante até que todos 0s grupos terminassem ao mesmo tempo o periodo de
jejum determinado.

Assim, atingido o tempo de jejum experimental para todos os
grupos, 0s animais eram mortos pela manha, e em seguida procediam-se os

experimentos. O peso em gramas dos ratos controles, bem como dos ratos em
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jejum era determinado antes e apds os tempos de jejum especificados (Tabelas
1e2).

Tabela 1. Variagcdo no peso (em gramas) das fémeas antes e apds os
periodos de jejum.

GRUPOS  protocolo protacolo_ Porcentagem

experimental (n=12) experimental (n=12)

Controle 157,3+7,3 176,5 +15,8 +12,2%
Jejum 48 horas 160 + 11,3 159 + 12,7 -0,62%
Jejum 72 horas 161 +£9,9 151,5+7,8 -5,9%
Jejum 120 horas 154,5+0,7 130,1 +£15,5 -15,8%

Valores expressos em média + DPM.

Tabela 2. Variagdo no peso (em gramas) dos machos antes e apds os
periodos de jejum.

Peso antes do Peso apés o

GRUPOS protocolo protocolo P:erc‘:lear:it:gée(r)n
experimental (n=8)  experimental (n=12) ¢
Controle 181 +£9,5 233,6 £15,7 +29%
Jejum 120 horas 196 £ 17,3 147,8 £ 36,6 -24,6%

Valores expressos em média + DPM.

Procedimentos Experimentais

Decorrido os tempos de jejum dos grupos experimentais, todos o0s
animais, incluindo os animais controle, eram mortos e em seguida, procedia-se
a coleta de sangue diretamente do coracao para a dosagem da glicose. Os rins
eram excisados e colocados em placas de Petri devidamente identificadas e
com solucéo fisiolégica gelada (Ringer Bicarbonato em mmol/L: NaCl 118,3;
KCl 4,7; CaCl, + 2H,0 2,5; MgSO4 + 7H,0 1,2; KH,PO4 1,2; NaHCO; 25,0; pH

7.,4).
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Dos rins retirava-se a gordura perirrenal juntamente com a
capsula renal. Entdo, estes 6rgaos eram cortados longitudinalmente, com
auxilio de um slicer manual, em finas fatias de aproximadamente 800 a 1000
pum de espessura. De cada rim eram obtidas de 2 a 3 fatias. Estas fatias eram
separadas em cortex e medula, originando assim, duas amostras de tecido
renal em cada uma das fatias. E importante salientar que, o nimero amostral
apresentado nos resultados dos experimentos feitos com jejum é relativo ao
nuamero de amostras de tecido, ou seja, de cortex e medula, e ndo corresponde

ao numero de animais utilizados.

ESTUDO IN VITRO

Os tecidos, separados em cortex e medula, eram secados em
papel filiro e dispostos em tubos de 5 mL contendo 1000 pL de solugéo
fisiolégica (descrita anteriormente) acrescida de 0,2 pCi de precursor
gliconeogénico marcado (L-[U-'*C]-Acido Latico, Atividade Especifica: 157
mCi/mmol, Amersham Life Science ou [U-'*C]-Glicerol, Atividade Especifica:
142 mCi/mmol, Amersham Life Science) juntamente com precursor
gliconeogénico ndo marcado (ver adiante). Os tubos eram pesados antes e
apos a colocacao da amostra para que fosse determinado o peso do tecido. A
seguir era feita a substituicio da fase gasosa por carbogénio (0.:CO,, na
proporcao 95:5% v/v). Estudos prévios demonstraram que 5% de CO. no meio
de incubagao nao altera significativamente a atividade gliconeogénica. Os
tubos eram fechados e incubados em banho metabdlico do tipo Dubnoff sob

agitacao constante a 37° C.
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Primeiramente foi realizada uma curva de tempo de incubacao
cuja finalidade foi detectar o melhor tempo de incubacdo para que fossem
realizados os outros experimentos (Figura 5). Foram utilizadas fémeas Wistar
controle e foram testados os tempos de 30, 60 e 120 minutos de incubacéo
para se avaliar o comportamento da conversao do precursor marcado em
glicose. Nesta curva, ndo foram detectadas diferencas significativas entre os
tempos e também entre as duas amostras de tecido analisadas (cortex e
medula). Porém, verificou-se que no tempo de 60 minutos os valores obtidos
da formagao de '*C Glicose a partir de "C Acido Latico pela via gliconeogénica
eram mais adequados. Por este motivo, foi estabelecido o tempo de 60 minutos

para a incubacao das amostras em todos os experimentos que se seguiram.

300 - [5]
[5] -
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14C Glicose formada a partir déC Acido Laticd]tmoles/g/h;

30 60 120

Tempos de Incubacédo (min)

Figura 5. Formagao de ['*C]Glicose a partir de ['*C]Acido Latico no tecido renal de
ratos controle em diferentes tempos de incubagédo. Cortex renal (CX) e medula
renal (MD), respectivamente. Dados representados como média £ DPM. Numero
amostral indicado entre colchetes.
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Também com fémeas controle foi avaliada a capacidade
gliconeogénica no cértex e na medula, em presenca de concentracoes
crescentes de precursor gliconeogénico ndo marcado (Figura 6). Foram
adicionadas ao meio de incubacéao as concentragcdes de 2,5; 5; 10; 20 e 40 mM
de acido latico nao marcado e foram detectadas diferengas significativas da
concentracado de 10 mM em relacdo as outras, exceto em relacdo a
concentracao de 20 mM. Assim, considerou-se que a concentracdo de 10 mM
era a mais adequada, e adotou-se esta concentracdo para a realizacdo dos

demais experimentos.
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Figura 6. Formagao de [“C]Glicose a partir de ['*C]Acido Latico no tecido renal de ratos
controle em diferentes concentragdes de acido latico frio. Coértex renal (CX) e medula renal
(MD), respectivamente. Dados representados como média + DPM. Ndmero amostral
indicado entre colchetes. *: diferenca em relacdo as concentracdes de 2,5; 5 e 40 mM
(p<0,001).

Ao final de cada periodo de incubagéo, os tubos eram retirados
do banho e imersos imediatamente em recipiente com gelo para interromper as

atividades metabdlicas.
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Do meio de incubagéo, 300 uL eram transferidos para tubos de
1,5 mL para a desproteinizacdo com 75 uL de Ba(OH), saturado + 75 pL de
ZnS0O4 a 2% (Sommogy, 1945). Apds era realizada a centrifugacéao dos tubos a
3000 rpm (Centrifuga Eppendorf) durante 10 minutos e o sobrenadante era
retirado e utilizado para a determinacdo da '*C-Glicose formada pela via

gliconeogénica.

