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RESUMO

Objetivos: analisar as propriedades glicostaticas in vitro e in vivo de eritrocitos de ratos submetidos ao tratamento
com dexametasona.

Métodos: foram utilizados para o experimento 20 ratos machos Wistar, separados em dois grupos com 10 animais
cada, sendo um grupo controle e um tratado com dexametasona (1 mg/kg/dia por via intraperitoneal, cinco dias). Apds
o tratamento, os ratos foram anestesiados para que fosse coletado sangue de diferentes locais do leito vascular arterial e
venoso, no intuito de avaliar a glicemia e as reservas de glicogénio in vivo. Para o estudo in vitro o sangue foi coletado
da veia renal, sendo que os eritrdcitos foram isolados, incubados e examinados. Os dados foram analisados por meio
da correlagdo de Spearman e teste t de Student. Considerou-se o nivel de significancia de p menor que 0,05.

Resultados: os eritrocitos normais apresentaram diferenca glicémica arteriovenosa significativa de até 56% no leito
venoso, sendo que o glicogénio apresentou-se 44% maior na veia supra-hepatica. Apos a administragao de dexametasona,
a glicemia mostrou-se 34% maior no leito venoso e o glicogénio 42% menor na veia porta. No experimento in vitro,
verificou-se que as propriedades glicostaticas ndo foram comprometidas na presenca da dexametasona.

Conclusdes: o tratamento com dexametasona modifica a glicemia mas ndo interfere nas fun¢des glicostaticas
eritrocitarias.

DESCRITORES: GLICEMIA; DEXAMETASONA; RATOS WISTAR; ERITROCITOS/efeitos de drogas; GLICOGENIO.

ABSTRACT

Aims: To analyze in vitro and in vivo glucostatic properties of erythrocytes of rats subjected to treatment with
dexamethasone.

Methods: Twenty male Wistar rats were used, divided into two groups of 10 animals, with one control group and
one group treated with dexamethasone (1 mg/kg/day by intraperitoneal route, for five days). After treatment, the
animals were anesthetized and blood samples were collected from arterial and venous vascular system in order to
evaluate in vivo glucose levels and glycogen reserve. For the in vitro analysis, blood was collected from renal vein,
and erythrocytes were isolated, incubated, and examined. Data were analyzed by Spearman correlation and Student
t test. The significance level for p-value was 0.05.

Results: The normal erythrocytes showed significant arteriovenous blood glucose difference of 56% in the venous
system, and glycogen was 44% higher in supra-hepatic vein. In the presence of dexamethasone, blood glucose were
34% higher in the venous system and glycogen 42% lower in the portal vein. The glucostatic properties of erythrocytes
have not been compromised in the presence of dexamethasone in the in vitro study.

Conclusions: Treatment with dexamethasone affects blood glucose levels but does not interfere with glucostatic
functions of erythrocytes.
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INTRODUCAO

A manutengao da homeostasia energética depende
da integridade funcional dos principais reservatorios de
substratos metabolizdveis, bem como de um suprimen-
to adequado de acordo com as necessidades de cada or-
ganismo.' No que tange ao metabolismo dos carboidra-
tos e processos que participam do controle glicémico,
demonstrou-se que os eritrocitos absorvem e incor-
poram glicose aos reservatorios de glicogénio quando
a glicemia esta elevada, liberando a glicose quando
diminui a glicemia. Cabe ressaltar que as reservas eri-
trocitarias de glicogénio superam as necessidades me-
tabolicas dessas células, sugerindo-se que contribuam
de maneira importante para o controle glicémico.?

Utilizando técnicas de incorporacgdo de glicose ra-
dioativa ao reservatorio de glicogénio, foi avaliado
o metabolismo de glicogénio em eritroécitos normais,
demonstrando-se a sintese de 0,04+0,01 pmol/g
de hemoglobina por hora. Dessa forma, sob nor-
moglicemia, os eritrocitos humanos utilizam 1 a 2 pmol
de glicose/mL por célula por hora, equivalendo a 12
mil vezes mais do que o requerido para a manutengao
da atividade metabolica.’

