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Resumo

Conhecidamente, o glicocorticoide dexametasona (dexa) promove alteragdes na responsividade insulinica, induzindo o quadro de miopatia,
condi¢do que compromete o equilibrio metabdlico e funcional da musculatura. O propoésito deste estudo foi verificar se a resisténcia a insulina,
induzida pelo glicocorticoide, interfere nas reservas glicogénicas ventriculares ou em parametros eletrocardiograficos. Ratos Wistar com trés
a quatro meses de idade foram divididos em dois grupos: controle e resistentes a insulina através do tratamento com (dexa) (1mg/Kg). Apos
cinco dias, os animais foram submetidos a avaliagdo de peso, glicemia, sensibilidade tecidual a insulina (KITT), concentragdo do glicogénio
muscular no séleo, gastrocnémio porgdo branca e ventriculo, além da anélise eletrocardiografica. Para andlise estatistica, foram usados o
testes de Kolmogorov-Smirnov e Tukey, p<0,05. O grupo (dexa) apresentou reducdo de 15% do peso corporal e glicemia 165% maior do que
o controle. Em relacdo a sensibilidade tecidual a insulina, o grupo (dexa) apresentou constante de decaimento 54% menor, representado por
2,35+ 0,1%/min., sendo que, no controle, esse valor foi de 5,13+0,2%/min. As reservas glicogénicas foram reduzidas devido ao tratamento
com o glicocorticoide, atingindo valores 43% menores no séleo e 68% no gastrocnémico, enquanto no ventriculo ndo sofreram alteragdo. Na
avaliacdo eletrocardiografica, houve uma reducdo de 13% na frequéncia cardiaca e um aumento de 15,7% no intervalo QTc do grupo tratado.
O estudo mostra que o coragdo ¢ um o6rgao protegido das alteragdes impostas pela resisténcia insulinica e ndo sofre as consequéncias descritas
nos demais tecidos alvo da insulina.
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Abstract

Dexamethasone is a gluicorticoid that induces a reduction in insulin sensibility and provides insulin resistance called myopathy, leading to
metabolic and functional changes. The purpose of this study was to evaluate if the insulin resistance induced by the dexamethasone interferes
into the ventricular glycogen reserves or in electrocardiographic patterns. Wistar rats aged three or four months were divided into two groups:
control, and insulin-resistant induced by dexamethasone (dexa,Img/kg). After five days, the animals were subjected to plasmatic glucose
evaluation, weight and tissue sensitivity to insulin (ITT) evaluations, as well the glycogen reserves in soleus and gastrocnemius skeletal muscle
and ventricle, besides an electrocardiography study. Kolmogorov-Smirnov and Tukey's test p<0.05 were used for statistical analysis. The
dexamethasone group showed a loss of body weight (15%), and a 165% rise in glycaemia. In insulin sensibility test, the group dexa showed a
decrease of 54% in uptake constant, representing through 2.35+ 0.1%/min in dexa group, and 5.13+0.2%/min in control. The dexa treatment
induced a reduction in glycogen reserves, with 43% reduction in soleus and 68% in the gastrocnemius muscle, with no changes in ventricle.
The electrocardiographic evaluation showed 13% reduction in the cardiac frequency, and a 15.7% rise in the QTc gap in dexa group. This
study showed that heart is a protected organ from alterations induced by the insulin resistance, and does not suffer the consequences observed
in other insulin-sensitive tissues.
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1 Introducao

As agoes teciduais da insulina iniciam-se pela ligagdo
do hormonio a seu receptor na membrana plasmatica'?. Por
ter carater multifatorial, a sinalizacdo insulinica decorre da
ativagdo de uma cascata intracelular que converge no sentido
de ativar substratos intracelulares, denominados IRS3. Dentre
os substratos insulinicos, o IRS-1 pode ser considerado uma
molécula “ancoradouro”, direcionando as agOes insulinicas
em tecidos insulino-sensiveis, tais como o figado e masculo*’.

Estudos da integracao funcional entre o receptor de insulina
e a captacao celular de glicose permitiram o conhecimento de
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uma familia de transportadores com distribuicao diferenciada
entre os tecidos e denominadas GLUT, cuja proteina GLUT
4 tem atividade regulada pela insulina ou em decorréncia da
contragdo muscular, sendo expressa em tecidos periféricos
sensiveis a insulina como tecido adiposo, coragdo e musculo
esquelético®®.