DETERMINAGCAO DA GLICONEOGENESE RENAL

A determinacdo da '“C-Glicose foi realizada por meio de
cromatografia em camada delgada (placas de aluminio com silica gel 60
MERCK), conforme método descrito por Baker e cols. (1965). Utilizou-se como
solucdo carreadora 200 mL da mistura de solvente constituida de n-butanol:
alcool etilico 95%: acido acético 5,4% na proporcao de 500:316:184 (v/v/v). A
atmosfera da cuba era previamente saturada. Ao solvente era permitido correr
6 cm na placa a partir do ponto de origem, onde eram aplicadas as amostras.
Foram aplicados 10 pL da amostra juntamente com 10 pL de solugéo padrao
de glicose ndo marcada na concentracdo de 1,5 mg/mL (150 mM/g) e, como
controle, foram utilizados 20 uL da solugdo padréao de glicose. A glicose foi
revelada nas placas de cromatografia (Figura 7) com uma solucao de alcool
etilico 95%: anisaldeido: acido sulfurico concentrado, na proporgcéo de 18:1:1
(v/v/v). As bandas arredondadas com aproximadamente 2 cm eram recortadas
e colocadas diretamente em 3 mL de liquido de cintilagao [Tolueno-Triton X-
100 (2:1), PPO (0,4%) e POPOP (0,01%)]. Durante 24 horas as amostras eram

o]

deixadas imersas no liquido de cintilacdo e sob refrigeragdo (4-7° C). A
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radioatividade foi medida em espectrometro de cintilagéo liquida (LKB-Wallacc)
com 95% de eficiéncia, calibrado com uma curva de corre¢éo para DPM. Os

resultados foram expressos em pmoles de '*C-precursor convertido em '*C-

Glicose . g de tecido . h™ de incubacéo.

Figura 7. Placa de cromatografia com as bandas de glicose
reveladas: PDR: padrédo e AMT: amostras

DETERMINAGAO DA GLICEMIA

As amostras de sangue que eram coletadas dos animais no
momento do sacrificio eram acondicionadas em tubos de 1,5 mL previamente
heparinizados (Liquemine ®), para evitar a coagulagao. A seguir realizava-se a
separacdo do plasma e dos elementos figurados mediante centrifugacao a
5000 rpm durante 10 minutos. O plasma era entdo congelado para posterior
andlise da glicemia.

Os niveis de glicose plasmatica dos animais eram determinados
pelo método de glicose-oxidase pela utilizacdo do teste colorimétrico

enzimatico Glicose PAP Liquiform (Kit ENZICOLOR, LABTEST Diagnéstica). O
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teste era realizado misturando um reagente de cor juntamente com 10 pL de
amostra de plasma e medido em espectrofotbmetro (Espectrofotbmetro
Ultraspec 2000 — Pharmacia Biotech) com comprimento de onda de 505 nm.
Os resultados foram expressos em mg/dL e o nUmero amostral corresponde ao

nuamero de animais os quais foram coletadas amostras de sangue.

TRATAMENTO ESTATISTICO

Os resultados foram expressos como a média mais ou menos ()
o desvio padrao da média (DPM). Os dados experimentais obtidos foram
analisados por meio de analise de variancia (ANOVA) de uma via, com teste de
comparacao Student-Newman-Keuls (SNK). Para dados ndo pareados foi
utilizado teste t de Student. As diferencas entre as médias foram consideradas
significativas quando os valores de probabilidade eram iguais ou menores que
0,05 (p < 0,05). As andlises estatisticas foram realizadas com o programa

Sigma Stat versao 2.0 compativel com Windows.
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ABSTRACT

The gluconeogenic pathway is a central one in the study of cell
biosynthetic processes which, in animal tissues, lead to glucose formation from
non-carbohydrate precursors. Several studies have showed that kidneys
increase the contribution for glucose release in circulation during starvation.
However, few works have focused on this important physiologic process in
other conditions. The aim this work was thus to evaluate the seasonal and
sexual influences on renal gluconeogenesis in animals submitted to prolonged
fasting. The rats' kidneys were excised, sliced and separated in two parts,
cortical and medullar. The samples were incubated in physiological solution with
0.2 uCi of ™C-Latic acid or C-Glycerol. The 'C-Glucose was calculated
through chromatography and expressed in umoles/g tissue/hour. In order to
evaluate seasonal influence, the experiments were carried out in two periods of
the year, winter and summer, and the gluconeogenic activity showed
differences between the two seasons. In the winter, the gluconeogenic activity
in the kidneys of control rats was significantly lower than in summer. Moreover,
the animals submitted to 48 and 72 hours of starvation showed decreased renal
gluconeogenesis as compared to the control group. After 120 hours of
starvation, however, the gluconeogenic activity increased and was similar in the
two seasons. Several aspects could be influencing these differences, such as
basal metabolism and the hormonal and enzymatic variation on the pathway. In
this study we also found that the renal glucoenogenic activity showed
differences between male and female rats. The results indicated that glucose

formation through labeled lactic acid is higher in females than in males. These
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differences between male and female rats in renal gluconeogenesis are likely to
be due to hormonal variation and the various factors interconnected with this
variation. In conclusion, this study has contributed to elucidate questions not
investigated as yet in the literature, such as the importance of seasonal and

sexual variations on the renal gluconeogenic pathway in starving rats.

Keywords: glucose, renal gluconeogenesis, starvation, seasonal and sexual

differences.



INTRODUCAO

A via gliconeogénica é uma via central no estudo dos processos
biossintéticos celulares que, nos tecidos animais, leva a formacao de glicose
partindo de precursores nao-glicidicos (Lehninger, 1995). A gliconeogénese
permite a manutencao dos niveis de glicose no sangue, muito tempo depois de
toda a glicose da dieta ter sido absorvida e completamente oxidada (Devlin,
2003). Segundo Moon (1988), a precisa contribuicdo desta via na manutengao
da glicemia difere conforme a espécie e sua capacidade de adaptacao
bioquimica as mudancas nos niveis glicémicos.

Somente dois 6érgaos no corpo humano - o figado e o rim -
possuem a capacidade de fazer com que a glicose seja liberada para a
circulacdo como um resultado de gliconeogénese (Stumvoll e cols., 1999;
Gerich e cols., 2001).

