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RESUMO

Este trabalho avaliou a resisténcia a insulina apds utilizagdo de dexametasona e
as respostas metabolicas apresentadas pelo musculo ventricular e os musculos
respiratorios diafragma e abdominal quando tratados com metformina e troglitazona
e/ou a estimulagao diafragmatica elétrica transcutanea.

Ratos Wistar foram divididos em grupo controle (C), tratado com dexametasona
(De), metformina (M), troglitazona (T), dexametasonat+metformina (De+M),
dexametasona+troglitazona (De+T), estimulagdo diafragmatica elétrica transcutanea (E)
e dexametasona+estimulacao diafragmatica elétrica transcutanea (De+E).

O teste de tolerancia a insulina (ITT) mostrou redug¢do de 43% no grupo De
durante 3 dias e 55% no grupo De durante 5 dias comparados ao grupo C.

O grupo De 3 dias comparado ao grupo C apresentou aumento significativo nas
reservas de glicogénio (RG) de todos os musculos. O De 5 dias mostrou reducao
significativa nas RG somente para o musculo diafragma.

Os grupos tratados com M 3 e 5 dias comparados ao C aumentou
significativamente as RG dos musculos diafragma, abdominal e ventricular; o mesmo
ocorrendo para o tratamento 3 e 5 dias com T.

No diafragma, as RG aumentaram 23% comparando os tratamentos De com
De+M durante 3 dias. Comparando De com De+M durante 5 dias as RG aumentaram
significantemente em todos os musculos avaliados. No diafragma de animais tratados
com De+T comparado com De 3 dias observamos aumento de 14% nas RG. No grupo
tratado durante 5 dias com De+T todos os musculos tiveram aumento nas RG.

O tratamento com E comparado ao C teve aumento significativo nas RG para o
musculo diafragma e abdominal. E o grupo De+E comparado ao grupo De houve
elevacao significativa nas RG de todos os musculos avaliados.

Os resultados sugerem que a resisténcia insulinica induzida por De modificou o
padrao metabdlico dos musculos respiratorios, acao esta que foi minimizada na presenga
dos sensibilizadores da insulina e estimulagdo elétrica neuromuscular. Estes achados
podem representar uma forma terapéutica coadjuvante no tratamento de pacientes
pneumopatas que fazem uso de corticosteroides. E serem foco de estudos direcionados a

avaliar se além de melhorar a resisténcia insulinica, ha reflexo na melhora da
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capacidade respiratéria e conjuntamente aumento do limiar de tolerdncia a fadiga

muscular destes pacientes.
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ABSTRACT

This study evaluated the induction of insulin resistance after dexamethasone
treatment and the metabolic response of diaphragm, abdominal and ventriculard
muscles of rats treated with metformin and troglitazone or transcutaneous diaphragmatic
electric stimulation.

Wistar rats were separated in groups: control (C), treated with dexamethasone
(De), metformin (M), troglitazone (T), dexamethasonet+metformin (De+M),
dexamethasone+troglitazone (De+T), electro-stimulated (E) and
dexamethasone+electro-stimulated (De+E).

The glucose up take (ITT) showed a reduction from De during 3 days to C of
43% and 55% to the group treated with De during 5 days.

The animals treated with De during 3 days matching C showed a significant
increase of glycogen reserve (GR) in all muscles. The De 5 days showed significant
impairment only of diaphragm muscle.

The groups treated with M 3 e 5 days matching C showed a significant increase
of muscle GR in diaphragm, abdominal and ventricular muscles. The same was
observed in the groups treated with T 3 e 5 days.

In diaphragm, the GR increased 23% matching De and De+M treatments during
3 days. Matching De and De+M during 5 days the GR increased significantly in the
three muscles evaluated. In diaphragm muscle of animals treated with De+T matching
De during 3 days we observed an increase of 14% of GR. In the group treated during 5
days with De+T all muscles showed an increase of GR.

The group treated with electro-stimulation matching C caused a significant
increase in RG in diaphragm and abdominal. The association De+E matched with De
showed a significant elevation to all muscles .

Dexamethasone induced insuline resistance and changed the metabolic pattern of
respiratory muscles that were minimized by drugs or electric stimulation . These
findings suggests a auxiliary therapeutical approach to pacients with pulmonary disease
on steroids who could improve their respiratory capacity and increase their resistance to
fatigue using metformin, troglitazone or either electric stimulation. Further studies

addressing these subjects is necessary for their clinical application.
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1- INTRODUGCAO

A contracdo muscular esquelética ¢ desencadeada por eventos deflagrados apos a
propagacdo dos potenciais elétricos gerados na interface da jungdo neuromuscular. Tais
sinais elétricos ativam sistemas transmembranicos responsaveis tanto pelas variagdes
nas concentragdes ionicas citosdlicas quanto pela modulagdo na atividade metabdlica.
No tecido muscular, o perfil metabdlico das fibras ¢ determinado pela sensibilidade a
insulina, pela populacdo de receptores, pela atividade de sistemas especificos de
captagdo, transporte ¢ metabolismo de substratos (RICHARDSON et al., 1991).

