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RESUMO

Efeito do Estresse Neurocitoglicopénico na Glicemia, Insulina e Lipoproteinas

em Ratos Tratados Cronicamente com Enalapril.

Fundamentacdo: A neurocitoglicopenia induzida pela 2-deoxi-D-glicose (2DG)
ativa glicorreceptores hipotalamicos com consequente aumento do fluxo
simpatico para o figado, pancreas, medula da supra-renal e tecido adiposo, o
que resulta no aumento da produgao hepatica de glicose, inibigdo da secrecéo
de insulina e mobilizagao de acidos graxos livres do tecido adiposo. Evidéncias
vem se acumulando sobre a participagdo do Sistema-Renina-Angiotensina
(RAS) na regulagao metabdlica, em particular da glicose e lipidios. Contudo, a
participacédo desse sistema no estresse agudo ainda n&o esta bem esclarecida.
Objetivo: O objetivo deste estudo é determinar o efeito do tratamento crénico
com enalapril, um inibidor da enzima conversora de angiotensina (ECA), sobre
a glicemia, insulina plasmatica e lipidios plasmaticos em resposta ao estresse
neurocitoglicopénico induzido pela 2DG em ratos. Materiais e Métodos: Foram
utilizados ratos Holtsmman machos tratados diariamente com enalapril (10
mg/kg de peso corporal) por via oral, por duas semanas (grupo ED) ou veiculo
(grupo CD). Foi implantado um cateter atrial através da veia jugular externa dos
animais sob anestesia por éter, dois dias antes do experimento para realizacao
das colheitas de sangue. No dia do experimento, os ratos tinham seus
cateteres venosos conectados a um tubo de polietileno (PE 50) e preenchidos
com solugao salina. Apds uma hora de repouso nas suas gaiolas, amostras de
sangue foram colhidas antes e 5, 10, 20, 30, 60 minutos depois da infusdo de
2DG (500 mg/kg de peso corporal). Como grupo experimental controle (ES)
foram utilizados ratos tratados com enalapril nas concentragdes supracitadas e
submetidos a infusdo de salina, seguindo o0 mesmo protocolo. Resultados: Os
ratos tratados com enalapril (grupos ED e ES) ndo demonstraram diferenca
significativa nos valores basais quando comparados ao grupo controle (grupo
CD). Apés a infusdo de 2DG observou-se uma resposta hiperglicémica
marcante, que nao foi alterada pelo tratamento com enalapril (ED x CD, NS).
Foi observado um valor maximo de secrecéo de insulina mais elevado no grupo
tratado com enalapril (ED), quando comparado com os controles (CD e ES),
sugerindo um aumento na resposta da secre¢do de insulina induzida pela
glicose neste grupo de ratos. A resposta dos triglicérides plasmaticos ao
estimulo da 2DG mostrou elevagdo de seus niveis apenas no grupo ED (ED x
CD, p<0,05) e, uma redugao dos mesmos nos grupos CD e ES significativo aos
10 e 30 min respectivamente (p<0,05). Por outro lado, ndo foram observados
diferengas nos niveis de colesterol entre os grupos durante o experimento.




Conclusdes: Este estudo demonstra que o tratamento crénico com enalapril
modificou o padrdo de resposta da insulina e triglicérides plasmaticos a
neuroglicopenia, sem alterar a resposta hiperglicémica, sugerindo uma
influéncia do bloqueio do RAS na secregédo de insulina glicose-induzida e na
mobilizagao de triglicérides durante o estresse neurocitoglicopénico.

Palavras-Chave: Estresse, Neuroglicopenia, Angiotensina, Inibidor da ECA e 2-
deoxi-D-glicose.



ABSTRACT

Effects of Neurocytoglucopenic Stress on Plasma Glucose, Insulin and

Lipoprotein Levels in Rats Chronically Treated with  Enalapril.

Background: Neurocytoglucopenia induced by 2-deoxy-D-glucose (2DG)
activates hypothalamic glucoreceptors with a consequent increase in
sympathetic outflow to liver, pancreas, adrenal medulla and adipose tissue
which results in increased hepatic glucose production, insulin inhibition and free
fatty acid mobilization from adipose tissue. Evidence has being accumulated to
the participation of the renin-angiotensin system (RAS) on metabolic regulation,
particularly on glucose and lipids. However, the participation of this system on
acute stress is still not well understood. Objectives: The aim of this study is to
determine the effects of the chronic treatment with enalapril, an angiotensin
converting enzyme (ACE) inhibitor, upon plasma glucose, insulin and lipids
levels in response to neurocytoglucopenia induced by 2DG in rats. Methods:
Adult male Holtsmman rats were treated daily, o.r, with enalapril (10 mg/kg
body wt) for two weeks (ED) or vehicle (CD). The animals had atrial catheters
inserted through the jugular vein under ether anesthesia two days before 2DG
infusion in order to collect blood samples. On the day of the experiments, the
rats had their venous catheters rinsed and connected to polyethylene tubes (PE
50) filled with saline. After one hour of resting in their homecages, blood
samples were drawn before and 5, 10, 20, 30 and 60 minutes following 2DG
infusion (500 mg/kg body wt). As a control group (ES), rats were treated daily
with the same amount of enalapril for the same period and submitted to a saline
infusion following the same protocol. Results: The rats treated with enalapril
(ED and ES groups) did not show significant differences in all basal values
when compared to control animals (CD group). There was however a strong
hyperglycemic response to 2DG that was not changed significantly by enalapril
treatment (ED and CD, NS). It was shown higher peak stress of plasma insulin
concentrations in the group of rats treated with enalapril when compared to
controls, suggesting an enhanced glucose stimulated insulin secretion in these
groups of rats. Besides plasma triglyceride response to 2DG having showed a
significant stress increase only in the ED group (ED and CD, p<0,05), the CD
and ES groups showed a drop on plasma triglyceride levels that reached
significant decrease at 10 and 30 min, respectively (p<0,05). On the other hand,
plasma cholesterol levels did not change during the experiments. Conclusions:
These data show that chronic enalapril treatment changes the pattern of insulin
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and triglycerides response to neuroglucopenia without modifying the
hyperglycemic response to 2DG, pointing to an alteration determined by RAS
blockade wupon glucose-induced insulin secretion and the storage of
triglycerides content during a neuroglucopenic challenge.

Key words: Stress, Neuroglucopenia, Angiotensin, ACE inhibitors and 2-deoxi-
D-glicose.
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1- INTRODUCAO

O estudo do estresse tem sido alvo de grande atencéo nas ultimas décadas e o
esclarecimento de suas vias neurohumorais € metabdlicas vem colaborando
para o entendimento de processos fisiopatolégicos. O progresso no
entendimento dos modelos experimentais de estresse demonstra que a
resposta a estes estimulos pode ser especifica ou generalizada, sendo que as
do ultimo tipo ocorrem quando a intensidade dos estimulos estressores é de
grande magnitude (PACAT, 2001). A neurocitoglicopenia induzida pela 2-deoxi-
D-glicose (2DG) tem sido comumente utilizada como modelo de estresse
metabdlico em estudos envolvendo a regulagdo neural do metabolismo

intermediario.

A participagdo do sistema renina-angiotensina (RAS) na resposta a
determinados modelos de estresse vem sendo estudada atualmente. Sua
importancia no estresse hemorragico e estresse de imobilizagdo foram
descritas anteriormente (MACHADO, 1995; LEONG ,2002; URESIN, 2004). A
relevancia deste sistema na etiologia de varios processos patoldégicos como
aterosclerose, diabetes mellitus, hipertensao arterial sistémica, entre outros, o
coloca em posicdo impar no desenvolvimento da medicina. Sabendo-se
também que o estresse se relaciona com as doengas supracitadas, o melhor
entendimento da participacédo deste sistema nas vias de sinalizagao e resposta

ao estresse é de grande importancia.
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Este estudo experimental tem como objetivo avaliar a participagao do sistema
renina-angiotensina na variagdo da glicemia e concentragcbes plasmaticas de

insulina, triglicérides e colesterol em resposta ao estresse neurocitoglicopénico.