Estudos demonstraram que o lactato é o principal precursor
gliconeogénico, seguido do glicerol e da glutamina. De acordo com estes
dados, o lactato € responsavel por aproximadamente 50% da gliconeogénese
renal (Cano, 2002; Meyer e cols., 2002a, 2002b). Além do lactato, o glicerol
também estimula a formacdo de glicose (Lietz e Bryla, 1995) e torna-se
quantitativamente mais importante quando a lipdlise é acelerada, tal como
ocorre no diabetes e apés um jejum prolongado (Stumvoll e cols., 1999;
Corssmit e cols., 2001).

Até recentemente acreditava-se que o rim humano nao era uma
importante fonte de glicose exceto durante a acidose € o0 jejum prolongado

(Cryer, 1994; Stumvoll e cols., 1997; Gerich, 2000; Gerich e cols., 2001; Meyer
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e Gerich, 2002; Cano, 2002). Entretanto, a importancia dos rins neste processo
tem sido bem avaliada nas Ultimas décadas e propde evidéncias de que o rim
pode sintetizar glicose sob varias condigdes.

Muitos trabalhos tém demonstrado que a gliconeogénese renal
teria uma participacdo de 20-25% dos valores da glicose circulante durante o
periodo pés-absortivo podendo o rim ser considerado um importante 6rgao
gliconeogénico, tal qual o figado (Stumvoll e cols., 1995, 1997, 1998, 1999;
Cersosimo e cols., 1999; Meyer e cols., 1999, 2001, 2002a; Gerich, 2000;
Gerich e cols., 2001; Conjard e cols., 2001; Cano, 2002; Buczkowska, 2004).

Com relacdo ao metabolismo da glicose, o rim pode ser
considerado como dois 6rgaos distintos: a utilizacdo da glicose ocorre
principalmente na medula (glicolise), enquanto que a liberacao
(sintese/producao) ocorre principalmente no cértex (Stumvoll e cols., 1997;
Gerich e cols., 2001; Cano, 2002). Esta divisdo funcional é um resultado de
diferencas na distribuicdo de varias enzimas ao longo do néfron (Stumvoll e
cols., 1997; Gerich e cols., 2001). Alguns experimentos realizados em ratos
demonstraram que somente as células do tubulo proximal sdo capazes de
sintetizar glicose e que somente este segmento contém as enzimas chaves da
gliconeogénese (Krebs, 1963b; Guder e Ross, 1984; Conjard e cols., 2001),
porém a atividade enzimatica ao longo do néfron ainda € controvertida.

A literatura estd repleta de estudos sobre as mudancas
circadianas, tais como o ritmo circadiano da temperatura corporal e muitas
outras variaveis, porém pouco se sabe sobre as variacbes sazonais. Estas
alteracdes foram estudadas sobre a atividade enzimatica em mamiferos, como

as constatadas por Bell6-Klein (2000), estudando o estresse oxidativo e por
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Starykovych e cols. (1996), estudando as enzimas glicoliticas. Além disso, a
liberacdo de hormdnios tais como o cortisol (Walker e cols., 1997), insulina e
glucagon (Cuendet e cols., 1975) também teria influéncia sazonal. Assim,
ocorre a necessidade de se considerar estas variacbes sazonais em outros
processos fisioldgicos, tais como a via gliconeogénica.

Semelhante as variacées sazonais, as diferencas sexuais sobre a
via gliconeogénica pouco sao relatadas na literatura. Gambling e cols. (2004)
demonstraram em ratos alteracoes sexuais nos niveis de mRNA dos canais de
Na™ nos rins. Rinn e cols. (2004) observaram que a expressao génica nos rins
de camundongos também sofre influéncias sexuais. Fekete e cols. (2003)
mostraram que os danos estruturais no tecido renal apds injaria sdo menos
severos em fémeas do que em machos. Além disso, Perchere-Bertisch e
Burnier (2004), Reckelhoff (1998) e Reyes e cols. (1998) sugerem a influéncia
dos hormdnios sexuais sobre as alteracées encontradas em seus estudos.

Baseado nestas evidéncias, o objetivo deste trabalho foi
investigar a participacdo dos rins na gliconeogénese durante o jejum
prolongado com relagdo a sazonalidade e as influéncias ligadas ao sexo sobre
esta via. A partir desse estudo, contribuimos com alguns aspectos ainda nao
relatados sobre a gliconeogénese renal e sua importancia na manutencao da

homeostase da glicose.
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ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos e fémeas, com
aproximadamente dois meses de idade, provenientes do Biotério do Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Todos os procedimentos experimentais a que os animais foram
submetidos obedeceram as normas estabelecidas pela Comissao de Pesquisa
e Etica em Salde, do Grupo de Pesquisa e Pos-Graduacdo do Hospital de

Clinicas de Porto Alegre, RS (Goldim e Raimundo,1997).

PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os animais denominados controle permaneceram nas condicoes
normais de manutencao (temperatura controlada entre 22 e 24° C, ciclos
claro/escuro de 12 horas, 4gua e comida ad libitum).

Os animais dos grupos experimentais foram submetidos a
diferentes tempos de jejum: 48, 72 e 120 horas, no qual permaneciam com
temperatura e fotoperiodo controlados, agua a vontade, porém a ragao era
retirada e nenhuma outra forma de alimentacao era oferecida.

Além disso, animais machos e fémeas eram separados e,
posteriormente, também eram submetidos ao jejum.

Os experimentos foram realizados ao longo do ano e divididos

basicamente em dois grandes grupos, de acordo com a temperatura e o
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fotoperiodo, em grupo de inverno (experimentos realizados de maio a agosto) e
grupo de verao (experimentos realizados de outubro a margo).

Todos os animais foram mortos por deslocamento cervical e o
indice de mortalidade foi nulo ao longo de todos os periodos experimentais
realizados.

Decorrido os tempos de jejum dos grupos experimentais, os rins
de todos os animais, incluindo os animais controle, eram excisados e
colocados em placas de Petri devidamente identificadas e com solugéao
fisiologica gelada (Ringer Bicarbonato em mmol/l: NaCl 118,3; KCI 4,7; CaCl, +
2H,0 2,5; MgSO,4 + 7H.O 1,2; KH.PO,4 1,2; NaHCO; 25,0; pH 7,4). Entao,
estes 6Orgdos eram cortados longitudinalmente, com auxilio de um slicer
manual, em finas fatias de aproximadamente 800 a 1000 um de espessura. De
cada rim eram obtidas de 2 a 3 fatias. Estas fatias eram separadas em
amostras de cortex e de medula. O numero amostral apresentado nos

resultados dos experimentos é relativo ao numero de amostras de tecido.