A resisténcia periférica a insulina ¢ um quadro clinico
determinado por diferentes fatores

como: obesidade,

diabetes mellitus, inatividade fisica ou ainda, devido a
acdo de glicocorticoides®!’. Neste contexto, sabe-se que a

hipercortisolemia esta associada com a reducdo na eficiéncia
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da via poés-receptor da insulina, diminuindo o transporte e a
utilizagdo da hexose, redu¢@o na proteogénese ¢ aumento na
protedlise!!.

Muitos estudos levantaram a hipodtese dos glicocorticoides
promoverem alteragdes na secre¢do de insulina, uma vez que
seus efeitos sobre a sintese de glicogénio ndo sdo observados
em animais diabéticos. Neste sentido, recentemente foi
demonstrado que o tratamento com dexametasona elevou a
secregdo de insulina em ilhotas isoladas de ratos'>'.

O glicocorticoide sintético dexametasona tem sido
baixa atividade
facilidade de
administracdo. Neste sentido, tém-se observado inumeros

amplamente utilizado, devido sua

mineralocorticoéide, agdo prolongada e

efeitos metabolicos ligados ao tratamento com o
glicocorticoide, merecendo destacar a glicogenolise hepatica,
lipolise e, em especial, o antagonismo na via pos-receptor da
insulina concomitante a elevagdo na atividade proteolitica do
tecido muscular, promovendo fraqueza e atrofia muscular'’.
Pacientes tratados com glicocorticoides apresentam
alteragdes na homeostasia
desenvolvendo o quadro clinico denominado ‘“miopatia
por esteroide”, uma vez que glicocorticoides tém efeitos
catabolicos, ocasionando quadros de fadiga muscular, atrofia
muscular e danos as fibras motoras, cuja incidéncia varia
de 7 a 60%'. Tais alteragdes sdo atribuidas a agdo direta

dos corticoides e/ou ao estado de resisténcia via reducdo no

energética do organismo,

sistema sinalizador da insulina'’.

Diversos estudos demonstram associagdes entre
resisténcia a insulina ou hiperinsulinemia, com hipertensao
arterial, aterosclerose ou hipertrofia do miocardio' . Segundo
pesquisa®, a redugdo do IRS-1 e da PI3-kinase pode reduzir
as reservas de glicogénio no coracdo de ratos submetidos
ao tratamento com dexametasoana, podendo ou ndo gerar
alteracdes cardiacas.

Embasado na literatura, a proposta deste trabalho foi
verificar se a resisténcia a insulina induzida pela dexametasona
interfere nas reservas glicogénicas ventriculares ou em

parametros eletrocardiograficos.

2 Material e Métodos

Foram utilizados ratos machos, Rattus novergicus albinus,
da linhagem Wistar com 3 a 4 meses de idade e peso de 200 a
300 gramas, os quais receberam agua e alimentagao ad libitum
sendo mantidos em ambiente com temperatura constante de
23° C +2° C eciclo claro/escuro de 12 horas, com luz acesa a
partir das 6 horas, em gaiolas coletivas contendo no maximo
4 animais. Os ratos foram distribuidos em dois grupos
experimentais (n=9) denominados de controle (C) e resistentes
a insulina através do tratamento com dexametasona (D) (1mg/
Kg), durante 5 dias via intraperitoneal (ip). Para determinagao
da sensibilidade tecidual a insulina, foi utilizado o teste de
tolerancia a insulina (KITT), que consistiu de anestesia com
tiopental sddico (40 mg/kg) e apos 10 min, amostras do sangue
foram coletadas, sendo realizado um corte na cauda do animal
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constituindo o tempo zero (T0). Apds a primeira coleta, foi
injetada, via intraperitoneal (ip), insulina regular da Biobras®,
na dose de 2U/kg e amostras de sangue foram coletadas
sucessivamente nos tempos 2,5; 5; 10 e 20 minutos apods a
administracdo da insulina. A glicose plasmatica foi avaliada
por meio de glicosimetro'?. Para a determinagéo do glicogénio
muscular, as amostras foram digeridas em KOH 30% a quente
e o glicogénio precipitado a partir da passagem por etanol € o
glicogénio precipitado submetido a hidrdlise dcida na presenca
de fenol*'. Os valores foram expressos em mg/100 mg de peso
umido. Para analise eletrocardiografica, os animais foram
anestesiados com Pentobarbital sodico (40mg/Kg, ip) e os
eletrodos conectados aos canais do eletrocardiografo (Heart
Ware System), sendo registradas trés derivacdes bipolares
(DI, DII e DIII) e trés derivagdes amplificadas (aVR, aVL e
aVF), com sensibilidade 2 N e velocidade de 50 mm/segundo.
O intervalo QT foi medido em dez batimentos consecutivos,
do inicio do complexo QRS ao ponto de retorno da onda T
isoelétrica, definido como segmento TP. O intervalo QT
foi corrigido pela frequéncia cardiaca, usando a férmula de
Bazett (QTc = QT/ VRR). A analise estatistica foi realizada
aplicando o teste de normalidade de Shapiro-Wilk seguido do
teste de Tukey-Kramer, (p<0,05). O projeto foi aprovado pelo
Comité de ética de experimentacdo animal da Universidade
Metodista de Piracicaba sob o protocolo n® 09/2013.