1.1- O estresse e a ativacao de vias metabdlicas

A sobrevivéncia dos seres vivos depende da obtengcdo e manutencao de
circunstancias 6timas para o seu bem-estar. Em um ambiente favoravel os
individuos podem demandar energia para a promogédo do crescimento,
desenvolvimento e sobrevivéncia da espécie, tais como a ingestao alimentar e
o ato sexual (CHROUSOS, 1992; 1998). Quando as condigbes ambientais s&o
menos favoraveis, os individuos procuram se adaptar enquanto buscam

condi¢cdes mais vantajosas.

As respostas adaptadoras ou homeostaticas sdo direcionadas para protecao do
meio interno contra mudancas que ameacam a sobrevivéncia das células e
sistemas corporais. Estas respostas adaptadoras sao proporcionais a
intensidade do estimulo e variam desde uma simples reagao localizada até a
um estado generalizado e sistémico que acaba por afetar o organismo como
um todo. As respostas adaptadoras de um individuo frente as demandas e
ameacgas excessivas frequentemente atingem um padrdo néo especifico e
estereotipado que é conhecido por estresse (HABIB, 2000). O estresse € assim
definido como um estado no qual o cérebro interpreta a quantidade de estimulo

como excessiva ou a sua qualidade como ameagadora, causando assim uma
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resposta do tipo generalizada ou estereotipada. Os estressores fisicos,
bioldgicos ou psicolégicos geralmente precipitam respostas similares referidas

ha muito (SELYE, 1936) como sindrome geral de adaptagao ao estresse.

Durante o estresse, o débito cardiaco e a frequéncia respiratéria encontram-se
elevados, o fluxo sanguineo é redirecionado para a oferta de maior perfusédo
para o cérebro e para o sistema muscular. O cérebro focaliza sobre a ameaca
percebida e age através de um amplo circuito cerebral que pode ser ativado
por vias diferentes de entrada e de acordo com o tipo e intensidade do estimulo
estressor, apesar da existéncia de um padrdo de resposta estereotipada
conforme o descrito por Selye (1936). Além disso, a programacgao enddcrina do
prazer e crescimento € coibida em fungdo de uma preservacédo energética. O
catabolismo é aumentado e o substrato energético é utilizado principalmente

para o cérebro, coracdo e musculos.

As mudangas metabdlicas que ocorrem durante o estresse envolvem a
secregcao de epinefrina e norepinefrina pela medula adrenal e os nervos
simpaticos. Ambos os hormdnios foram associados com a resposta do tipo “luta
ou fuga” descritas por Canon, em 1914. O eixo hipotalamo — hipdéfise — adrenal
e o sistema simpatoadrenal servem como as vias periféricas através das quais
o cérebro influencia cada célula do corpo durante a exposi¢gao a um estimulo

ameacador.

Por outro lado, o estresse vem sendo descrito como causador de um estado de

imunossupressao (ELENKOV, 1999). Estudos recentes tém mostrado que o
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estresse pode estimular a imunidade humoral e suprimir a imunidade celular.
Esta resposta é mediada por um efeito dos hormébnios de estresse,
glicocorticéides e catecolaminas, sobre as células T-auxiliares-1/T-auxiliares-2
e a producao de citocinas do tipo -1/ tipo-2. Através destes mecanismos, o
estresse pode influenciar o inicio e o curso das doencas infecciosas,

autoimunes /inflamatdrias, alergias e doengas neoplasicas (ELENKOV, 1999).

A acao orquestrada de varios sistemas de neurotransmissores no cérebro
determina a fenomenologia caracteristica das respostas comportamentais,
endocrinas, viscerais, autonbmicas e imunes ao estresse. Estes
neurotransmissores incluem o CRH, AVP, peptideos opidides, dopamina e
norepinefrina. Na hipoglicemia induzida por insulina observamos além de uma
importante acao controladora do AVP sobre CRH, a marcante participacdo de
centros reguladores do apetite, com ativagdo dos sistemas orexigénicos e do
circuito insulina-leptina-CART (PACAT, 2001). E descrito também um aumento
da secregédo hipofisaria de prolactina (RIBEIRO-DE-OLIVEIRA, 2001) e a
secrecdo pancreatica de glucagon. Além disso, ocorre uma redugdo da
secreg¢ao de NPY cerebral e uma reduzida liberacédo hipotalamica do hormdnio
liberador de gonadotrofinas (GnRH). No estresse hemorragico, ocorre ainda

uma ativacdo marcante do sistema renina angiotensina (MACHADO, 1995).

A manutengdo de um nivel constante de glicemia é essencial para a
manutencgao das fungdes fisioldgicas do corpo, principalmente para o Sistema
Nervoso Central (SNC), ja que o cérebro ndo produz nem armazena glicose o

suficiente para seu gasto energético (CRYER, 1994). Em condigdes normais,
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trinta por cento da glicose produzida pelo figado € consumida pelo SNC. A
homeostase glicémica é mantida por um complexo mecanismo neuroendécrino,

envolvendo o sistema simpatico, figado, pancreas e glandula adrenal.

Os efeitos do estresse agudo sobre os lipidios ainda é alvo de grande
discussdo. Sabe-se que em geral existe uma resposta periférica de mobilizagéo
de acidos graxos livres, contudo pouco se sabe sobre o perfil do colesterol e
triglicerideos plasmaticos na resposta a modelos de estresse. Apesar de
existirem varios estudos abordando este topico, a utilizacdo de dietas
especificas, géneros e pesos diferentes, faz com que os resultados sejam
contraditérios e ainda por se definir. De interesse, o estresse de imobilizacéo
de forma aguda e crénica causou uma reduc¢ao nos triglicerideos plasmaticos
em ratos tratados com ragdo balanceada com 58% de carboidratos, 17% de
gorduras e 4,3% de proteinas. Este resultado sugere um efeito do estresse

sobre a acéo da lipase lipoprotéica (RICART-JANE, 2002).

1.2- Estresse neurocitoglicopénico

Varios sao os modelos de estresse utilizados para o estudo do metabolismo. A
neurocitoglicopenia induzida pela 2-deoxi-D-glicose, um analogo de glicose ndo
metabolizavel que bloqueia efetivamente a utilizagdo de glicose pelo neurénio,
ativa glicorreceptores hipotaldmicos com consequente aumento do tdnus
simpatico para o figado, pancreas, medula da adrenal e tecido adiposo,

resultando num aumento da produg¢ao hepatica de glicose, inibigdo da secrecéo
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de insulina, estimulagao da secrecao de glucagon, epinefrina e norepinefrina, e
mobilizacdo de acidos graxos livres do tecido adiposo (COIMBRA, 1979;

COIMBRA & MIGLIORINI, 1983).

Com a exposicdo a hipoglicemia profunda, ocorrem alteragdes
neurofisiolégicas e neuropsicolégicas que se implantam rapidamente. Estas
incluem confusdo, perda de consciéncia e convulsdo. Outros sintomas como
fome, sudorese, tremores, agitacao, frio ou sensacgao de calor reflete a ativagao
do sistema adrenomedular. Em associacdo com ativacado do eixo Hipotalamo-
Hipofise-Adrenal, este sistema efetor do estresse aumenta a glicemia periférica
e direciona a glicose para o cérebro para a manutengdo de seus processos

vitais para a sobrevivéncia do organismo (PACAK, 2001).