ESTUDO IN VITRO

Os tecidos, separados em cortex e medula, eram secados em
papel filiro e dispostos em tubos de 5 mL contendo 1000 pL de solugéo
fisiolégica acrescida de 0,2 puCi de precursor gliconeogénico marcado (L-[U-
'“C]-Acido Latico, Atividade Especifica: 157 mCi/mmol, Amersham Life Science
ou [U-'*C]-Glicerol, Atividade Especifica: 142 mCi/mmol, Amersham Life
Science) juntamente com 10 mM (concentracao determinada previamente) de

precursor gliconeogénico ndo marcado e apés determinado o peso do tecido. A



MATERIAIS E METODOS 65

seqguir era feita a substituicio da fase gasosa por carbogénio (0.:CO., na
propor¢ao 95:5% v/v). Os tubos eram fechados e incubados por 60 minutos
(curva de tempo realizada previamente) em banho metabdlico do tipo Dubnoff
sob agitacao constante a 37° C.

Apébs a incubacdo, as amostras foram processadas segundo
Sommogy (1945) e o sobrenadante retirado para a determinagdo da '“C-
Glicose formada pela via gliconeogénica.

A determinacdo da '“C-Glicose foi realizada por meio de
cromatografia em camada delgada (Baker e cols., 1965). A radioatividade foi
medida em espectrometro de cintilacado liquida (LKB-Wallacc) e os resultados
foram expressos em umoles de '*C-precursor convertido em '*C-Glicose . g

de tecido . h™' de incubagao.

DETERMINAGCAO DA GLICEMIA

Os niveis de glicose plasmatica dos animais eram determinados
pelo método de glicose-oxidase pela utilizagdo do teste colorimétrico
enzimatico Glicose PAP Liquiform (Kit ENZICOLOR, LABTEST Diagndstica).
Os resultados foram expressos em mg/dL e o nUmero amostral corresponde ao

nuamero de animais os quais foram coletadas amostras de sangue.

TRATAMENTO ESTATISTICO

Os resultados foram expressos como a média mais ou menos ()

o desvio padrao da média (DPM). Os dados experimentais obtidos foram
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analisados por meio de analise de variancia (ANOVA) de uma via, com teste de
comparacao Student-Newman-Keuls (SNK). Para dados ndo pareados foi
utilizado teste t de Student. As diferencas entre as médias foram consideradas
significativas quando os valores de probabilidade eram iguais ou menores que
0,05 (p < 0,05). As andlises estatisticas foram realizadas com o programa

Sigma Stat versao 2.0 compativel com Windows.
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EXPERIMENTO 1: Efeito do Jejum e da Variacao Sazonal sobre a

Gliconeogénese Renal a partir de '*C-Acido Latico

Neste experimento, realizado com fémeas de ratos Wistar, dois
parametros foram analisados: o efeito do jejum e da variacdo sazonal sobre a
via gliconeogénica renal. Para isto, foram utilizados animais controles e animais
submetidos ao protocolo de jejum citado anteriormente. Estes quatro grupos de
animais (controle, 48, 72 e 120 horas de jejum) foram analisados em duas
estacdes do ano, no inverno (Figura 1) e no verdo (Figura 2). Verificou-se que
no inverno e no verao ocorrem diferencas entre os quatro grupos de animais.
No inverno, séo significativas as mudancgas ocorridas no cértex as 120 horas de
jejum comparado ao grupo controle e na medula entre os grupos controle, 48 e
72 horas de jejum. Durante o verao nao foram observadas diferengas entre os
grupos de jejum em relacdo ao grupo controle. Porém, quando comparados
estes resultados com os resultados obtidos no inverno esta mudanga mostrou-
se significativa no cortex e na medula nos grupos controle e 48 horas de jejum
e na medula somente durante as 72 horas de jejum, sendo os resultados de
verdo maiores do que os de inverno. E importante salientar que neste
experimento também foram detectadas diferencas entre os tecidos (cortex e
medula) nos tempos de 72 e 120 horas de jejum durante o inverno e no grupo

controle e 120 horas de jejum durante o verao.
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EXPERIMENTO 2: Efeito do Jejum sobre a Gliconeogénese Renal em

Machos e Fémeas

Este experimento demonstra a comparacdo da atividade
gliconeogénica entre ratos Wistar machos (Figura 3) e fémeas (Figura 4)
separados em dois grupos: animais controle e submetidos a 120 horas de
jejum. Tanto nos machos quanto nas fémeas foram observadas diferencas
significativas entre os tecidos (cértex e medula) nos dois grupos, controle e 120
horas de jejum. Nao houve diferenca na formagcao de glicose no coértex e na
medula entre o grupo controle e o grupo jejum nos machos e nas fémeas.
Quando comparados machos e fémeas entre si, observou-se que os valores de
formacdo de '*C-Glicose nas fémeas eram muito superiores aqueles
encontrados nos machos. Essa diferengca mostrou-se significativa no cértex e

na medula do grupo controle e do grupo de 120 horas de jejum.

EXPERIMENTO 3: Avaliacao da Capacidade Gliconeogénica a partir de

14c-Glicerol

Neste experimento foram utilizadas fémeas Wistar controle e
submetidas a 120 horas de jejum (Figura 5). Os parametros utilizados no
experimento, tais como tempo de incubacao e concentracdo de substrato ndo
marcado, foram os mesmos utilizados nos experimentos feitos com acido latico.
Os resultados obtidos demonstraram diferencga significativa na medula entre o
grupo controle e o grupo de jejum. Os dois tecidos, cortex e medula

apresentaram diferencas entre si tanto no grupo controle quanto no grupo de
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120 horas de jejum. Foram comparadas também as atividades gliconeogénicas
a partir dos dois precursores, lactato e glicerol. Assim, encontrou-se diferenca
entre as amostras de medula no grupo controle e 120 horas de jejum do
experimento feito a partir do glicerol comparado ao experimento feito com
lactato. As amostras de cértex ndo apresentaram diferengas significativas entre
os dois experimentos. Entretanto, € importante salientar que os valores
encontrados na formacdo de '*C-Glicose a partir de '*C-Glicerol referem-se a
atividade gliconeogénica renal durante o verao e foram comparados aos dados

da formagao de glicose a partir de "*C-Acido Latico na mesma estagéo do ano.