Guarner e Alvarez-Buylla,? estudando fungdes
glicostaticas eritrocitarias em diferentes setores do
leito vascular, observaram diferenga arteriovenosa no
conteudo de glicogénio e sugeriram que as hemadcias
fazem parte de um sistema refinado de distribuic¢ao de
glicose aos tecidos e podem participar efetivamente
da regulagdo glicémica. Outros estudos in vivo e in
vitro reiteraram esses achados em diferentes avaliagoes
das fung¢des glicostaticas dos eritrocitos, constatando
a participacdo das hemacias como distribuidoras
de glicose em diferentes condigdes fisioldgicas ou
patologicas, tais como estresse, atividade fisica e
diabetes mellitus.>*

A resisténcia periférica a insulina é uma resposta
desenvolvida frente a diferentes condigdes, como
obesidade, diabetes mellitus ou, ainda, terapias que
utilizam glicocorticoides.” Dentre os glicocorticoides,
destaca-se a dexametasona, farmaco com atividade
antiinflamatoéria, que possui capacidade de promover,
em curto prazo, aumento da secrecdo de insulina,
reducdo da efici€éncia na transducao do sinal insulinico
e diminui¢do da utilizagdo e do transporte periférico de
glicose, o que compromete a disponibilizacdo de glicose
aos tecidos. Estudos mostram que a dexametasona
promove alteragdes na sensibilidade a insulina, sendo
essa condi¢do representada por resisténcia, associada
ao comprometimento na formacdo das reservas de
substratos metabolizaveis em tecidos alvo da insulina,
como, por exemplo, o tecido hepatico.®*
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Saad et al.? avaliaram o efeito da dexametasona
sobre a atividade de receptores de insulina presentes
nos adipdcitos e nos eritrocitos, constatando que,
dependendo do tempo, pode haver profunda redugdo na
populagdo dos receptores insulinicos dos hepatocitos,
além de modificagdo significativa nos receptores dos
eritrocitos. Essa hipotese foi recentemente reiterada
no estudo in vitro realizado por Santos et al.,'° que
avaliaram a secre¢do de insulina em ilhotas isoladas de
ratos tratados com dexametasona, observando aumento
na secre¢do induzida pela glicose. Neste contexto, o
presente trabalho propde-se a investigar, utilizando um
modelo animal, se as propriedades glicostaticas dos
eritrocitos sao afetadas pela dexametasona.

METODOS

Utilizaram-se para o experimento 20 ratos machos
da linhagem Wistar, com idade variando de trés a
quatro meses, divididos em dois grupos com 10 animais
cada, sendo um grupo controle e o outro tratado com
dexametasona (1 mg/kg/dia por via intraperitoneal, por
cinco dias). Todos os animais foram alimentados com
ragdo e agua ad libitum e mantidos em ambiente com
temperatura constante de aproximadamente 23+2°C
e ciclo claro/escuro de 12 horas. Os procedimentos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica
em Experimenta¢do Animal (CEEA) da Universidade
Federal de Sao Carlos, sob o Protocolo n® 011/2006.

Para avaliagdo da concentracdo de glicogénio nos
eritrocitos in vivo, empregou-se o seguinte procedimen-
to: ap6s 10 minutos de anestesia (pentobarbital sodico,
40 mg/kg, intraperitoneal), foram coletadas amostras
de sangue da artéria femoral, veia femoral, veia porta
hepatica e veia supra-hepatica do animal. Centrifugou-
se o sangue em centrifuga refrigerada, a 2500 rotagdes
por minuto, durante 10 minutos, transferindo-se o
plasma para a determinagao da glicemia, feita por um
glicosimetro Accu-Check (Roche Diagndstica Brasil,
Sao Paulo, SP). A seguir, os eritrocitos foram lavados
duas vezes com solu¢do salina a 0,9%, de acordo
com os métodos usados para preparar eritrocitos para
estudos metabolicos.!"