Sabendo-se que a hipoglicemia e a neurocitoglicopenia acompanham o curso
do tratamento de uma desordem prevalente em nosso meio que € o diabetes
mellitus e que a neurocitoglicopenia muitas vezes ocorre sem a percepg¢ao do
individuo (TOWLER, 1993), uma melhor compreensdo fisiopatolégica das
situagbes de estresse envolvendo neurocitoglicopenia, como as utilizadas
neste projeto, implicardo numa melhor abordagem destes disturbios (RIBEIRO-

DE-OLIVEIRA,1999).

1.3- Sistema renina-angiotensina

Angiotensinas sdo horménios peptideos derivados da proteina precursora

angiotensinogénio através da acao sequencial de enzimas proteoliticas
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(GOODFRIEND, 1996). A via mais conhecida do RAS envolve a
transformacao de angiotensinogénio em angiotensina | (Ang |) pela renina e a
seguinte conversdao de Ang | para Angiotensina Il (Ang IlI) pela enzima
conversora de angiotensina (ECA). Contudo, sabe-se atualmente que este
sistema envolve outros peptideos e enzimas. Angiotensina lll, angiotensina IV
e angiotensina-(1-7) sao peptideos biologicamente ativos originados do
angiotensinogénio, sendo o ultimo de grande interesse na fisiologia
cardiovascular (THOMAS, 2003 e SIMOES E SILVA, 2006). As vias de inter-
relagcdo entre estes peptideos se formam a partir de uma série de peptidases
sendo a Ang-(1-7) formado a partir da Ang | pela endopeptidase neutra 24.11
(NEP) ou prolil-endopeptidase (PEP), ou a partir da Ang Il via PEP, prolil-
carboxipeptidase ou pela enzima conversora de angiotensina Il (ECA2), que é
homologa a ECA em humanos, ratos e camundongos (Simdes e Silva et al,
2004). Aparentemente a Ang-(1-7) exerce um papel de contrabalango do

sistema em relacdo a Ang Il (SANTOS, 2003 A).

O Sistema renina-angiotensina também se inter-relaciona diretamente com o
Sistema Cinina-Calicreina, uma vez que a bradicinina, um peptideo com
importantes acdes cardiovasculares e metabdlicas, € metabolizado pela ECA
(TOM, 2003). Com a descoberta e uso cada vez mais frequente dos Inibidores
da ECA (IECA), o papel da bradicinina como moduladora de varios
mecanismos regulatorios cardiovasculares via receptores B2 foi demonstrado
(CAMPBELL, 2003 e TOM, 2003). Henriksen em 1999, também ressalta o

possivel papel da bradicinina na agao periférica da insulina, facilitando a
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captagdo de glicose insulino-induzida principalmente em situagbes de

resisténcia a insulina.

Os componentes do Sistema renina-angiotensina e suas inter-relagoes, assim
como suas relagcdes com o Sistema cinina-calicreina estdo demonstradas de

forma esquematica na figura 1.1.

1.4 — Participacédo do Sistema Renina-Angiotensina no metabolismo e vias

de sinalizacdo da resposta ao estresse

Além dos efeitos conhecidos do sistema renina angiotensina na homeostasia
hidroeletrolitica e cardiovascular, existem evidéncias da participacdo das
angiotensinas na regulagdo metabdlica, em particular, dos carboidratos e
lipoproteinas. Foi demonstrado que o sistema renina angiotensina tem um
importante papel fisioldgico na regulagao da glicemia, ja que a angiotensina |l
produz uma resposta hiperglicémica dose-dependente, e, em contraste, a
infusdo intravenosa de antagonista de angiotensina Il apresenta um efeito
inibitorio sobre a resposta hiperglicémica ao estresse hemorragico (MACHADO,
1995). Em estudo desenvolvido por Singh et al. (1977) observou-se que a
infusdo intracerebro-ventricular de angiotensina Il em coelhos, promove uma
resposta hiperglicémica que é abolida pelo uso de reserpina associado a
vagotomia medular, reduzida em grande parte pela adrenalectomia bilateral,

contudo néo sofrendo interferéncia da vagotomia bilateral.
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Figura 1.1: Vias de sintese e metabolismo das angiotensinas e bradicininas.

ECA, Enzima conversora de angiotensina; ECA 2, Enzima conversora de

angiotensina 2; NEP, Endopeptidase neutra; PEP, Prolil-endopeptidase; PCP,

Prolil-carboxipeptidase.




26

Foi demonstrado também que o receptor de angiotensina Il que encontra-se
envolvido direta e indiretamente nas agées hiperglicémicas deste horménio é o
do tipo AT1 (MACHADO, 1998), receptor este ja anteriormente identificado no
figado. Da mesma forma, Uresin et al. (2003 e 2004) demonstraram que o
losartan reduz a secrecdo de corticosterona induzida pelo estresse de
imobilizagdo agudo e crénico, assim como previne a resposta hiperglicEmica
apresentada em resposta ao estresse de imobilizagao crénico. Por outro lado,
estudos tém mostrado um aumento da expressao do receptor AT1 na
hipercolesterolemia (STREHLOW, 2000), um achado que pode ser revertido
através do tratamento com inibidores da HMG-CoA redutase. Os receptores do
sistema renina angiotensina foram identificados, além do figado, no pancreas,
adrenais (tanto na medula quanto no cértex), hipdfise, hipotalamo e demais
areas do SNC, rins e tecido adiposo, tendo nestes 6rgaos, importantes agdes
participativas no metabolismo de carboidratos (MACHADO, 1995; McKINLEY,

2003).

No sistema nervoso central, a angiotensina |l tem importante agdo na
modulagao da secrecao de CRH que, por sua vez, tem posi¢ao de destaque na
resposta ao estresse. A administragdo central de antagonista de receptor AT1
inibe a atividade simpatica e reduz a pressado arterial em certas condi¢cdes
fisiologicas a patofisiolégicas, assim como interrompe a ingestdo hidrica, o
apetite por sédio, a secregcao de vasopressina, a excrecao de sodio, a secrecao
de renina e a termorregulacdo (MCKINLEY, 2003). J& o estresse de

imobilizacdo se mostrou como um modulador de expressdo de receptores
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AT1a na hipodfise e hipotalamo, além de regular a expressdo de receptores

AT1b no cortex adrenal (LEONG, 2002).

Os inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECA) sao um grupo de
medicamentos descoberto ao final dos anos 70, sendo, na atualidade,
largamente utilizados como anti-hipertensivos, nas terapias da insuficiéncia
cardiaca e da nefropatia diabética. Seus efeitos metabdlicos benéficos,
principalmente sobre os carboidratos, sdo amplamente difundidos, constituindo
hoje, primeira linha no tratamento de hipertensos diabéticos (VI RELATORIO
DO JOINT NATIONAL COMITTE, 2003). Estudos recentes tém proposto que
os inibidores da enzima conversora de angiotensina, assim como antagonistas
de receptores AT1, possam reduzir o risco de novo diagndstico de diabetes em
individuos sem histéria desta doenga (HANSSON, 1999; YUSUF, 2001;
LINDHOLM, 2002). Da mesma forma, outros estudos (LONN, 2000) mostraram
um menor aumento de glicemia de jejum quando se usa o inibidor da ECA se
comparado ao placebo. Um dos mecanismos propostos para esta acdo dos
inibidores da ECA sobre o metabolismo de carboidratos seria uma redugao da
secregao de aldosterona e consequentemente da perda de potassio pelos rins,
0 que poderia preservar a sensibilidade das células beta. De outra maneira,
estes efeitos poderiam ser explicados a partir de um aumento no fluxo
sanguineo para as ilhotas e da perfusdo das células beta pancreaticas,
reduzindo a vasoconstricdo mediada pela angiotensina Il no péancreas

(CARLSSON, 1998; LEUNG, 2003).
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Ha evidéncias (HENRIKSEN, 1995; 1999) de uma redugdo da resisténcia
insulinica determinada pelos inibidores da ECA ao nivel da musculatura
esquelética a partir de um aumento do 6xido nitrico mediado pelas bradicininas.
Foi ainda mostrado (TORLONE, 1991) que os inibidores da ECA podem reduzir
a resisténcia insulinica no figado e adipdcitos, o que causa uma redugado na
producao hepatica de glicose e diminuigdo dos niveis dos acidos graxos livres
circulantes. Estudos recentes sugerem que angiotensina |l age de forma
deletéria nas vias de sinalizacdo de insulina por inibir direta e indiretamente a
acao da proteina cinase B (AKT), reduzindo a expressdo do GLUT4 e, assim

diminuindo o transporte de glicose insulino-dependente (McFARLANE, 2003).