Em todos os experimentos realizados, o cértex renal apresentou
valores de formacao de 'C-Glicose superiores aos valores obtidos na medula

renal.

EXPERIMENTO 4: Avaliacao da Glicemia

Para avaliar a glicemia foram coletadas amostras de sangue de
animais controle e também de animais submetidos a 48, 72 e 120 horas de
jejum. Como pode ser visto na Figura 6, observou-se diferenca significativa nos
valores de glicemia somente nos animais do grupo submetido a 120 horas de
jejum, demonstrando, entdo, a importancia da via gliconeogénica durante este

periodo.
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Figura 2. Sintese de ['“C]Glicose a partir de ["*C]Acido Latico no
tecido renal de ratos controle e submetidos a diferentes tempos de jejum
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representados como média £ DPM. Numero amostral indicado entre colchetes.
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DISCUSSAO

Até alguns anos atras acreditava-se que o figado era a unica
fonte de glicose do organismo, exceto em condicbes de acidose ou jejum
prolongado, entretanto, este conceito foi revisto. Muitos estudos realizados
durante as décadas passadas tém proposto o rim como um importante érgao
gliconeogénico (Bergman e Drury, 1938; Teng, 1954; Landau, 1960; Krebs,
1963a, 1963b, 1963c; Aber, 1966). Neste trabalho, também pudemos constatar
a capacidade deste 6rgdao em captar substratos gliconeogénicos e transforma-
los em glicose livre (Figura 1 a 5). Diversos autores propuseram a importancia
dos rins comparada a importancia hepatica para a gliconeogénese, ja que
praticamente toda a glicose liberada pelos rins decorre de atividade
gliconeogénica (Stumvoll e cols., 1997, 1998, 1999; Gerich, 2000; Gerich e
cols., 2001; Meyer e cols., 2002a, 2002b; Gustavson e cols., 2004). Estes
estudos basearam-se na observacdo da maquinaria enzimatica presente nos
rins e também no aporte sanguineo para este 6rgao, que se reflete na
disponibilidade de substratos para a via (Meyer e cols., 1998; Cano, 2002). A
partir disso, nossos resultados evidenciam que 0s rins Nn4o Sao apenas capazes
de ativar a via gliconeogénica como também possuem grande importancia na
manutencdo da homeostasia da glicose no organismo (Figura 6). Este estudo
demonstrou também que os rins contribuem para a sintese de glicose pela via
gliconeogénica em animais alimentados, além da importante participagdo do
orgao para a liberacao de glicose durante estados fisiolégicos como o jejum

prolongado (Figuras 1 a 5).
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Em todos os resultados descritos neste trabalho foi observada
maior participacdo do cértex renal na producdo de glicose, demonstrada
através da maior quantidade de glicose formada a partir do substrato oferecido.
Estes resultados estdo de acordo com trabalhos feitos por Stumvoll e cols.
(1997) e Gerich e cols. (2001), que relatam a maior capacidade gliconeogénica
no cortex, especialmente pela presenca das enzimas chaves da
gliconeogénese, ressaltando o coértex como uma regido de atividade
predominantemente gliconeogénica.

Entretanto, foi verificado que a medula renal também é capaz de
produzir glicose. Este resultado diverge de achados anteriores (Schmidt e
Guder, 1976; Burch e cols., 1978; Stumvoll e cols., 1997; Gerich e cols., 2001),
que revelam que a medula, sendo pobremente vascularizada e ndo possuindo
enzimas gliconeogénicas nem glicose 6-fosfatase, ndo seria responsavel pela
liberacdo de glicose, mas sim um local exclusivamente de utilizagao pela via
glicolitica. Contudo, ainda existem muitas controvérsias da verdadeira
participacdo da medula na manutencdo da glicose sistémica, sobretudo na
distribuicdo das enzimas tanto glicoliticas quanto gliconeogénicas ao longo do
néfron. A atividade da PEPCK, enzima chave da gliconeogénese estaria
relacionada ao tubulo proximal, enquanto que a glicose 6-fosfatase, enzima
responsavel pela liberacdo de glicose livre, relacionada ao néfron distal
(Schmidt e Guder, 1976; Burch e cols., 1978; Guder e Ross, 1984).

Neste trabalho, a quantificacdo de glicose produzida por meio de
atividade gliconeogénica na medula, poderia estar relacionada ao maior
nuamero de néfrons justamedulares nos rins desta espécie animal (Swenson e

Reece, 1996). A presenca deste tipo de néfron poderia indicar uma producao
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de glicose na medula, ja que o tubulo proximal é apontado como o maior sitio
de producao de glicose (Krebs e cols., 1963b; Guder e Ross, 1984; Conjard e
cols., 2001) e se encontra no limite entre a zona cortical e medular. Outra
questao que deve ser considerada € o fato de que a atividade gliconeogénica
avaliada neste trabalho foi verificada em fatias de tecido renal, separadas em
cortex e medula. Assim, cada zona é uma mistura de diferentes tipos de
células, podendo as células que contém maior atividade gliconeogénica
estarem presentes em amostras de cértex e de medula.

Além disso, a técnica de fluorescéncia para avaliacdo da
atividade enzimatica utilizada por outros autores (Schmidt e Guder, 1976;
Burch e cols., 1978; Guder e Ross, 1984) pode nao ter sido suficientemente
sensivel a ponto de detectar a atividade das enzimas que fazem parte da via
gliconeogénica em outros pontos do néfron além do tdbulo proximal.
Atualmente, a metodologia utilizada para avaliacao da atividade enzimatica é
feita por meio de técnicas radioativas e/ou técnicas de biologia molecular,
sendo estas mais sensiveis do que os métodos fluorescentes (Sartori e cols.,
2000; Xavier e cols., 2002; Festuccia e cols., 2003; Schein e cols., 2005).