No que tange ao metabolismo dos carboidratos, a homeostasia energética das
fibras musculares ¢ mantida as custas da a¢do da insulina cuja a¢do facilita a captagdo e
o metabolismo da glicose e regula a cadeia de processos metabolicos. A sensibilidade
tecidual a insulina depende da integridade e responsividade dos receptores, os quais sao
sintetizados no reticulo endoplasmatico na forma de pro-receptores sendo entdo
transferidos para o sistema de Golgi onde sofrem a clivagem proteolitica. As agdes da
insulina iniciam-se pela ligagdo do hormdnio a seu receptor na membrana plasmatica
(GOLDFINE, 1987; ROSEN, 1987). Este receptor ¢ uma glicoproteina
heterotetramérica presente em todos os tecidos de mamiferos e constituido por duas
subunidades a inteiramente extracelular que contém o sitio de ligagao da insulina e duas
subunidades 3 que ¢ uma proteina transmembrana responsavel pela transmissao do sinal
(BEVAN, 2001).

A insulina liga-se a subunidade o e estimula a atividade quinase da subunidade 3
de seu receptor, que se autofosforila. Apds a interagdo hormdnio/receptor ocorre a
autofosforilacdo, processo caracteristico de toda a familia de receptores tirosina-quinase
e a sinalizacdo citosolica da insulina ¢ deflagrada (SCHLESSINGER, 1990). A
adenosina trifosfato atua como doador de fosfato e a fosforilagdo ocorre exclusivamente
em tirosina. A autofosforilacdo do receptor desencadeia uma cascata intramolecular de
reagoes de fosforilagdes de um ou mais dos seus substratos intracelulares (SUN et al.,
1991). Dentre os substratos fosforilados apds estimulo insulinico, destacam-se a
proteina denominada substrato de receptor de insulina 1 (IRS-1) (KUHNE et al., 1993),
o substrato de receptor de insulina 2 (IRS-2) (TAMEMOTO, 1994); o substrato de
receptor de insulina 3 e o substrato de receptor de insulina 4 (LAVAN et al., 1997), a
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proteina carreadora de SH2 (Shc) e uma tirosina quinase da familia Janus (JAK2 )
(SAAD et al., 1996).

Através de estudos in vivo, em cultura de células e em sistemas reconstituidos in
vitro, o IRS-1 fosforilado associa-se a enzima fosfatidilinositol-3-quinase (PI3-K)
ativando-a (FOLLI et al., 1996). Demonstrou-se que essa associagdo e ativacao também
ocorrem em dois importantes tecidos insulino-sensiveis de ratos, figado e musculo, em
concentragdes fisiologicas de insulina (DIMITRIADIS et al., 1997). Diante disto o IRS-
1 pode ser considerada uma molécula “ancoradoura” direcionando as ag¢des insulinicas
(SAAD et al., 1993).

O receptor de insulina se comunica com seus mensageiros de forma indireta,
através das proteinas IRS-1 e IRS-2 e Shc. Todas estas, quando fosforiladas pelo
receptor, agem como estaleiros que abrigam proteinas mensageiras com dominio SH2.
Outros tipos importantes de proteinas sdo as proteinas Ras, que sdo produtos dos
protoncogene Ras e atuam na rede sinalizadora da insulina orientando a translocagdo de
vesiculas contendo transportadores de glicose do tipo GLUT 4 através do citoplasma,
na proliferacdo, diferenciagdo celular e na atividade das quinases ativadas por mitdgeno
(MAP) (TAYLOR, 1991).

Como citado acima, a insulina sinaliza em direcao ao intracelular através de sub-
unidades denominadas IRS-1 e IRS-2, as quais, através de reagdes em cascata
fosforilam a proteina G ativando a fosfolipase C "Ras" e a PI3-K. A enzima PI3-K atua
como regulador alostérico ligando-se a regido denominada de “pleckstrin homology” de
proteinas quinase dependente de fosfoinositideos e a proteina kinase B. Através destes
mecanismos a PI3-K ¢ capaz de atuar no ambito molecular modulando varios processos
metabolicos relacionados ao efeito da insulina incluindo a captacdo de glicose, efeito
antilipdlise, sintese de glicogénio e supressdo da gliconecogénese hepatica através da
regulacao na expressao da enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase (RICHARDSON et
al., 1991).