O acumulo dos dados apontados acima sugere uma redugdo do risco de
desenvolvimento de diabetes a partir do uso dos inibidores da ECA, o que
requer confirmacdes a partir de estudos de maior impacto, dado ao enorme

potencial destes resultados em termos clinicos e de saude publica.

Contudo poucos sdo os estudos que procuram elucidar as vias nas quais os
IECA e os bloqueadores de angiotensina Il interferem no metabolismo em
situacdes de estresse, apesar de se saber da importancia do estresse como

fator precipitante de doencas, inclusive o diabetes mellitus.

Recentemente, grande parte do interesse tem sido voltada para o papel do
sistema renina angiotensina sobre a evolugéo dos processos ateroscleroticos
(KEIDAR, 1998; HOLTZ, 1994; ARAKAWA, 2000). Sabemos hoje que a

angiotensina Il tem acdo importante nas vias de oxidagdo do Oxido nitrico e
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consequente reducdo da complacéncia vascular, processo fundamental na
doenca aterosclerética (McFARLANE, 2003). No entanto, pouco é conhecido

da sua agéao sobre a resposta dos lipidios aos modelos de estresse agudo.

As evidéncias acumuladas sobre o sistema renina-angiotensina sinalizam para
sua grande importancia no metabolismo, assim como no controle homeostatico
corporal. A avaliagcdo deste sistema em modelos de estresse acrescenta em
muito no entendimento das vias fisioldgicas pelas quais ele interfere e regula
respostas vitais a sobrevivéncia dos individuos. Desta forma o presente estudo
teve como o objetivo geral a investigagdo da agdo do sistema renina-
angiotensina sobre a glicemia, secrec¢ao de insulina e, triglicerideos e colesterol

plasmaticos em resposta ao estresse por neurocitoglicopenia em ratos.
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2.0 - OBJETIVO GERAL

Este estudo tem como obijetivo investigar o efeito do uso cronico de inibidor da
enzima conversora de angiotensina, enalapril, sobre os niveis plasmaticos de
glicose, insulina, triglicérides e colesterol em ratos submetidos ao estresse

neurocitoglicopénico pela infusdo de 2-deoxi-D-glicose.
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3.0 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Delineamento Experimental

Os experimentos foram realizados utilizando-se trés grupos de ratos, um
tratado cronicamente (14 dias) com solucédo de enalapril (IECA), e submetido
ao estresse neurocitoglicopénico. Como grupos controles foram utilizados dois
grupos de ratos, um tratado cronicamente com veiculo (agua) e submetido ao
estresse neurocitoglicopénico e outro grupo de ratos tratados cronicamente
com enalaprii e ndo submetidos ao estresse neurocitoglicopénico. A
neurocitoglicopenia foi induzida por injecdo venosa de 2-deoxiglicose (2DG),
um inibidor competitivo da glicose que promove citoglicopenia do sistema
nervoso central, induzindo hiperglicemia através do aumento da atividade
simpatico-adrenal. Esta técnica tem sido comumente utilizada em estudos

envolvendo a regulagao neural do metabolismo intermediario.

3.2 - Animais

Nos experimentos foram utilizados ratos Holltzman, machos, pesando entre
170 e 230g, provenientes do Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina-
UFMG, local onde foram mantidos durante os 14 dias de tratamento. Os
animais tinham livre acesso a agua e a ragao padronizada (Nuvilab Nutrientes

Ltda, Parana, Brasil). Ao atingirem o peso entre 120 e 170g os ratos foram
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colocados em gaiolas individuais, sendo realizados medidas de peso e
ingestao hidrica diariamente. Os experimentos foram realizados entre 8 e 12h
no Laboratério de Pesquisas em Endocrinologia da Faculdade de Medicina da
UFMG, em sala equipada para realizagao de experimentos sob controle de

temperatura.

3.3 - Tratamento com Enalapril

O tratamento crénico com inibidor de enzima conversora de angiotensina foi
realizado por via oral, com enalapril (Merck) na dose de 10mg/kg de peso/dia
(BRITTO,1997) por meio de solugdo a 5% em agua. A solugao de enalapril era
oferecida ad libitum através de bebedouro graduado, durante 14 dias. Aos
animais controle foi oferecido ad libitum agua de torneira. O volume de agua ou

solugéo de enalapril ingerida pelos animais foi medida diariamente.

Uma hora antes do experimento (estresse neurocitoglicopénico), os animais
tratados cronicamente com enalapril receberam dose uUnica endovenosa de
5mg/kg enalapril (BRITTO, 1997), por meio de solugéo a 5% em salina (NaCl
0,9%) como refor¢co do tratamento cronico instituido. O grupo de animais

controle recebeu infusdo de salina (NaCl 0,9%) seguindo o mesmo protocolo.
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3.4 - Avaliacédo da ingestao hidrica e ganho de peso entre 0s grupos

Antes do inicio dos experimentos foi realizado estudo piloto para
avaliacdo da aceitabilidade da solucdo aquosa de enalapril pelos animais e
seus possiveis efeitos sobre o metabolismo hidrico e sobre o seu ganho de
peso. Seguindo-se 0 mesmo protocolo proposto pelo estudo, os animais foram
colocados em gaiolas individuais e avaliados por 14 dias. Foram oferecidos
livremente agua ou solugdo aquosa de enalapril a 5% a grupos de 12 ratos
equivalentes em peso, através de bebedouro graduado. A ingestédo hidrica e
peso foram medidos diariamente. Ao final do estudo piloto nido foi observado
diferenca significativa entre os dois grupos quanto ao volume de ingestédo
hidrica diaria (21,3 + 3,6 ml/100 g de peso/dia no grupo controle e, 24,4 + 6,8
ml/100 g de peso/dia no grupo tratado com enalapril), assim como, no ganho
ponderal dos animais (57,9 + 16,7 g no grupo controle e, 53,4 + 11,4 g no

grupo tratado com enalapril).
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Figura 3.1: Avaliacdo do ganho ponderal de 12 ratos tratados durante um

periodo de 14 dias com solugao de enalapril a 5% por via oral e comparados a
12 ratos controle.
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Figura 3.2: Avaliagcao da ingestao de liquidos de 12 ratos tratados durante um
periodo de 14 dias com solucdo de enalapril a 5% por via oral e 12 ratos

controle. Valores expressos em ml/100 g de peso corporal/dia de tratamento.
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3.5 - Colheita de Sangue

Dois dias antes dos experimentos foi implantado um cateter de silastic (0,5mm
DI, 0,94mm DE, N°602-135, Down Corning, USA) no atrio direito dos ratos,
através da veia jugular externa (HARMS & OJEDA, 1974). Este cateter para
coleta de sangue foi exposto no dorso e preenchido com solugdo salina
fisiologica. No dia do experimento, apds limpeza com salina fisiolégica, foi
adaptada uma conexao de polietileno P50, preenchida com salina fisioldgica,

medindo 40 cm, ao cateter atrial.