Porém, independente dos fatores citados, observamos a
existéncia de uma producdo de glicose na medula renal. Entretanto, é
necessario ressaltar que a contribuicdo deste tecido para a manutencao da
glicose sistémica ocorre em menor grau do que a contribuicdo atribuida ao
cortex para desempenhar esta fungdo. Desse modo, sugere-se que a medula
renal produza glicose pela via gliconeogénica, porém utilize parte desta glicose
para a sua propria manutengao em diversos processos de transportes celulares

que necessitam de energia.
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Entre os precursores da via gliconeogénica no rim de humanos, o
lactato € considerado por muitos autores o substrato preferencial, seguido pelo
glicerol e pela glutamina (Corssmit e cols., 2001; Cano, 2002; Meyer e cols.,
2002a; Bellomo, 2002). Assim, a formacao de glicose observada em nossos
experimentos (Figuras 1 a 4) teve como substratos o lactato marcado ('*C-
Acido Latico) e o glicerol marcado (**C-Glicerol) (Figura 5).

A sintese de 'C-Glicose no tecido renal a partir do lactato
oferecido no meio de incubacao foi observada, além da maior captacao deste
substrato e formacao de glicose pelo cértex. De acordo com Bellomo (2002),
durante condicoes de acidose, jejum ou na simples auséncia de glicose, a
medula renal gera lactato por meio da glicélise. O cortex simultaneamente
capta o lactato liberado pela medula e utiliza-o para a oxidagdo e
gliconeogénese. Assim, sugere-se a presenca de um sistema reciproco entre
cortex/medula e glicose/lactato. Estudos realizados por Cersosimo e cols.
(1998, 2000b, 2000c) também relatam a importdncia do lactato na
gliconeogénese renal. Aproximadamente 40% da producéo renal de glicose no
estado pos-absortivo e 60% da producdo renal de glicose durante a
hipoglicemia decorre da captagdo renal de lactato. Além disso, o lactato se
torna o principal precursor dentro de uma grande variedade de condigbes
fisioldgicas, tais como acidose, hipoglicemia e durante o jejum prolongado e
ainda contribui significativamente para a manutencdo da glicemia a partir de
outros substratos (Bellomo, 2002; Meyer e cols., 2002b). Sendo assim, nossos
dados, de acordo com a literatura, demonstraram que o lactato € o principal

precursor gliconeogénico nos rins de ratos, particularmente sob condi¢des de
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jejum prolongado (Figuras 1 a 4), contribuindo para a homeostasia da glicose
durante este periodo.

A capacidade de sintese de glicose nos rins por meio da atividade
gliconeogénica a partir do lactato foi bem demonstrada nos experimentos 1 e 2,
porém ocorreu a necessidade de verificar como esta via se comportaria na
presenca de glicerol marcado ('*C-Glicerol) como precursor (Experimento 3).
Foi proposto que o glicerol torna-se quantitativamente mais importante quando
a lipdlise é acelerada, tal como ocorre no diabetes e apdés um jejum prolongado
(Stumvoll e cols., 1999; Corssmit e cols., 2001). Assim, foi verificada a
existéncia de formacao de glicose pela via gliconeogénica renal a partir deste
substrato e também sua participacdo sob condicdes de jejum prolongado
(Figura 5). O glicerol, tal como o lactato, também se mostrou um precursor
importante para a via gliconeogénica. Os resultados ndo demonstraram
diferencas em relacdo a formacado de glicose no coértex renal quando foi
oferecido lactato ou glicerol como substrato. Entretanto, a formacgéao de glicose
na medula foi significativamente diferente entre os dois precursores. Os valores
mostraram que a formacdo de glicose na medula renal de ratos controles
quando o glicerol foi utilizado como precursor foi menor do que os valores
constatados na medula quando o lactato foi utilizado. Ja durante o jejum, esta
relacdo se inverte. A formacdo de glicose na medula a partir de glicerol foi
maior do que a formacgao de glicose a partir de lactato. Este dado coloca em
evidéncia a importancia do glicerol durante o jejum prolongado e ainda propde
um aumento na contribuicdo da medula para a sintese de glicose durante o

jejum a partir deste substrato.
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Desse modo, os resultados apresentados demonstram a atividade
gliconeogénica renal a partir de dois substratos preferenciais, lactato e glicerol,
e também evidenciam a importancia dos rins na manutencdo da glicemia,
especialmente durante o jejum prolongado (Figuras 1 a 5).

Existem inumeros trabalhos na literatura relatando a variagcéao
circadiana sobre o metabolismo, porém, pouco se sabe sobre as variacoes
sazonais. Assim, a via gliconeogénica nos rins foi investigada ao longo das
estacOes do ano e constatou-se a influéncia do inverno e do verao sobre esta
via. Esta relatado que as mudancas circadianas dependem em grande parte do
ciclo claro/escuro, enquanto alteracdes sazonais dependem em maior grau das
condicoes ambientais, tais como temperatura, umidade e pressao atmosférica.
Assim, os mecanismos basicos das mudancas durante um dia e ao longo do
ano podem diferir significativamente. No presente estudo, tanto o ciclo
claro/escuro quanto a temperatura foram controlados, visto que o0s animais
utilizados permaneciam sob estas condicoes no biotério e, portanto, as
alteracOes observadas nao podem ser atribuidas diretamente a estes fatores.

Neste trabalho, foram detectadas mudangcas no perfil
gliconeogénico nos rins de animais submetidos ao jejum ao longo do ano. A
atividade gliconeogénica demonstrada durante o inverno difere daquela
demonstrada durante o verdo. No inverno, a atividade gliconeogénica nos rins
de ratos controles é significativamente menor do que no verao. Além disso, 0s
animais submetidos a 48 e 72 horas de jejum apresentaram um decréscimo na
atividade gliconeogénica quando comparados ao grupo controle. Ja durante um
periodo maior de jejum, as 120 horas, a atividade gliconeogénica aumenta e é

semelhante entre as duas estacdes. Isto pode ser explicado pelo fato dos
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animais possuirem um mecanismo de regulacdo do metabolismo basal, que,
faz decrescer a atividade metabdlica durante o jejum (Fuglei e Oritsland; 1999),
inclusive a via gliconeogénica, com o objetivo de poupar energia. Este fato se
torna mais acentuado durante o inverno (Figura 1), pois o0s estoques
energéticos se encontram deficitarios, o que nao ocorre no verao (Figura 2).
Cuendet e cols. (1975) demonstraram que, durante o inverno, 0s camundongos
magros mobilizavam gordura que era insuficiente para permitir sobrevivéncia
ao longo de trés dias de jejum. Em contraste, no verdo, o mesmo animal
sobreviveu durante sete dias e demonstrou evidéncias de grande mobilizacéo
lipidica, cetose e capacidade de conservar proteina. Estes dados foram
atribuidos as mudancgas ocorridas no metabolismo hormonal particularmente
em diferentes estacées do ano. Colaborando com estas evidéncias, nossos
dados indicam uma maior capacidade gliconeogénica durante o verao, onde a
formacao de glicose demonstrou-se aumentada em comparag¢ao aos resultados
de inverno.