Com relagdo a acdo da insulina, sdo conhecidas suas acdes em uma ampla
variedade de células e tecidos onde promove o influxo de nutrientes e bloqueia a
liberacao de outras formas de energia reservadas, ou seja, no musculo esquelético e

cardiaco estimula a sintese de proteinas, a captacdo de glicose e a glicogénese, no tecido
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adiposo, ativa a lipogénese bloqueando paralelamente a lipélise (MYERS ¢ WHITE,
1996).

A musculatura esquelética ¢ quantitativamente o tecido mais importante
envolvido na homeostasia glicémica, visto sua capacidade de captar grandes
quantidades de glicose apds infusdo ou ingestdo. Em condigdes basais as fibras
musculares esqueléticas apresentam pequenas concentracoes citosolicas de glicose. No
entanto, frente a hiperinsulinemia, hiperglicemia ou atividade fisica, sdo desencadeados
processos facilitadores para uma maior captacdo da hexose, a qual pode ser prontamente
oxidada e liberada na forma de lactato, alanina ou piruvato ou direcionada para
formacgao de glicogénio (EXTON, 1987).

A estimulacdo da sintese de glicogénio ¢ uma das maiores respostas fisiologicas
moduladas pela insulina. No entanto, detalhes precisos dos mecanismos pelos quais a
insulina atua na sintese de glicogénio nos musculos ainda s3o desconhecidos. Estudo
tem apontado as enzimas glicogénio sintetase kinase-3 e proteinas-ligantes-fosfatases-1
como responsaveis pela ativacdo da enzima glicogénio sintetase que ¢ a enzima chave
do metabolismo do glicogénio (RICHARDSON et al., 1991).

Estudos da integragdo funcional entre o receptor de insulina e a captagdo celular
de glicose permitiram o conhecimento de uma familia de transportadores com
distribuicdo diferenciada entre os tecidos e denominados GLUTs (MUECKLER, 1990).
Uma dessas proteinas ¢ o GLUT 4 cuja atividade ¢ regulada pela insulina sendo
expressa exclusivamente em tecidos periféricos sensiveis a insulina como tecido
adiposo, coragao e musculo esquelético (KABURAGTI, 1999; SESTI, 2001).

Considerando-se a fungdo dos transportadores, sabe-se que o GLUT 1 ¢
responsavel pela captagdo basal de glicose, o GLUT 4, que ¢ o mais importante,
participa efetivamente do controle glicémico pois promove a captacdo de grandes
quantidades de glicose sendo ainda passivel de ser translocados de reservatérios
vesiculares citosdlicos em dire¢do a membrana (BURANT, 1991).

E oportuno ressaltar que a utilizagio de corticosterdides e a estimulagio
diafragmatica elétrica transcutanea sao fatores que potencialmente podem interagir com
o sistema imunoldgico gerando uma resposta imunogénica secundaria ao estresse
farmacolégico ou mecédnico que inclui a leucocitose, o aumento e ativacdo de

mediadores locais e sistémicos da resposta inflamatéria (NAKAGAWA et al., 1998;
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NATALE et al., 2003).

A resposta imunogénica tem a participagdo de citocinas. Estas sdo glicoproteinas
que mediam a comunicacdo entre células do sistema imunoldgico e que tém sua
atividade modulada por varios estimulos incluindo atividade fisica, infec¢do ou trauma.
A atividade fisica afeta a produgdo de citocinas locais e sistémicas como por exemplo o
fator de necrose tumoral, interleucinas 1 e 6 e interferon. Estes mediadores agem sobre a
capacidade mitogénica dos leucdcitos e efetivamente na resposta final celular e humoral
(MOLDOVEANU et al., 2001).

CONSIDERACOES GERAIS

No delineamento do experimento optamos por analisar as relacdes ligadas ao
metabolismo glicogénico na musculatura respiratéria ¢ no musculo estriado cardiaco,
assim como a resisténcia insulinica induzida pelo glicocorticoide dexametasona e o
efeito dos sensibilizadores metformina e troglitazona sobre a a¢do insulinica. A
estimulagdo elétrica neuromuscular também foi utilizada enquanto recurso
fisioterapéutico no intuito de promover alteracio na dindmica metabodlica e no
transporte de glicose.

Assim apresentamos uma revisdo da literatura utilizada no direcionamento de

nossas agoes.