Apds uma hora de adaptagdo uma amostra basal foi colhida e em seguida foi
realizado o estresse neurocitoglicopénico com infusdao de 2DG pelo cateter

atrial, seguindo-se novas coletas de 0,6 ml aos 5, 10, 20, 30 e 60 minutos.

Cada amostra foi de 0,6 ml e segundo o calculo de volume sanguineo em ratos
descrito por Lee & Blaufox (1985), este volume nao apresenta efeito

hemodinamico significativo.

As amostras foram colhidas por seringas com citrato de sédio e mantidas em
gelo até a centrifugagao (900 G, 20 minutos) a temperatura de 4°C. O plasma

foi separado e estocado a —20°C para analises bioquimicas posteriores.
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3.6 - Estresse Neurocitoglicopénico por 2-Deoxi-D-Glicose (2DG)

O estresse neurocitoglicopénico foi realizado utilizando-se a 2-deoxi-D-glicose,
um inibidor competitivo da glicose, na dose de 50mg/100g de peso de animal
sob forma de solugéo a 10% (RIBEIRO-DE-OLIVEIRA Jr et al., 1999). A droga
foi injetada imediatamente apds colheita de amostra basal, por infusdo venosa
lenta, através do cateter atrial. Como grupo experimental de controle foram
utilizados ratos tratados cronicamente com enalapril e submetidos a infuséo de
solugdo salina (NaCl 0,15M), com colheitas de sangue obedecendo ao mesmo

protocolo.

3.7 - Grupos Experimentais

Os animais foram assim distribuidos em trés grupos experimentais:
e Grupo CD: ratos tratados cronicamente com veiculo e
submetidos ao estresse neurocitoglicopénico;
e Grupo ED: ratos tratados cronicamente com enalapril e
submetidos ao estresse neurocitoglicopénico;
e Grupo ES: ratos tratados cronicamente com enalapril e

submetidos a infusao salina;
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3.8 - Métodos de Analise Quimica

3.8.1 - Determinacao da Glicose Plasmatica

A glicose plasmatica foi determinada pelo método de glicose-oxidase (GOD-

ANA, CENTERLAB, Brasil), utilizando-se amostras em duplicatas.

3.8.2 — Determinacio do Triglicerideo Plasmatico

O triglicerideo plasmatico dos animais foi determinado pelo método enzimatico

(GPO-ANA, CENTERLAB, Brasil), utilizando-se amostras em duplicatas.

3.8.3 - Determinacao do Colesterol Plasmatico

O colesterol plasmatico dos animais foi determinado pelo método enzimatico

(CENTERLAB, Brasil), utilizando-se amostras em duplicatas.

3.8.4 - Determinacao da Insulina Plasmatica

A insulina plasmatica dos animais foi determinada através de kits de
radioimunoensaio (SRI-13K, Linco Research, USA) contendo insulina marcada
com '®| e soro antiinsulina de rato como anticorpo do ensaio. Todas as

amostras foram dosadas em conjunto, em duplicatas e realizadas no
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Laboratério de Fisiologia Enddcrina, Departamento de Biofisica e Fisiologia,
Instituto de Ciéncias Biolégicas da Faculdade Federal de Minas Gerais

(ICB/UFMG) com coeficientes de variagéo intraensaio de 11%.

3.9 - Tratamento estatistico dos resultados

As amostras obtidas antes e apds o estresse neurocitoglicopénico foram
comparadas pelo teste t. Student pareado. As diferengas entre os grupos foram
determinadas utilizando-se a analise de variancia (one way) pelo método de
Holm Sidak. A integracdo das areas sob as curvas das diversas variaveis foi
realizada pela regra do trapézio. P< 0,05 foi tomado como indice de

significancia.

3.10 — Aprovac&do em Comité de Etica

Este estudo foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagao

Animal (CETEA/UFMG).
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4.0 - RESULTADOS

4.1 - Efeitos do estresse neurocitoglicopénico sobre a glicose plasmaética:

Os grupos de ratos tratados com enalapril ndo demonstraram niveis glicémicos
basais diferentes dos animais controle (95,3 + 5,2 mg/dl, CD; 98,6 + 6,4 mg/dl,
ED; 86,0 + 7,7 mg/dl, ES; p>0,05). Apdés a infusdo de 2DG, ocorreu uma
acentuada elevagao dos niveis glicémicos em ambos os grupos CD e ED, que
foi significativo ja aos cinco minutos (p<0,01), com aumento progressivo e
atingindo pico aos 30 minutos no grupo CD (306,5 + 22,8 mg/dl) e aos 60
minutos no grupo ED (310,3 + 28,7 mg/dl). Os niveis glicémicos apresentados
pelos grupos ED e CD apds a infusdo de 2DG foram significativamente
diferentes (p<0,01) em relagdo aos niveis glicémicos apresentados pelo grupo

ES.

Apesar do pico hiperglicémico tardio no grupo de animais tratados com
enalapril (ED), os dados referentes as areas sob as curvas (Figura 4.2) néo
mostraram diferenga entre este grupo e o controle (CD). Apos a infusdo de

salina ndo houve qualquer mudancga significante nos niveis glicose plasmatica.
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Figura 4.1: Efeitos do estresse neurocitoglicopénico sobre os niveis de
glicemia plasmatica (valores absolutos) de ratos tratados cronicamente com
enalapril. Os valores representam a média +/- EPM das observagdes
individuais de cada um dos grupos: CD (10 ratos tratados cronicamente com
veiculo e submetidos ao estresse neurocitoglicopénico); ED (10 ratos tratados
cronicamente com enalapril e submetidos ao estresse neurocitoglicopénico);
ES (07 ratos tratados cronicamente com enalapril e submetidos a infusao

salina).
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Figura 4.2: Representacdo grafica das areas integradas sob as curvas de
glicemia (mostrado na figura 4.1). Os valores representam as médias +/- EPM

das areas individuais. ES com p<0,05 em relagéo a CD e ED.
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4.2 - Efeitos do estresse neurocitoglicopénico sobre a insulina

plasmatica:

Os grupos de ratos tratados com enalapril ndo demonstraram valores de
insulina plasmatica basais significativamente diferentes dos animais controle
(0,22 + 0,06 ng/ml, CD; 0,44 + 0,13 ng/ml, ED; 0,15 + 0,05 ng/ml, ES; p>0,05).
Apos a infusdo de 2DG, ocorreu uma rapida reducao dos valores de insulina
plasmatica no grupo controle (CD), significativa aos 5 min (p< 0,05), seguindo-
se de recuperagao aos niveis dos valores basais. No grupo de animais tratados
com enalapril (ED) ocorreu uma tendéncia, nao significativa, a reducéo da
insulina plasmatica até aos 10 min, seguindo-se de significativa elevagao, com
pico aos 30 min (1,13 + 0,26 ng/ml), p<0,05 em relagcdo ao basal e p<0,05 em
relacdo a CD e ES. Apds a infusdo de salina (ES) ndo ocorreu qualquer

alteracao significativa sobre os valores de insulina plasmatica.