A variacdo hormonal relatada em alguns estudos (Cuendet e
cols., 1975; Amat e Torres, 1993; Walker e cols., 1997) também pode ser
considerada como um aspecto que pode influenciar a atividade gliconeogénica.
Sabe-se que nesta via estdo envolvidos muitos horménios contrarreguladores e
se estes podem variar em relagdo as diferentes estacbes do ano, a via
gliconeogénica consequentemente sofrerd mudangas em ritmo circanual.

Um outro fator que deve ser levado em consideracao é o fato de
que as enzimas gliconeogénicas podem possuir atividade diferenciada ao longo
do ano. Starykovych e cols. (1996), observaram em ratos que as enzimas

glicoliticas exibem alteracées ao longo do ano. Bellé-Klein e cols. (2000)
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também demonstraram a existéncia de alteracbes na atividade das enzimas
antioxidantes em coracdo e figado de ratos de laboratério (condicoes
ambientais controladas) ao longo das estagdes. Assim, claramente esta
demonstrado que as estacdes do ano influenciam a atividade enzimatica em
mamiferos. Entretanto, devemos lembrar que os animais utilizados neste
estudo também permaneciam sob ciclo claro/escuro e temperatura controlada,
nao sendo estes fatores responsaveis pelas alteracdes encontradas neste
trabalho. Assim, sugere-se que 0s ritmos biolégicos sejam regulados por
rel6gios bioldgicos internos. Desse modo, algumas mudangas na atividade
enzimatica e consequentemente na via gliconeogénica podem ser atribuidas a
algum tipo de memdéria gendmica responsavel pela adaptacdo a diferentes
estacdes do ano nesses animais.

Portanto, as diferengas na gliconeogénese renal observadas no
inverno e no verao podem ser atribuidas a diversos fatores e sugerem a
necessidade de considerar as variacdes sazonais como tendo um importante
papel nesta via metabdlica.

Além das variacOes relacionadas a sazonalidade encontradas na
via gliconeogénica, também constatou-se alteragdes ligadas ao sexo. Muitos
estudos relatam diferencas entre machos e fémeas sobre o metabolismo,
especialmente no que diz respeito a fisiologia renal (Reckelhoff, 1998; Reyes e
cols., 1998; Noonan e Banks, 2000; Fekete e cols., 2003; Rinn e cols., 2004;
Gambling e cols., 2004). Neste trabalho, verificou-se que a formacao de glicose
pela via gliconeogénica nos rins apresentou diferengas entre ratos machos e
fémeas. Em primeiro lugar, observou-se diferenca significativa entre os dois

tecidos, cortex e medula, nos grupos controles e nas 120 horas de jejum, tanto
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para 0os machos quanto para as fémeas. Em segundo lugar, ndo foram
constatadas diferencas entre o grupo de jejum em relacdo ao grupo controle
em machos e fémeas. Porém, os resultados demonstram que a formacéao de
glicose através de captacdo de lactato marcado nas fémeas ¢é
significativamente maior do que nos machos (Figuras 3 e 4).

Cabe ressaltar ainda que os valores encontrados nas fémeas do
grupo controle sao superiores agueles encontrados em machos apés 120 horas
de jejum e esta diferenca esta expressa no tecido cortical e também no tecido
medular. Isto pode provavelmente ser devido a fatores hormonais ligados ao
sexo e relacionados a atividade gliconeogénica nos rins. Sabe-se que a
testosterona possui efeito em muitas das atividades celulares nos rins,
entretanto, os hormonios femininos ainda ndo possuem um efeito claro (Reyes
e cols., 1998). A testosterona também possui um efeito estimulatério do
sistema renina-angiotensina, e isto pode refletir diferengas entre homens e
mulheres no que diz respeito a regulagcdo da pressao arterial (Perchere-
Bertisch e Burnier, 2004).

Além do mais, ndo s6 o estrégeno ou a testosterona possuem um
efeito por si, mas também a relacdo estrégeno/testosterona pode ser
responsavel por alteracoes fisioldégicas entre os sexos. A partir disso, Fekete e
cols. (2003) demonstraram em experimentos de injuria renal que a bomba
Na'/K*-ATPase é mais estavel em fémeas e o mRNA para a expressao de
proteinas da subunidade ¢ | e a atividade da bomba sdo mais altos do que em
machos. Estas diferencas sexuais especificas na bomba Na'/K*-ATPase
podem ser caracteristicas adicionais importantes na modulagcado da fisiologia

renal entre ambos o0s sexos. Gambling e cols. (2004) sugeriu que o
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funcionamento renal dos canais de Na* é diferente entre homens e mulheres e
demonstrou em ratos que os niveis de mMRNA dos canais de Na* sdo mais altos
em fémeas do que em machos, levando a uma série de conseqiéncias.

Desse modo, sugerimos uma maior capacidade gliconeogénica
nas fémeas e também uma maior adaptacao delas ao jejum, pois os resultados
nao mostram diferencas na formacao de glicose mesmo apds um periodo de
jejum prolongado, sendo semelhantes aos valores controles (Figura 4). Em
contraste, os machos apresentam uma capacidade gliconeogénica menor do
que as fémeas, além de um aumento nao significativo na formacao de glicose
através da via durante o periodo de jejum ao qual foram submetidos (Figura 3).
Assim, acredita-se que os machos possam aumentar significativamente a
formacao de glicose a partir da gliconeogénese se fossem submetidos a um
periodo de jejum maior do que o realizado, o que ndo ocorreria nas fémeas.
Supode-se, a partir deste fato, que os machos possuem uma capacidade de
adaptacao menor ao estresse provocado pelo jejum, porém outros estudos que
investiguem melhor esta capacidade devem ser realizados.

Portanto, neste trabalho, estd estabelecido que existem
diferencas entre ratos machos e fémeas no perfil gliconeogénico nos rins e que
estas diferencas podem estar relacionadas em grande parte a variagao
hormonal e ao conjunto de fatores interligados a esta variacao.