1.1- DEXAMETASONA

A resisténcia periférica a insulina ¢ um quadro clinico determinado por
diferentes fatores como obesidade, diabetes mellitus, inatividade fisica ou ainda devido
a acdo de farmacos como os glicocorticdides, sendo a dexametasona a mais estudada
destes. De maneira geral, compromete a captagdo de glicose por tecidos periféricos em
especial o tecido muscular. Dentre os glicocorticoides sintéticos, a dexametasona tem
sido amplamente utilizada devido sua baixa atividade mineralocorticoide, ac¢do
prolongada e facilidade de administragdo, no entanto, tem sido relatado que o
tratamento acompanha inumeros efeitos metabolicos como lipolise e protedlise
concomitante ao tratamento (SAAD et al., 1993).

E fato bem estabelecido que o excesso de glicocorticoides causa resisténcia a

insulina (AMATRUDA et al., 1985). Neste contexto, sabe-se que a hipercortisolemia
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estd associada com o aumento da produgdo de glicose pelo figado, diminuigdo da
utilizacdo e transporte periférico de glicose, diminuicao da sintese e aumento da
degradagdo protéica no musculo, além de elevacdo na quantidade de insulina requerida
para exercer acdo sobre a captacdo de glicose e/ou glicogénese (LEIGHTON et al.,
1987). Tém-se observado ainda intimeros efeitos metabolicos como a glicogendlise
hepatica, a lipolise e em especial o antagonismo da a¢do da insulina fatores quando
associados promovem a elevagdo na atividade proteolitica do tecido muscular
desencadeando fraqueza e atrofia muscular (EXTON et al., 1976).

Na década de 90 diversos autores avaliaram a captacdo de 3-O-metilglucose
(substrato nao metabolizavel) em ratos tratados com dexametasona havendo o consenso
quanto ao status de resisténcia a insulina que se caracteriza por hiperglicemia,
hiperinsulinemia e redugdo na sinalizagdo da via pods-receptor de insulina
comprometendo a translocacdo dos transportadores e acdo da insulina (HARBER e
WEINSTEIN, 1992).

Pacientes tratados com glicocorticoides apresentam alteragdes na homeostasia
energética do organismo desenvolvendo o quadro clinico denominado “miopatia por
esteroide” cuja incidéncia varia de 7 a 60% (ASKARI et al., 1976). Tais alteragcdes sao
atribuidas a acdo direta dos corticoides e/ou ao estado de resisténcia via reducao no
sistema sinalizador da insulina (SAAD et al.,1993).

Estudos de Vanstapel (1982) demonstraram que, em ratos alimentados, sob
jejum ou adrenalectomizados apos 3 horas de administracio de dexametasona, ha
elevacdo no conteido muscular de glicogénio, verificando que o glicocorticoide
promove a defosforilagdo da enzima glicogénio sintetase da forma B (inativa) para a
forma A (ativa) favorecendo a formacdo dos reservatérios. Desta forma, a ativagdo da
enzima glicogénio sintetase pode ser utilizada como indice de agao do glicocorticoide.

Um recente estudo levantou a hipotese dos glicocorticoides promoverem
alteracdes na secrecdo de insulina uma vez que os efeitos do glicocorticoides sobre a
sintese de glicogénio ndo sdo observados em animais diabéticos aloxanizados. Neste
sentido, recentemente foi demonstrado que a dexametasona elevou a secre¢do de

insulina em ilhotas de Langerhans isoladas de ratos (BOSQUEIRO et al., 2002).
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Carter-Su e Okamoto (1985) avaliaram “in vitro” o transporte de glicose em
adipdcitos isolados e expostos ao glicocorticdide sintético dexametasona e verificaram
que houve redugao no conteudo do GLUT1 , GLUT4 e RNAm dos transportadores.

Meacham et al. (1997) avaliaram o metabolismo de carboidratos em ratos
tratados com prednisona correlacionado com mudangas na concentragdo plasmatica de
acido graxo livre ndo estereficado e lactato e verificaram que a sensibilidade a insulina
foi reduzida em 64% e a concentracdo plasmatica de insulina foi elevada em 50% ndo

havendo modifica¢do na lactatemia circulante sugestivo de ciclo de Randle.

1.2- TROGLITAZONA

Dentre as novas terapias prescritas no tratamento do diabetes tipo 2 destaca-se a
troglitazona, substidncia da familia das tiazolidinedionas (TZDs). Estas substincias
podem levar a um controle glicémico efetivo mesmo quando utilizadas isoladamente
(LEBOVITZ, 2001). Entretanto seu efeito notavel ¢ melhorar a sensibilidade insulinica
nos tecidos: adiposo, hepatico e muscular (MOLLER, 2001).