A analise comparativa das areas sob as curvas de insulina plasmatica nao
demonstrou diferenga estatisticamente significativa entre o grupo ED e os
animais controle submetidos ao estresse (CD). Foi observada uma diferenca
significativa entre os ratos tratados com enalapril, submetidos (ED) ou nao (ES)

ao estresse neurocitoglicopénico, p<0,05.
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Figura 4.3: Efeitos do estresse neurocitoglicopénico sobre os niveis de insulina
plasmatica (valores absolutos) de ratos tratados cronicamente com enalapril.
Os valores representam a média +/- EPM das observagdes individuais de cada
um dos grupos: CD (10 ratos tratados cronicamente com veiculo e submetidos
ao estresse neurocitoglicopénico); ED (10 ratos tratados cronicamente com
enalapril e submetidos ao estresse neurocitoglicopénico); ES (07 ratos tratados
cronicamente com enalapril e submetidos a infusdo salina). * p< 0,05 em

relacdo aos niveis basais; # p<0,05 em relagdo a CD e ES.
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Figura 4.4. Representacado grafica das areas integradas sob as curvas de
insulina (mostrado na figura 4.3). Os valores representam as médias +/- EPM

das areas individuais. * ED com p<0,05 em relagao a ES.
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4.3 - Efeitos do estresse neurocitoglicopénico sobre os triglicérides:

Os grupos de ratos tratados com enalapril ndo demonstraram valores de
triglicérides plasmaticos basais diferentes dos animais controle (25,3 + 4,7
mg/dl, CD; 20,3 + 3,5 mg/dl, ED; 24,4 + 5,3 mg/dl, ES). Apéds a infusdo de 2DG,
ocorreu uma elevacéao dos niveis de triglicérides plasmaticos no grupo ED, com
valor maximo aos dez minutos (33,8 + 6,8 mg/dl; p<0,05 em relagao ao basal),
e que foi mantida durante todo o tempo de experimento (Figura 4.5). Ao
contrario do grupo ED, os animais controle (CD) mostraram uma queda dos
valores de triglicérides plasmaticos apés a infusdo de 2DG, significativa ja aos
dez minutos (p<0,05) e com nadir aos vinte minutos (15,9 + 2,2 mg/dl). O grupo
de animais tratados com enalaprii e ndo submetidos ao estresse
neurocitoglicopénico (ES) também demonstrou uma queda dos valores dos
triglicérides durante o tempo de observacdo do estudo, sendo significativa a

diferenca em relac&o ao basal aos trinta minutos (18,4 + 3,4 mg/dl; p<0,05).

A analise comparativa das areas sob as curvas de valores de triglicérides
plasmaticos (Figura 4.6) mostrou uma diferenga estatisticamente significativa

entre o grupo ED e os demais grupos (CD e ES p<0,05).
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Figura 4.5: Efeitos do estresse neurocitoglicopénico sobre os niveis de
triglicérides plasmaticos (valores absolutos) de ratos tratados cronicamente
com enalapril. Os valores representam a média +/- EPM das observagdes
individuais de cada um dos grupos: CD (10 ratos tratados cronicamente com
veiculo e submetidos ao estresse neurocitoglicopénico); ED (12 ratos tratados
cronicamente com enalapril e submetidos ao estresse neurocitoglicopénico);
ES (07 ratos tratados cronicamente com enalapril e submetidos a infusao

salina. * p<0,05 em relagéo aos niveis basais.
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Figura 4.6: Representacao grafica das areas integradas sob as curvas de
triglicerideos plasmaticos (mostrado na figura 4.5). Os valores representam as

médias +/- EPM das areas individuais. * p<0,05 em relagéo a CD e ES.
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4.4 - Efeitos do estresse neurocitoglicopénico sobre o0s niveis

plasmaticos de colesterol:

Apods a infusdo de 2DG, nao foi observada qualquer alteragdo sobre os niveis
de plasmaticos de colesterol. Os valores absolutos de colesterol plasmatico dos
trés grupos estudados (CD, ED, ES) ndo mostraram diferenga significativa

durante todo o tempo de experimento (Figura 4.7).

A andlise das éareas integradas sob as curvas dos valores de colesterol
plasmatico ndo mostrou diferenga significativa entre os grupos estudados

(Figura 4.8).
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Figura 4.7: Efeitos do estresse neurocitoglicopénico sobre os niveis de
colesterol plasmatico (valores absolutos) de ratos tratados cronicamente com
enalapril. Os valores representam a média + EPM das observagdes individuais
de cada um dos grupos: CD (10 ratos tratados cronicamente com veiculo e
submetidos ao estresse neurocitoglicopénico); ED (12 ratos tratados
cronicamente com enalapril e submetidos ao estresse neurocitoglicopénico);
ES (07 ratos tratados cronicamente com enalapril e submetidos a infusao

salina).
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Figura 4.8: Representagao grafica das areas integradas sob as curvas de
colesterol plasmatico (mostrado na figura 4.7). Os valores representam as

médias + EPM das areas individuais. ED x CD x ES; NS.
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5.0 - DISCUSSAO

5.1 - Tratamento cronico com inibidor da enzima conversora de
angiotensina (Enalapril)

No experimento apresentado, o tratamento crénico com inibidor da enzima
conversora de angiotensina (IECA), enalapril, ndo causou alteragdo nos valores
basais dos parametros metabdlicos que foram observados nos ratos
estudados. Os valores basais de glicemia, insulina plasmatica, triglicérides e
colesterol plasmaticos ndo se mostraram diferentes dos animais controle. Este
modelo de tratamento foi descrito anteriormente por Britto et al. (1997), quando
foi observado que a dose de 10 mg / kg de peso por dia era efetiva em
bloquear a acao sistémica e, possivelmente central, da ECA. O experimento
demonstrou ainda que este tratamento ndo causava efeitos cardiovasculares

mensuraveis pelas técnicas utilizadas, em especial sobre pressao arterial.

O presente estudo demonstrou também, que o tratamento cronico com IECA
nao alterou o volume de ingestdo hidrica e o ganho ponderal dos animais
tratados quando comparados com os animais controle. Estes dados sao
importantes, uma vez que a Angiotensina Il (Ang Il) possui um conhecido efeito
dipsogénico quando administrada por via intracerebrovascular (FITZSIMONS,

1975).

Além da reducgao da produgao de Ang Il, parte dos efeitos dos IECA é creditada

a elevacao dos niveis de bradicinina e Ang 1-7 (SANTOS, 2001; TOM, 2003).
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No sistema cardiovascular, a Ang 1-7 atua como um antagonista das a¢des da
Ang Il e o bloqueio da ECA elevam seus niveis circulantes a niveis proximos
aos da Ang Il (SANTOS, 2001). Contudo, pouco se sabe sobre os efeitos da
Ang 1-7 no metabolismo de carboidratos e lipidios. Ja a bradicinina apresenta
efeitos conhecidos sobre o metabolismo glicémico, atuando sobre a acgéo
periférica da insulina, facilitando a captagcédo de glicose insulino-induzida
principalmente em situagdes de resisténcia a insulina (HENRIKSEN, 1999). Em
especial, Beard et al (2006) mostraram que a bradicinina aumenta a captacao
de glicose insulino-induzida por aumentar o oxido nitrico endotelial e melhorar
as vias sinalizagéo pos-receptor de insulina. Somando-se a estes dados, varias
evidéncias vém se acumulando sobre a participagdo da Ang Il no metabolismo
glicémico (MCFARLANE, 2003; ENGELI, 2003). De forma geral, o bloqueio
crénico da ECA, aparentemente, induz a um estado de maior sensibilidade a

insulina (McFARLANE, 2003).