Uma aliquota de 20 pl dos eritrocitos destinou-se a
avaliacdo da hemoglobina, e 200 pl foram direcionados
para avaliacdo do conteudo glicogénico. Para a
avaliacdo in vitro, os animais foram anestesiados € o
sangue foi coletado da veia renal, sendo acondicionado
em um recipiente em gelo, formando um pool de
células. O préximo passo foi transferir o sangue
coletado para um tubo de ensaio, onde foi centrifugado
durante 10 minutos a 2500 rotagdes por minuto. Apos
a centrifugacao, foi desprezada a camada superficial,
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onde se concentram os leucocitos. Da parte do fundo,
mais densa, onde se detinham os eritrocitos, foram
retiradas aliquotas de 0,5 mL, distribuidas em tubos de
ensaio colocados em grades parcialmente submersas
em banho-maria por 15 minutos a 37°C, na presenca
de diferentes concentragdes de glicose.

No procedimento utilizado para extracdo e deter-
minag¢ao do glicogénio dos eritrocitos, empregou-se o
método proposto por Farquarson et al.,'? o qual expres-
sa o conteudo em valores de pg/g de hemoglobina,
visto que a precisdo do método é de 0,1 pg de glicogé-
nio. Para analise estatistica das diferencas arteriove-
nosa e entre as veias porta e supra-hepatica, foram
utilizados correlacdo de Spearman e teste t de Student,
considerando-se significativo um p<0,05. As relagdes
entre o conteudo eritrocitario de glicogénio e as variagdes
da glicemia foram calculadas por meio da correlagao.

Na investigac¢do in vitro, o conteido de glicogénio
nos eritrocitos foi examinado em razdo da variagdo
na concentracdo de glicose. Determinaram-se a cor-
relacdo e a regressao linear pelo método dos minimos
quadrados na forma Y=a+b.X, onde Y ¢ a concentragao
de glicogénio, X ¢é a concentracdo de glicose, a € a inter-
secdo com a ordenada e b é a inclinagdo da curva.

RESULTADOS

Inicialmente foi avaliada a concentracdo de gli-
cogénio em eritrocitos e a correlagdo com a glicemia em
quatro setores do leito vascular — artéria e veia femorais
e veias porta e supra-hepatica. A glicemia medida nas
femorais revelou uma diferenga arteriovenosa de 17%,
sendo maiores os valores obtidos no ramo arterial.
Considerou-se essa diferenca como correspondendo
a utilizagdo de glicose no membro posterior do rato.
Também, como esperado, houve diferenga entre as
glicemias da veia porta e da supra-hepatica, sendo
56% maior a concentracdo nesta ultima, em virtude
da liberagdo de glicose pelo figado.

Para avaliar se os eritrécitos participam na homeo-
stasia da glicose, como armazenadores e transportado-
res de glicose, o conteudo de glicogénio foi quantifica-
do no sangue coletado nos quatro setores do leito vas-
cular. As reservas eritrocitarias de glicogénio variaram
conforme a regido de coleta, registrando-se diferenca
de 35% tanto entre a artéria e a veia femoral quanto
entre a veia porta e supra-hepatica. Considera-se que
a diferenga arteriovenosa observada esteja relacionada
a mobilizacao do glicogénio dos eritrocitos. Uma dife-
renca de 44% foi observada na avaliagdo realizada na
interface entre a veia porta e a supra-hepatica, sendo
verificada maior concentragao plasmatica de glicose no
ramo vascular que sai do figado (Tabela 1).
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No grupo tratado com dexametasona, observou-se
diferenga na glicemia de 28% entre as femorais (sen-
do maior na artéria femoral) e de 34% no circuito hepa-
tico (sendo maior na supra-hepatica). Foi avaliado o con-
teudo de glicogénio nas femorais, observando-se valo-
res 42% menores na veia femoral e veia porta (Tabela 1).

No estudo in vitro, verificou-se que os eritrocitos
aumentaram suas reservas glicogénicas de maneira
diretamente proporcional ao estimulo. Demonstrando
que os eritrocitos liberavam glicose a medida que a
concentragdo da hexose no meio se reduzia, eritrocitos
inicialmente incubados na presenga de 240 mg/dL' de
glicose acumularam glicogénio e, posteriormente, re-
duziram o seu contetido, ao serem novamente incubados
em concentragcdes mais baixas de glicose (Tabela 2).