As TZDs agem aumentando a resposta biologica destes tecidos alvos da acdo
insulinica reduzindo a sindrome da resisténcia a insulina e exercendo efeitos benéficos
sobre fatores que aumentam o risco de complicacdes macrovasculares (MERIDEN,
2004).

As TZDs agem através do receptor y do proliferador ativado de peroxissoma
(PPAR-y ), um membro da super familia do receptor de hormonio nuclear. O PPAR-y
controla a transcricdo de genes nucleares que aumentam a expressdo de proteinas
envolvidas no metabolismo de lipidio e de glicose (SALTIEL e OLEFSKY, 1996;
SPIEGELMAN, 1998). Elas estimulam a adipogénese, reduzem as concentracdes de
acidos graxos livres e triglicerideos plasmatico e interferem na distribuicao tecidual de
gordura. A estimula¢do do PPAR-y pode diminuir a liberagdo pelos adipdcitos de varias
moléculas de sinalizagdo, tais como acidos graxos livres, leptina e fator-o de necrose
tumoral, os quais sdo capazes de neutralizar a acgdo hipoglicémica da insulina
(SPIEGELMAN, 1998). Também quando estimuladas pelas TZDs interferem com a
funcdo endotelial levando a efeitos benéficos da reatividade vascular, coagulagdo e

fibrindlise (PARULKAR et al., 2001).
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No musculo, as TZDs também promovem aumento na expressao das proteinas
envolvidas no metabolismo da glicose e de lipideo (PARK, 1998). A ativagao do PPAR-
vy com a TZD aumenta a estimulagdo insulinica da atividade da PI3-K e AKT as quais
sdo enzimas chaves na cascata de sinalizacdo poOs receptor de insulina que estdo
deficientes no musculo estriado de pacientes diabéticos tipo 2 (KIM, 2002).

A dislipidemia de pacientes com resisténcia insulinica caracterizada por niveis
elevados de triglicerideos, acidos graxos livres, lipoproteinas de baixa densidade e
baixos niveis de lipoproteinas de alta densidade (OVALLE e BELL, 2002a) esta
associada com complicagdes macrovasculares e ateroesclerose (HAFFNER et al., 1999).

O uso de TZD esta relacionado a melhora deste perfil lipidico e redugdo de
complicacdes vasculares associadas (ARONOFF et al., 2000; FREED et al., 2002). As
TZDs promovem redistribuicdo de gordura central para periferia (CAREY, 2002).
Estudos com ressonancia magnética demonstraram reducdo de area de gordura visceral
e aumento da gordura subcutanea. Esta redistribui¢cdo de tecido adiposo parece associar-
se com melhora da sensibilidade insulinica hepatica e muscular (MIYAZAKI, 2002).

A funcdo celular das células B das ilhotas pancreaticas ¢ preservada pelo uso da
TZD em pacientes diabéticos (PORTER, 2000) e podendo chegar a ter sua fungdo
parcialmente restaurada (OVALLE e BELL, 2002b).

Ja foi documentada a relacdo entre resisténcia insulinica e inflamagao,
coagulabilidade e fibrindlise (FESTA et al.,, 2000). Niveis elevados de proteina C
reativa e inibidor do ativador do plasminogénio e fibrinogénio tém sido encontrados em
pacientes com resisténcia insulinica. A elevagdo da proteina C reativa ¢ considerada um
preditor de eventos cardiovasculares (KOENIG, 1999). As TZDs promovem a reducdo
de marcadores inflamatérios de fase aguda que se correlacionam com a reatividade
vascular aumentada e redu¢do de danos endoteliais com diminuigdo da aterogénese
(EBELING et al., 2001). A insulina tem efeito vasodilatador provavelmente pela via do
oxido nitrico, promovendo estimulacdo da enzima Oxido nitrico sintetase endotelial
(ALJADA e DANDONA, 2000). Melhorando a sensibilidade insulinica as TZDs
permitem uma maior resposta vascular a insulina e conseqiiente efeito anti-hipertensivo.

A troglitazona mostrou melhorar também a sensibilidade a insulina e a tolerancia
a glicose em individuos nao diabéticos caracterizada pela resisténcia insulinica

(NOLAN, 1994) de pacientes obesos, pessoas com tolerancia a glicose diminuida,
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pacientes com sindrome de Werner ¢ mulheres com sindrome do ovario policistico
(JOHNSON, 1998).