Dendorfer et al. (1998) ressaltam também a interacdo do RAS com o Sistema
Nervoso Simpatico (SNS). Apesar de seus estudos falharem em demonstrar
uma alteracdo das concentracdes de dopamina, adrenalina e noradrenalina
apés um curso de 14 dias de tratamento com IECA, foi demonstrado que a
bradicinina aumenta a secrec¢ao induzida de noradrenalina. Com base nestes
estudos podemos concluir que o uso crénico de IECA pode interferir na
resposta aguda da noradrenalina, devido a uma maior concentragao circulante

de bradicinina.
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5.2 - Efeitos do estresse neurocitoglicopénico sobre a glicemia e, insulina,
triglicérides e colesterol plasmaticos de ratos tratados cronicamente com

enalapril

O tratamento cronico com enalapril utilizado no presente estudo alterou a
resposta metabdlica ao estresse neurocitoglicopénico pela 2DG. Os dados
apresentados mostraram que ocorreu uma diferenga significativa na resposta
da insulina plasmatica e, sobretudo, nos triglicérides plasmaticos. Contudo, a
resposta hiperglicémica nao foi alterada pelo tratamento com enalapril, assim

como nao se observou diferenga nos valores de colesterol plasmatico.

A aplicagdo de um estimulo estressor a um individuo ativa mecanismos
complexos de adaptacdo as mudangas do meio ambiente. Esta resposta
adaptadora é obtida principalmente através de mecanismos neuroendocrinos,
autonbmicos e comportamentais. Participam destes ajustes o estimulo a
producdo hepatica de glicose e a inibicdo da secregdo de insulina que
respondem de maneira peculiar ao estresse neurocitoglicopénico pela infusdo
de 2 deoxi-D-glicose (2DG). O estado de glicoprivacdo € reconhecido pelo
sistema nervoso central (SNC) que integra as informac¢des e mobiliza respostas
proporcionais a intensidade deste estimulo estressor (RIBEIRO-DE-OLIVEIRA,
1997). A ativagédo da resposta a este estimulo estressor acarreta também um
aumento na secregdo de glucagon e cortisol, mobilizacdo de acidos graxos
livres do tecido adiposo e redugao dos triglicérides plasmaticos (CHAIT, 1979).
A neurocitoglicopenia induzida pela 2DG aumenta tanto o tbnus parassimpatico

quanto o tbnus simpatico, com um efeito predominante do tbnus simpatico
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responsavel pelos maiores efeitos sobre a hiperglicemia plasmatica e inibicao
da secrecao de insulina (YAMAMOTO, 1988; HAVEL, 1989; TAKAHASHI,

1994).

Apoés a infusdo de 2DG, ambos os grupos submetidos ao estresse, tratados
com enalaprii (ED) e ratos controle (CD) mostraram uma resposta
hiperglicémica expressiva. Esta resposta era significativa ja aos cinco minutos
e atingiu os valores mais elevados aos 60 minutos no grupo ED e 30 minutos
no grupo CD. Os resultados obtidos nos animais controle estdo em acordo com
os dados da literatura. Observa-se que a neurocitoglicopenia induzida pela
infusdo venosa de 2DG causa uma resposta hiperglicémica de grande monta,
principalmente devido ao estimulo simpatico direto sobre o figado (RIBEIRO-
DE-OLIVEIRA, 1997). Sabe-se também que a resposta hiperglicémica a
infusdo de 2DG é dependente da concentragdo da droga utilizada no
experimento, sendo mais intensa com doses mais elevadas (KARLSSON,
2002). A grande intensidade do estimulo induzido pela dose de 2DG utilizada
neste estudo pode ser responsavel pela equivaléncia dos resultados da
resposta hiperglicémica nos grupos experimentais, ja que, a partir de certa
intensidade de estimulo, o efeito do tratamento crénico com inibidor da ECA
poderia ficar mascarado pelo estimulo estressor acentuado. No entanto,
estiveram mantidos os padrbées de resposta aguda hiperglicémica peculiar ao
estresse neurocitoglicopénico por 2-deoxi-D-glicose, corroborando com a dose
descrita anteriormente por outros autores (YAMAMOTO, 1988; RIBEIRO-DE-

OLIVEIRA, 1999).



56

Os estudos encontrados na literatura apontam para uma acgéo atenuadora da
resposta hiperglicémica ao estresse associada ao uso de antagonistas de
receptores de angiotensina Il (ARBs) (MACHADO, 1995; URESIN, 2004). Os
estudos sobre o efeito do uso de IECA na resposta metabdlica ao estresse séo
poucos. Corroborando com os dados anteriores, Bregonzio et al. (2004) e,
Talas e Yurekli (2006) demonstraram que o tratamento com ARBs no primeiro
e enalapril intra-peritoneal 10mg / kg de peso no segundo, impede o aumento
da atividade da tirosina hidroxilase na medula supra-renal em ratos expostos
ao estresse pelo frio. Este fato implicaria em uma redugdo dos efeitos

metabolicos deste estresse.

Contudo, dados ndo publicados de nosso laboratério mostraram um
incremento da resposta hiperglicémica, sem alteragdo na resposta da insulina
plasmatica, ao estresse de imobilizagdo em ratos Holtsmman machos. Estes
achados podem estar relacionados a uma maior atividade ou uma potenciagéo
dos efeitos noradrenérgicos neste modelo de estresse. Uma das possiveis
causas deste resultado seria devido a uma maior disponibilidade de bradicinina
em decorréncia do uso bloqueio crénico da ECA, uma vez que esse peptideo
possui um provavel efeito potencializador da secrecdo de noradrenalina
durante estimulos (DENDORFER, 1998). O mesmo estudo demonstrou
também uma equivaléncia entre os grupos na resposta insulinémica que, por
sua vez, se justificaria pelo fato de a adrenalina ser a principal responsavel pela

supressao da insulina plasmatica no estresse de imobilizagao.
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Os dados obtidos no atual estudo demonstraram que a resposta insulinémica
ao estresse neurocitoglicopénico foi alterada pelo tratamento com enalapril.
Apos a infusdo de 2DG, os ratos do grupo ED mostraram de forma atenuada e
nao significativa a esperada inibicdo inicial da secrecdo de insulina. Em
contrapartida, no grupo CD observa-se uma rapida redugdo dos niveis de
insulina plasmatica, significativa aos cinco minutos. Esta inibi¢cdo inicial se da
pela acédo do SNS (RIBEIRO-DE-OLIVEIRA, 1997). Em uma segunda fase, a
partir dos 10 minutos, observamos uma elevagdo dos niveis de insulina
plasmatica com pico aos trinta minutos e significativamente maior nos ratos
tratados com enalapril em relagdo aos demais grupos. De forma geral, o
tratamento crénico com inibidor da enzima conversora de angiotensina atenuou
a resposta simpatica sobre a secrecdo de insulina, muito provavelmente

potencializando a secregao de insulina glicose-induzida neste experimento.

O hipotalamo tem um importante papel em integrar a participagdo do SNC nas
fungcdes metabdlicas reguladoras. Diversos estudos apontam para um
importante efeito da neuroglicopenia induzida pela injecdo de 2DG sobre o
turnover e liberagdo de monoaminas (noradrenalina e dopamina) nos neurénios
hipotalamicos do nucleo paraventricular (PVN), do nucleo dorsomedial (DMN),
do hipotalamo lateral (LH) e do nucleo ventromedial (VMH). Estas areas
hipotalamicas, particularmente o VMH, LH e o PVN, estdo envolvidas na
regulagcéo da glicose e dos niveis de insulina através da modulagédo simpatica e
parassimpatica (SHIMAZU, 1987; PEINADO, 1987; SMYTHE, 1989; PACAK,
2001). Sabemos também que a regulagdo da resposta ao estresse

neurocitoglicopénico se da diretamente por vias noradrenérgicas que
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estimulam a liberacdo de glicose pelo figado e indiretamente, inibindo a
secrecao pancreatica de insulina, por meio da liberagdo de catecolaminas pela
medula da glandula supra-renal (SMYTHE, 1989). O glucagon apresenta
participacdo importante na resposta hiperglicémica a infusdo de 2DG
(KALRSSON, 2002). Sua secrecdo € também regulada pelo SNA, por vias
noradrenérgicas. Kalrsson et al. (2002) demonstraram ainda que a secrecao
de glucagon em resposta a neuroglicopenia é género-dependente, sendo mais

intensa no sexo feminino.