Tabela 1. Concentragdo eritrocitaria de glicogénio e
glicose plasmatica em diferentes setores do leito vascular
de 10 ratos controle e 10 tratados com dexametasona. Os
valores correspondem a média + erro padrao da média.

Glicogénio Glicemia
(ng/g Hb) (mg/dL)
Grupo controle
Veia femoral 34,46 + 1,0* 100,12 + 1,6*
Artéria femoral 52,78 £0,02 120,51+ 1,4
Veia porta 30,51 + 0,057 82,10 + 1,21
Veia supra-hepatica 54,13+ 1,3 125,11 +1,2
Grupo dexametasona
Veia femoral 22,68 +0,4% 90,18 +1,1*
Artéria femoral 39,24+ 0,1 12546 £22
Veia porta 23,15+0,2f 85,19 +£2,0%
Veia supra-hepatica 40,09 +0,2 129,14 £2,1

Hb = hemoglobina.
* p<0,05 na comparagao entre a artéria e veia femoral;
 p<0,05 na comparagio entre a veia porta e a supra-hepatica;

Tabela 2. Efeito da concentracdo de glicose sobre a
concentracdo de glicogénio em eritrécitos de ratos in vitro.
O conteudo de glicogénio foi determinado nos eritrocitos
apos incubagdo durante 15 min a 37°C. No grupo descarga,
os eritrocitos foram inicialmente incubados na presenca
de 240 mg/dl"! de glicose e, em seguida, reincubados em
solugdes com outras concentragdes de glicose. Os valores
correspondem a média =+ erro padrdo da média.

Carga Descarga

Glicose Glicogénio Glicose Glicogénio
(mg/dL) (ng/g Hb) (mg/dL) (ng/g Hb)
NIHIL 0,50 + 0,05 240 39,72 +0,9*
40 9,01 +1,5% 200 30,60 + 0,5*
80 11,92 £0,7* 160 24,79 + 0,6*
120 22,14 +0,3* 120 18,10 +0,8%*
160 26,75 £ 0,4* 80 9,39 +0,2%
200 37,61 £0,2* 40 891+0,1*

240 44,67 £ 0,8% NIHIL 0,55+0,2

Hb = hemoglobina; NIHIL = auséncia de glicose;
* p<0,05 comparado a auséncia de glicose.



As propriedades glicostaticas dos eritrocitos de ratos
tratados com dexametasona também foram testadas in
vitro, ndo se observando diferenca quando comparadas
as do grupo nao tratado (Tabela 3).

Tabela 3. Efeito in vitro da concentragao de glicose so-
bre a concentracdo de glicogénio de eritrécitos de ratos
tratados com dexametasona. Inicialmente ndo se tem
glicose (NIHIL). O conteudo de glicogénio foi determi-
nado nos eritrocitos apds incubagdo durante 15 min a
37°C. Os valores correspondem a média + erro padrao
da média.

Glicose Glicogénio

(mg/dL) (ng/g Hb)

nihil 0,32+ 0,02
40 11,22 +0,03 *
80 13,09 £ 0,02 *
120 41,11 £ 0,01 *
160 34,98 £ 0,01 *
200 4834 +0,04 *
240 51,66 £ 0,02 *

NIHIL = auséncia de glicose;
Hb = hemoglobina;
* p<0,05 comparado a auséncia de glicose.

DISCUSSAO

Os primeiros estudos sobre armazenamento de
glicogénio, realizados em eritrocitos de ratos, ndo
quantificaram corretamente as concentragdes devido
a uma inadequacgdo da técnica, que impedia a extragdo
total do glicogénio da amostra.”® Este estudo utiliza
uma técnica enzimadtica especificamente destinada a
extragdo e quantifica¢cdo do glicogénio eritrocitario, com
sensibilidade para detectar 0,1pg de glicogénio.'?