As tiazolidinedionas sdo uma classe unica de agentes antidiabéticos orais que
mostraram reduzir diretamente a resisténcia insulinica nos locais de acdo da insulina,
especificamente tecido adiposo, musculo esquelético e o figado. Reduzindo a resisténcia
insulinica, estas drogas influenciam muitos fatores de risco cardiovasculares
modificaveis associados com a sindrome da resisténcia insulinica (ARODA e HENRY,
2003).

A analise farmacodinamica da troglitazona mostrou que seu perfil de absor¢ao ¢é
rapido e o tempo maximo da concentragao plasmadtica ocorre entre 2 a 3 horas apos a
ingestdo oral. Neste sentido ja foi verificado que a alimentacdo eleva a sua absor¢do em
aproximadamente 85%. Liga-se a albumina (99%), ¢ excretada principalmente nas fezes
(85%) e secundariamente na urina (3%). No entanto, ndo promove a secrecdo de
insulina, necessitando da presenga desta para que possa exercer sua acgdo. Esta
substancia tem meia vida plasmatica de 16 a 34 horas e reduz a glicosilacdo da
hemoglobina. Nao afeta o peso do pancreas, o nimero de ilhotas e nem a quantidade de

glucagon (DeFRONZO, 1999).

1.3- METFORMINA

As guanidinas apresentam ampla utilizacdo na terapéutica clinica. Dentre suas
varias aplicagdes podemos citar: agente antibactéria, antiviral, antiinflamatorio,
hipotensor, antagonista do receptor de histamina, indutor de alteracdo na excitabilidade
neuronal ligada a canais de Na' e indutora de alteragio na liberagio de
neurotransmissores (SCHAFER, 1983).

Hé véarias décadas as biguanidas comecaram a ser utilizadas no tratamento do
diabetes mellitus devido a sua propriedade anti-hiperglicemiante quando administrada
por via oral (DAWIS e GRANNER, 1996). Todavia, a sua prescri¢do foi abandonada
devido a ocorréncia de muitos casos letais de pacientes que desenvolveram acidose
lactica quando usavam fenformina, sendo substituidas por outras biguanidas como,

buformina e metformina. A metformina destacou-se das demais, pois, desde que
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utilizada em condigdes controladas, o risco de provocar acidose lactica ¢ minimo
(CAMPBELL, 1991).

Em pacientes diabéticos, ndo dependente de insulina, tratados com metformina,
Jackson (1987), verificou que ela promovia uma pequena elevagdo na concentragao
plasmatica de acido latico, principalmente apds as refei¢cdes, gerando uma pequena
acidose poés-prandial. Sugeriram que a metformina estaria induzindo aumento na
captacdo hepatica de glicose e a subseqiiente metabolizagdo até lactato. O remanescente
poderia ser utilizado para sintetizar glicogénio através da via indireta proposta por Katz
e McGarry (1984). Também Nosadini (1987) atribuiu importancia a esta via para a
diminui¢do da hiperlactatemia.

Estudos farmacocinéticos demonstraram, no homem e no rato, que a metformina
ndo se liga a proteinas plasmaticas e ndo ¢ metabolizada, sendo excretada rapidamente
na urina (SCHAFER, 1983). As avaliagdes farmacodinamicas realizadas em pacientes
diabéticos revelaram niveis plasmaticos maximos de metformina 1 a 2 horas apds a
administracdo oral, sendo os niveis plasmaticos mantidos durante 4 a 5 horas. A
metformina apresenta uma alta taxa de eliminag¢do, com o pico de excre¢do urinaria
entre 1 e 3 horas ap6s uma simples dose, ¢ meia vida plasmatica entre 1,5 e 4,5 horas
(CASEY, 1979). A répida excregdo renal de metformina parece contribuir
decisivamente para a ocorréncia de poucos casos de acidose durante o tratamento
(PENTIKAINEN et al., 1979).

Pénicaud et al. (1989), demonstraram que o trato digestivo ¢ um dos sitios
preferenciais de acdo da metformina. Em ratos geneticamente obesos, metformina
promoveu aumento da utilizagdo de glicose pelo trato digestivo. Sugeriram que este
efeito se relaciona a redu¢do da glicemia decorrente do tratamento e, consequentemente,
induziria a reducdo da insulinemia.

O tratamento com metformina também esta relacionado com modificagdes no
metabolismo lipidico. Em diabéticos tratados houve redug¢do nas concentracdes de
colesterol plasmatico e reducdo na incorporagdo do colesterol a parede aortica,
sugerindo um efeito protetor ao desenvolvimento de aterosclerose (MARQUIE, 1978).
Riccio (1991) verificou que o tratamento com metformina promove diminui¢do da
oxidacao dos acidos graxos livres no figado. Nos tecidos periféricos a metformina pode

induzir reducdo na oxidagdo dos acidos graxos favorecendo a oxidagdo da glicose, fato
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que se reflete na redugdo dos niveis de triglicerideos plasmaticos e colesterol, como
propuseram Wu et al. (1990).