A participagcdo do RAS na resposta ao estresse € alvo de grande interesse em
virtude da ampla utilizagdo dos IECA e antagonistas do receptor AT4 (ARBs) na
pratica clinica. Sabe-se que a infusdo tanto periférica quanto intracerebro-
ventricular de Ang Il causa uma resposta hiperglicémica que € mediada por
receptores AT1 na primeira (MACHADO, 1998) e, mediada por vias
noradrenérgicas e principalmente pela secregdo de adrenalina pela glandula
supra-renal, na segunda (SINGH, 1977). As evidéncias acumuladas apontam
para uma importante participagdo da Ang Il via receptores AT1 no estresse
hemorragico (MACHADO, 1995) e estresse de imobilizagdo (URESIN, 2003;
2004). Yang et al. (1996) demonstraram que a Ang |l encontra-se elevada em
varios modelos de estresse em ratos, possivelmente devido ao aumento da
atividade simpatica renal, com consequente liberacdo de renina. No mesmo
estudo, ressalta ainda a participagdo da Ang Il nos eixos simpato-adrenal e
hipotalamo-hipodfise-adrenal. Neste ultimo, ativando diretamente os neurdnios
produtores de CRH, estimulando indiretamente as células produtoras de ACTH

pela ativagdo de neurdnios vasopressinérgicos, e atuando diretamente nas
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células produtoras de ACTH pelo RAS tecidual hipofisario, além da ativagao da
producao de glicocorticoides pela zona fasciculada das glandulas supra-renais.
De importancia, Leong et al. (2002) demonstraram que o estresse de
imobilizacdo de forma crbnica e aguda modula a expressdo de componentes

do RAS no hipotalamo, na hipdfise e nas glandulas supra-renais.

O RAS interage de varias formas na secre¢do e mecanismos de acado da
insulina. E de conhecimento hoje, a existéncia de um RAS tecidual pancreatico,
atuando sobre suas fungdes enddcrinas e exocrinas (LEUNG, 1999 e 2003).
Carlsson et al. (1998) demonstraram que o uso de enalaprilato (metabdlito ativo
do enalapril) e de saralasin (antagonista de Ang Il), aumenta o fluxo sanguineo
pancreatico e de modo contrario, a infusdo de Ang Il reduz este fluxo, o que
poderia afetar a primeira fase de secrecédo de insulina. Tomando-se em conta
estes dados em associacdo com uma possivel interferéncia sobre a atividade
da tirosina hidroxilase, gerados pelo uso crénico de IECA, modificando assim a
resposta do eixo simpato-adrenal, poderiam se justificar os dados referentes a

secrecao de insulina nos grupos experimentais do presente estudo.

No presente estudo, observamos que o perfil de resposta ao estresse
neurocitoglicopénico dos triglicérides plasmaticos foi modificado de maneira
significativa pelo tratamento crénico com enalapril. Nos ratos tratados com
enalapril, apos a infusdo de 2DG, observou-se uma elevagao dos niveis dos
triglicérides que foi significativa ja aos 10 minutos e mantida durante todo o
periodo de experimento. Ja no grupo controle, o estresse neurocitoglicopénico

induziu a uma reducdo dos triglicérides plasmaticos, significativa aos dez
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minutos. Estes dados apontam para uma acgédo importante do RAS sobre o
metabolismo lipidico na resposta ao estresse neurocitoglicopénico. A resposta
encontrada nos animais controle (grupo CD) foi semelhante a observada no
grupo de animais tratados com enalapril e submetidos a infusdo de salina
(grupo ES). Apesar do padrao semelhante entre os grupos CD e ES, nédo
podemos concluir que o estresse neurocitoglicopénico falhou em causar uma
alteragcdo no metabolismo dos triglicérides, uma vez que o grupo ES poderia
sofrer interferéncia do uso crénico do inibidor de ECA assim como da infusdo
venosa de enalapril da dose de reforco (5 mg / Kg de peso), que foi
administrada uma hora antes do experimento. O estresse neurocitoglicopénico
pela 2DG, assim como o tratamento cronico com IECA néo interferiu no perfil
plasmatico do colesterol que se mantiveram constantes durante todo o periodo

de experimento.

Apesar de ainda controvertido, existem estudos que sustentam o encontro de
queda dos niveis de triglicérides durante o estresse (ROBERTSON, 1976;
STAZECC, 1981; RICART-JANE 2002). A resposta ao estresse, através da
elevacdo dos niveis plasmaticos de catecolaminas, ativa a lipase tecidual
horménio-sensivel do tecido adiposo, levando a mobilizacdo de triglicérides
para o plasma. A degradacéao periférica dos triglicérides € realizado pela lipase
lipoprotéica, que, atua sobre os triglicérides, liberando acidos graxos livres na
circulagdo. Esta enzima é produzida em varios tecidos e se encontra na forma
ativa (dimérica) na membrana das células endoteliais. Durante o estresse sua
atividade é, aparentemente, tecido-especifica, sendo inibida no tecido adiposo

e ativada no tecido muscular (RICART-JANE, 2005). Desta forma, o tecido
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adiposo passa a exercer uma fung¢ao de fornecedor de energia para os demais
tecidos, em especial o tecido muscular que degrada triglicérides e capta acidos
graxos livres, utilizando-os como fonte de energia. Os dados deste estudo
apontam para uma modificacdo na resposta metabdlica periférica ao estresse
neurocitoglicopénico induzida pelo bloqueio crénico da ECA. Esta interferéncia
provavelmente aconteceu ao nivel da atividade da lipase lipoprotéica, que teve
agudamente a sua acdo comprometida pelo tratamento utilizado no estudo.
Esta hipétese poderia ser confirmada com a dosagem dos acidos graxos livres,
que esperariamos encontrar niveis plasmaticos diminuidos nos animais do
grupo ED, ao contrario da esperada elevagdo observada em estresses

(RIBEIRO-DE-OLIVEIRA, 1999; PACAK, 2001; RICART-JANE, 2002).

6.0 — CONCLUSOES

O uso crénico de enalapril na dose de 10mg/kg de peso por dia, ndo alterou os

valores plasmaticos basais de glicose, insulina, triglicérides e colesterol.

O estresse neurocitoglicopénico induz uma resposta hiperglicémica periférica
marcante, significativa ja aos 5 minutos. Esta resposta ndo € alterada pelo

tratamento crénico com IECA (enalapril).
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O tratamento crénico com enalapril alterou a resposta da insulina plasmatica ao
estresse neurocitoglicopénico atenuando a sua inibigao inicial e exacerbando a

secregao de insulina glicose-induzida.

A inibicdo crénica da atividade da enzima conversora de angiotensina com
enalapril causa uma inversdo no padrao da resposta metabdlica dos
triglicérides plasmaticos, induzindo a elevagdo de seus niveis durante o
estresse neurocitoglicopénico. Estes dados sugerem a participagédo do sistema
renina-angiotensina nas vias metabdlicas de mobilizagdo de lipidios durante o

estresse agudo.

O uso crénico de enalapril ndo alterou o perfil do colesterol plasmatico apds a

neurocitoglicopenia.

O tratamento cronico com enalapril possivelmente reduziu a reposta do SSA, o
que pode ter influenciado na alteracdo do padrdo de resposta da insulina

plasmatica.

Este estudo reforga a participagdo do sistema renina-angiotensina na resposta
metabdlica ao estresse agudo. Contudo, ndo podemos excluir a participagao de
outros sistemas que sofrem interferéncia pela inibicdo da atividade da enzima

conversora de angiotensina como o sistema cinina-calicreina.
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