3 Resultados e Discussao

Tendo em vista que o status de resisténcia modifica o
equilibrio quimio-metabdlico e compromete a homeostasia
celular, iniciou-se avaliando o peso dos ratos, sendo verificada
redugdo de 15% do peso em decorréncia do tratamento com a
dexametasona.

Em seguida, foi avaliada a glicemia dos grupos
experimentais, no intuito de verificar a implantagdo do
status de resisténcia a insulina, sendo que o grupo tratado
com dexametasona apresentou glicemia 165% maior que
o controle, indicando alteracdo na sensibilidade insulinica
(Tabela 1).

Tabela 1: Peso (g) e Glicemia (mg/dL) de ratos controle e tratados
com dexametasona (1mg/Kg/5 dias). Os valores correspondem a
média + epm, n=9. *p<0,05 quando comparados ao controle.

Controle (C) Dexametasona (D)
Massa corporal (g) 377,54 £ 6,93 317,23 +£4,94 *
Glicemia (mg/dL) 146 +9,19 387,33 £ 17,67 *

Uma vez estabelecida a alteracdo glicé€mica, optou-se por
avaliar a sensibilidade tecidual insulinica através do KITT. O
grupo tratado apresentou constante de decaimento 54% menor
que o controle, sendo 5,13 £ 0,2 %/min no grupo controle
e 2,35 £ 0,1 %/min no grupo tratado com dexametasona,
reiterando a alteragdo na sensibilidade insulinica, como pode
ser observado no grafico da Figura 1.
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Figura 1: Constante de decaimento percentual da glicose por minuto (KITT)

do grupo controle (¢) e de grupo tratado com dexametasona (m). Os valores
correspondem a média + epm, n=9. *p<0,05 comparado ao controle

Ap6s verificar alteracdes na sensibilidade insulinica, tornou-
se sugestivo avaliar as reservas glicogénicas, importantes reservas
sob controle direto da agdo insulinica. Como pode ser verificado
no grafico da Figura 2, as reservas glicogénicas foram reduzidas

frente ao tratamento com o glicocorticdide, atingindo valores
43% menores no soleo e 68% menores no gastrocnémico por¢ao
branca. Cabe ressaltar que as reservas glicogénicas ventriculares
nao foram afetadas pelo tratamento com dexametasona.

mg/100mg

SC SD

GBC GBD VvC VD

Figura 2: Concentragdo de glicogénio (mg/100mg) dos musculos soleo (S),

gastrocnémio porc¢ao branca (GB) e ventriculo (V) de ratos controle (C) e
tratados com dexametasona (D; 1 mg/Kg — 5 dias). Os valores correspondem
a média + epm, n=9. *p<0,05 comparados ao controle

No intuito de verificar se a resisténcia insulinica poderia
afetar parametros elétricos que coordenam a atividade
cardiaca, passou-se a avaliar o perfil eletrocardiografico.
Neste sentido, pode-se verificar na Tabela 2, que a frequéncia

cardiaca do grupo tratado com dexametasona apresentou-se
reduzida em 13%, além do aumento de 15,7% no intervalo
QTec. Quanto aos demais parametros eletrocardiograficos, ndo

foram verificadas alteragdes significantes.

Tabela 2: Frequéncia cardiaca e pardmetros eletrocardiograficos de ratos controle e
tratados com dexametasona (1mg/Kg/5 dias). Os valores correspondem a média + epm,

n=9. *p<0,05 comparados ao controle.