Quanto a acdo anti-hiperglicemiante exercida pela metformina, tem-se
observado que ela induz elevacdo na captacdo de glicose por tecidos periféricos sem
aumentar a secre¢ao de insulina. Porém, para que o efeito hipoglicemiante se manifeste
¢ preciso que a insulina esteja presente. Outra caracteristica importante da metformina ¢
ndo induzir hipoglicemia, mesmo em individuos normoglicémicos (BAILEY, 1992;
DeFRONZO et al., 1991). Todavia, em altas concentragdes, a metformina inibe a
secrecdo de insulina induzida pela glicose em ilhotas de Langerhans isoladas de ratos.
Por outro lado, em ilhotas isoladas de porcos e ratos, o tratamento prévio com
metformina exerceu efeito estimulante sobre a secrecdo de insulina induzida pela
arginina (KUHL, 1979). Tem sido consenso que a metformina em concentragdes
terapéuticas ndo estimula a secre¢do de insulina (TAPPY, 1995).

A atividade anti-hiperglicemiante da metformina ¢ multifatorial. Estes fatores
sdo: supressdo da liberacdo hepatica de glicose, reducdo da absor¢do intestinal de
glicose, aumento da sensibilidade dos hepatdcitos a insulina, estimulagdo da captagdo de
glicose por tecidos sensiveis a insulina e aumento do armazenamento de glicogénio
(BAILEY, 1993; da SILVA, 1998).

Avaliacdes da inter-relagdo entre a metformina e o receptor de insulina
demonstraram um aumento da afinidade do receptor sem induzir elevagdo no niimero
destes receptores (VIGNERI et al., 1982).

Classicamente se observa em tecidos hepaticos e extra-hepaticos de diabéticos
alteracdes no pos-receptor da insulina, favorecendo a hipotese de que a metformina
pode ser um coadjuvante no tratamento do diabetes mellitus, porque possivelmente atue
sobre 0s mecanismos pos-receptor da insulina (FOLEY et al., 1983).

Os efeitos in vitro da metformina sobre a ligagdo da insulina ao seu receptor e
sua fosforilagdo foram avaliados em amostras de figados de humanos, revelando que 0,3
- 300 mg/ml de metformina ndo afeta nenhum dos parametros. Na concentragdo de
400mg/ml verificou-se um aumento de 50% na fosforilacdo do receptor da insulina e na
atividade da quinase ligada ao receptor sem afetar a ligacdo da insulina, demonstrando

que a metformina exerce efeito em nivel de pds-receptor potencializando o sistema
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sinalizador da insulina das quinases ou por eventos ligados a cascata de fosforilagdo
iniciada pela insulina (FANTUS e BROSSEAU, 1986).

Os efeitos do tratamento com metformina sob a captacdo de glicose em
adipocitos isolados de pacientes portadores de resisténcia a insulina, mostram que a
metformina induz aumento no transporte de 3-O-metilglicose através de potencializagao
na translocacao de transportadores de microssomas intracelulares sem afetar a expressao
génica dos transportadores (MATTHAEI e GRETEN, 1991).

Galuska et al. (1991), avaliaram o efeito de 0,1 mM de metformina, que
corresponde a dose 10 vezes maior que a terapéutica sobre a populacdo de
transportadores de glicose em musculo esquelético de diabéticos resistentes a insulina,
constatando que a metformina induz aumento na captagdo de glicose pelas fibras
musculares, possivelmente alterando a atividade intrinseca dos transportadores ou
recrutando mais transportadores de reservatorios citosolicos para a membrana
plasmatica.

Klip (1992), avaliando o transporte de glicose em células musculares em cultura,
demonstrou que a metformina estimula a captagdo de 2-deoxiglicose e 3-O-metilglicose,
cujo efeito se mostra tempo-dependente exibindo metade da estimulagdo maxima entre
5-6 horas e méaxima capacidade em 18 horas. Tem sido sugerido que a metformina pode
ativar o mecanismo de a¢do da insulina, aumentando a atividade do receptor de insulina
levando a translocacdo dos transportadores de glicose GLUT4 para a membrana
plasmatica dos musculos esqueléticos (HOWLETT e BAILEY, 1999). Contudo, a
presenca de insulina € necessaria para o efeito da metformina se manifeste.