Também é importante mencionar que este estudo teve como
objetivo verificar a existéncia ou ndo de diferencas entre machos e fémeas, por
isso, a fase do ciclo em que as fémeas se encontravam durante os

procedimentos experimentais nao foi determinada.
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Em concluséo, podemos afirmar que 0s rins possuem um papel
chave na regulacdo da homeostasia da glicose no organismo, através da
formacéo e liberacédo de glicose para a circulacdo. Podemos destacar a grande
participagcdo do cértex renal e em menor grau a participacdo medular na
producao de glicose. A via gliconeogénica também demonstrou-se ativada em
presenga de dois precursores distintos, lactato e glicerol, especialmente nas
condicoes de jejum prolongado. Este trabalho também contribuiu para o
esclarecimento de algumas questdes até entdo nao investigadas, como a
variagcao sazonal e as alteracGes sexuais na via gliconeogénica nos rins de
ratos submetidos ao jejum. A partir dos resultados expostos, surgem
perspectivas para novos trabalhos nas quais se incluem a avaliacdo da
expressao e da atividade enzimatica no cortex e na medula renal durante o

jejum, uma questao ainda conflitante na literatura.
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Hampton, VA 23664-2129; telephone/fax: 757-850-2826. Articles are accepted for
publication on the condition that they are contributed solely to Metabolism. Contributors
should bear in mind the nature of the Journal, ie, articles should have a definite
metabolic application, with case reports submitted only if they include controlled
observations of an exceptionally revealing nature. Papers should be as brief as
possible and consistent with the subject. Authors submitting a manuscript do so on the
understanding that if it is accepted for publication, copyright in the article, including the
right to reproduce the article in all forms and media, shall be assigned exclusively to
the Publisher.

Preliminary reports

Contributors are encouraged to submit articles in a special short form known as a
"Preliminary Report," with the understanding that if such an article is accepted it will be
printed in the next available issue, regardless of the backlog of regular articles. It can
serve as a preliminary report on work just completed, or may be a final report or an
observation that does not require a lengthy write-up. To qualify for the priority given a
Preliminary Report, the article must not exceed 1,000 words including the bibliography,
but exclusive of any illustrative material. A simple table or small figure is allowed, but
the author should cut the 1,000-word allowance by an amount sufficient to allow for the
space taken up by the table or illustration. Despite the limitation on length, data to
support the conclusions stated should be included to the extent necessary.

Manuscripts

Manuscripts must be submitted on a disk, preferably in Microsoft Word. Three double-
spaced hard copy versions of the final manuscript, free of handwritten alterations, must
accompany the disk. All components of the manuscript must appear within a single
electronic file: references, figure legends, and tables must appear at the end of the
manuscript. Please refrain from using end notes as references or automatic list
numbering because these features are lost in conversion: simply type the reference
number in parentheses in the text and type the reference list. Formatting, such as
Greek letters, italics, super- and subscripts, may be used: the coding scheme for such
elements must be consistent throughout.

The title page of the manuscript should include (1) the name of the institution where the
work was done ("From the Fels Research Institute . . ."); (2) acknowledgments for
research support the authors wish to publish; and (3) one complete mailing address for
one author for the mailing of proofs and for reprint requests.
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Previously published material

Authors are responsible for applying for permission for both print and electronic rights
for all borrowed materials and are responsible for paying any fees related to the
applications of these permissions.

lllustrations and tables

All tables and figures must be cited in order in the text using arabic numerals.
lllustrations should carry their numbers and the author' s name on the back; where
necessary, indicate "top" on the back. Figure legends should be compiled in a separate
list at the end of the paper. To ensure clear reproduction, diagrams, charts, and other
line drawings should be submitted as glossy, black-and-white photo prints; for half-tone
work, good photographic prints should be supplied. Photocopies are not acceptable for
reproduction in the Journal, but legible copies may be sent with the duplicate
manuscripts. Tables and illustrations should be of a size easily handled, and for all
illustrations the effect of reduction in size to fit the Journal page should be considered.
The contributor must bear the full cost of printing color plates.

Electronic illustration submission

Figures may be submitted in electronic format. Images should be provided in EPS or
TIF format on Zip disk, CD, floppy, Jaz, or 3.5 MO. Graphics software such as
Photoshop and lllustrator, not presentation software such as PowerPoint, CorelDraw,
or Harvard Graphics, should be used to create the art. Color images must be CMYK, at
least 300 DPI, with a digital color proof, not a color laser print or color photocopy (this
proof will be used at press for color reproduction). Gray scale images should be at least
300 DPI and accompanied by a proof. Combinations of gray scale and line art should
be at least 1200 DPI and accompanied by a proof. Line art (black and white or color)
should be at least 1200 DPI and accompanied by a proof. Please include hardware and
software information, in addition to the file names. For detailed instructions on the
preparation of electronic artwork, consult Elsevier' s Author Gateway at
http://authors.elsevier.com

References should be compiled numerically according to the order of citation in the text
and typed double-spaced in the following style, giving inclusive pages:

Journal article:

1. Chick WL, Lauris V, Soeldner JS, et al: Monolayer culture of a human pancreatic
beta-cell adenoma. Metabolism 22:1217-1224, 1973

2. Katz A, Bogardus C: Insulin-mediated increase in glucose 1,6-bisphosphate is
attenuated in skeletal muscle of insulin-resistant man. Metabolism (in press)

Complete book:
3. Wesson LG: Physiology of the Human Kidney. Philadelphia, PA, Grune & Stratton,
1969

Chapter in book:

4. Young VR: The role of skeletal and cardiac muscle in the regulation of protein
metabolism, in Munro HN (ed): Mammalian Protein Metabolism, vol 4. San Diego, CA,
Academic, 1970, pp 585-674

Proofreading

Contributors are provided with galley proofs and are asked to proofread them for
typesetting errors, returning them within 48 hours. Important changes in data are



ANEXO 1 96

allowed within reason without cost, but excessive alterations and additions must be
charged to the contributor.

Reprints of articles will be furnished to contributors when ordered in advance of
publication. An order form is sent with proofs via Email upon registration of an article
with the publisher. Individual reprints of an article can usually be obtained by contacting
its author (see footnote on first page of article).

Other inquiries. Visit Elsevier' s Author Gateway lfttp://authors.elsevier.com ) for the
facility to track accepted articles and set up e-mail alerts to inform you of when an
articles' s status has changed. The Author Gateway also provides detail artwork
guidelines, copyright information, frequently asked questions, and more.

Contact details for questions arising after acceptance of an article, especially those
relating to proofs, are provided after registration of an article for publication.