Controle (C) Dexametasona (D)
Frequéncia Cardiaca (bat/min) 24735 +4,8 214,87 £8,1 *
Intervalo QRS (ms) 54,3+ 0,6 58+2,1
Intervalo QTc (ms) 198 £4.,9 235+ 1.1*
Intervalo PR 40+2,0 36,4+22
Segmento PR 11+14 11+1,6

UNOPAR Cient Ciénc Biol Saude 2014;16(4):293-7

295



Estabilidade na Fungdo Cardiaca na Resisténcia a Insulina Induzida pela Dexametasona

A literatura cientifica tem mostrado que inGmeras
condigdes patologicas de carater degenerativo ou tratamento
com farmacos estao relacionados com o desenvolvimento do
estado de resisténcia a insulina. Esta resisténcia ¢ considerada
como o comprometimento na captagdo de glicose, mediada
pela agdo insulinica por células envolvidas na reserva de
substratos metabolizaveis, tais como: o tecido adiposo,
hepatocitos e tecido muscular®.

Quando os resultados deste estudo sdo comparados com
a literatura cientifica, observa-se que a administracdo de
dexametasona em animais de experimentacdo na concentragao
de 1 mg/kg/dia, durante 5 dias, por via intraperitoneal, alterou
a sensibilidade periférica a insulina. A redugdo na constante de
captacao da hexose expressa no teste de tolerancia a insulina
e a consequente hiperglicemia reflete no comprometimento
multifatorial, representado por altera¢des no perfil de ativagao
dos receptores de insulina, na ativagdo dos substratos do
receptor de insulina (IRS), bem como na associagdo destes
com as vias que participam da cascata citosolica sinalizadora
da insulina*.

No que se refere as alteragdes glicémicas e no peso dos
animais, recentes trabalhos demonstraram alteragdes nos
mesmos parametros do presente estudo e dentro do mesmo
perfil de tratamento®?*. O paralelismo entre este estudo e os
estudos de Rafacho® reitera a viabilidade da metodologia
utilizada para indug@o da resisténcia.

A avaliagdo do contetdo de glicogénio da musculatura
periférica tratada com dexametasona apresentou redugdo
nas reservas, demonstrando que a implantagdo do estado
de resisténcia acompanha diminuigdo na atividade das vias
glicogénicas. Fato que possivelmente esta ligado a down-
regulation na populacdo de receptores de insulina nos tecidos
alvo, evento que se torna pronunciado a partir do quinto dia
do tratamento'?.

Um evento importante esta ligado as reservas glicogénicas
ventriculares, nas quais ndo foram observadas as alteragdes
classicamente descritas no status de resisténcia insulinica.
Este fato representa uma agao diferenciada do glicocorticoide
no musculo cardiaco, uma vez que ja foi descrito a secregao
de cortisol no musculo cardiaco. Certamente, a produgdo
do glicocorticoide no coragdo ¢ 1000 vezes menor do que
na supra-renal, portanto cabe refor¢ar que a presenga do
glicocorticoide foi constatada em preparacdo experimental
com coragao isolado, condi¢do que minimiza interferéncia de
cortisol que possa ter vindo de perfusdo a partir do plasma,
além da descri¢do das enzimas envolvidas na sintese?.

Recentemente foi avaliado o mecanismo de acdo do
cortisol na dindmica cardiaca de ratos diabéticos, sendo
demonstrado que o corticoide exerce agdo pardcrina e
autocrina no musculo cardiaco, modulando as correntes de
potéssio e portanto promovendo a estabilizagdo na duragdo
do potencial de agdo. Estas alteragdes eletrocardiograficas
também ja foram descritas em humanos?*?’.

Especificamente no coragdo, a dexametasona promove
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mudanga no status de ativagdo dos canais de K*, retardando
sua inativacao e aumentando o tempo de repolarizagdo, evento
que minimiza a sobrecarga do musculo cardiaco e protege o
coragdo?.

Uma vez que as dindmicas elétricas de repolarizagdo
foram reduzidas, justifica-se a menor frequéncia cardiaca
constatada no grupo tratado. Ao proteger o coragdo, a
dexametasona reduz a necessidade de utilizagao das reservas
glicogénicas, razao pela qual as reservas nao se apresentaram
alteradas, de forma antagénica ao observado nos musculos
periféricos.

Merece destacar que na presenca da dexametasona o
intervalo QTc, que representa o tempo necessario para a
despolarizagdo e a repolarizagdo ventricular, apresentou-se
prolongado, indicando a acdo moduladora do glicocorticoide
na dindmica cardiaca.

4 Conclusao

O coragdo ¢ um 6rgdo protegido das alteracdes impostas
pela resisténcia insulinica, ndo sofrendo as consequéncias
ocorridas no tecido muscular esquelético estriado, uma vez
que ndo houve alteragdes elétricas cardiacas significantes.
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