A manutencdo da glicemia depende da integracao
entre os sistemas nervoso e enddcrino, 0s quais
regulam a dindmica de mobilizacao e armazenamento
das reservas glicogénicas.’ Na década de 1970 de-
monstrou-se a presenca nos eritrocitos das enzimas
glicogénio sintetase, amiloglicosidase e fosforilase,
que sdo enzimas chave no processo de formagdo e
mobilizagdo dos reservatorios de glicogénio.'*

O interesse pela compreensao dos mecanismos que
colaboram na manutenc¢do de niveis normoglicémicos
instigou a investiga¢ao da participagao dos eritrocitos,
considerando que os reservatorios de glicogénio dessas
células poderiam desempenhar importante fun¢do na
distribuicdo da glicose.?? Essa funcdo dos eritrocitos
tem sido relegada a um plano secundario, em virtude
do grande reservatorio de glicogénio do figado e da
rapidez com que ele ¢ mobilizado e reconstituido em
individuos normais. No entanto, os eritrocitos sdo um
reservatorio de glicogénio de facil acesso, permitindo
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varias amostragens em estudos de longa duracdo, sem
provocar grande estresse na coleta.*!>1¢

Na avaliacdo das reservas eritrocitarias de gli-
cogénio, realizadas nos ratos normais, constataram-se
diferencas entre os diversos setores do leito vascular,
fato este que corrobora com o estudo de Guarner e
Alvarez-Buylla,? visto que as reservas glicogénicas
mostraram-se modificadas de acordo com as mudangas
na concentracado plasmatica de glicose, confirmando o
que ja havia sido demonstrado por Silva.* A dinamica de
captacdo de glicose pelos eritrocitos decorre da grande
quantidade de proteinas transportadoras de glicose do
tipo GLUT 1, presentes na membrana. Estima-se que
existam 3x10° moléculas transportadoras por célula,
o que representa 3,5% das proteinas da membrana.!”!8
Assim, a diferenga arteriovenosa constatada neste
estudo estd em concordancia com a proposta de en-
volvimento dos eritrocitos na distribuigdo de glicose,
tendo em vista a responsividade a variacdo glicémica.
Um fato adicional a ser considerado refere-se a ati-
vidade metabolica da hexose nos eritrocitos, que
na normoglicemia ¢ de 1 a 2 umol de glicose/mL-!
células/h nas hemacias de humanos, superando ex-
pressivamente as necessidades energéticas das cé-
lulas. #1314

Diferentemente do tecido hepatico, os eritrocitos
possuem somente um tipo de enzima glicogénio
sintetase, denominada de forma b e dependente da
glicose-6-fosfato, sendo que a regulacdo da sintese
de glicogénio depende em maior intensidade das
mudancas nas concentracdes de glicose-6-fosfato
e de pH, que ocorrem devido a diferenga no teor de
oxigénio na interface arteriovenosa.'*!” Recentemente,
dois estudos relacionados a induc¢do de resisténcia
periférica a insulina com dexametasona destacaram-
se por demonstrar alteracdes metabdlicas precoces
no tecido muscular e hepatico. Nessa mesma linha,
demonstrou-se que a resisténcia a insulina foi par-
cialmente revertida na presenca de sensibilizadores de
insulina, como a metformina e a troglitazona.’?

A anélise das propriedades glicostaticas realizada
em eritrocitos coletados de diferentes setores do
leito vascular de ratos tratados com dexametasona
ndo mostrou diferenca da observada nos eritrocitos
de ratos normais que ndo receberam dexametasona.
Nesse aspecto, caber ressaltar que os eritrocitos estao
constantemente em contato com a insulina sérica, fato
primordial para que haja redugdo na populagiao de
receptores insulinicos residentes na membrana.?!

Houve diferenga nos niveis glicémicos a depender
do local a ser coleta a amostra, sendo que o leito venoso
hepatico apresentou maiores concentragdes. No entanto,
a avaliacdo das propriedades glicostaticas in vitro
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ndo expressaram diferengas entre eritrocitos de ratos
controles ou tratados com dexametasona, indicando
que esse glicocorticdide ndo interfere na manuten¢ao
do equilibrio funcional ou em propriedades ligadas a
distribuicdo de glicose pelos eritrocitos.
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