Widen et al. (1992), estudaram a agao da metformina sobre o metabolismo
periférico da glicose em diabéticos, constatando que a metformina preferencialmente
inibe a oxidacdo da glicose, e pode interferir na fosforilagdo oxidativa das mitocondrias,
como sugerido por Klip e Paquet (1990). Possivelmente a metformina também estimula
a enzima glicogénio sintetase muscular favorecendo a formacao de glicogénio.

Uma vez que a metformina requer a presen¢a de insulina para exercer o seu
efeito, sua associacdo com as sulfoniluréias durante o tratamento de diabéticos tipo 2
tem sido promissora, reduzindo a concentracdo plasmatica de glicose, de colesterol e
triglicerideos, reduzindo a glicosilacdo da hemoglobina, e contribuindo para diminuir o

risco de desenvolvimento de arteriosclerose.

25



1.4- ESTIMULACAO ELETRICA NEUROMUSCULAR

A estimulagdo elétrica funcional dos musculos ¢ um recurso e area de
investigacdo intensa, prospera e bastante utilizada no campo da fisioterapia. Dentre os
inimeros sistemas celulares que sdo ativados em decorréncia da estimulacao elétrica,
temos a integracdo entre a dindmica metabolica e as vias sinalizadoras celulares, a
ativacdo ou inibicdo de vias especificas mantendo o musculo um tanto mais ativo e
saudavel (ROBINSON e SNYDER-MACKLER, 2001).

No que tange a funcionalidade da estimulagdo elétrica neuromuscular, devemos
considerar que apesar desta técnica ndo substituir a acdo fisioldgica dos fatores
neurotroficos, mostra ser uma estratégia com acao aditiva no comando neuromuscular
sendo indicado em caso de fraqueza muscular, distensdo muscular, incontinéncia,
elevagdo ou perda do tonus muscular, espasticidade, imobilizagdo muscular, desuso
muscular.

E sabido que os muisculos imobilizados apresentam modificacdes anatomicas,
histologicas e fisiologicas diferenciando-os dos normais, uma vez que, a sucessao de
fatos deflagrados pelo desuso traz conseqiiéncias evidentes destacando-se a perda
imediata da atividade voluntaria do musculo e o desenvolvimento de atrofia muscular
progressiva.

As agdes da estimulacdo elétrica neuromuscular t€ém sido aplicadas em modelos
experimentais que comprometem a dindmica contratil das fibras sendo demonstrado
inimeros beneficios para o musculo desnervado e para regeneracdao de tecidos
biolodgicos (JAFFE e STERN, 1979).

Frente as acOes deflagradas pela estimulagdo elétrica neuromuscular merecem
destaque os cuidados quanto a aplicacdo desta técnica terapéutica considerando-se a
forma e duragdo do pulso utilizado; o tipo de contracdao utilizada para estimular o
musculo; a forca de contracdo induzida; o numero de contra¢des produzidas por periodo
de tratamento; a duragdo de cada contrac¢do; o tempo de repouso entre as contragdes € o
numero de sessdes diarias ou semanais (WAKIN e KRUSEN, 1955).

Dentre as diferentes analises realizadas utilizando-se a estimulacdao elétrica
neuromuscular destacamos a utilizacdo no musculo esquelético desnervado onde a

terapia trouxe inumeros beneficios relacionados a elevacdo na for¢a e resisténcia,
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reducdo na fibrose mantendo as fibras em melhores condigdes metabolicas (SILVA,
1999; POLACOW, 2003) e ativagdo de sistemas celulares que permitem a elevagdo na
captagdo de substratos energéticos.

Dos modelos utilizados para estudar os eventos deflagrados pela imobilizagdo ha
uma técnica de suspensdo do membro posterior de ratos gerando desuso e tem sido
observado que a perda de massa tecidual ndo ocorre concomitantemente as
modificacdes metabdlicas sugerindo-se dissociagdo dos eventos (YOSHIDA et al.,
2003). Neste modelo foi observado que a estimulagdo elétrica preveniu os eventos
desencadeados pela suspensdao promovendo aumento na for¢ca muscular, alteragdes na
tensao maxima e na capacidade oxidativa (MISAWA, 2001 ).

Cabe ressaltar que ja foi demonstrado através de analise morfométrica e técnicas
estereoldgicas que os musculos estimulados eletricamente apresentam elevacdo na
densidade dos capilares, na distancia e fluxo capilar propiciando um reajuste na
distribuicao e sensibilidade dos receptores (HUDLICKA, 1982).

O foco do nosso estudo foi avaliar se a resisténcia insulinica desencadeada pelo
tratamento com glicocorticodes na musculatura esquelética afeta também o
metabolismo da musculatura respiratoria.

Na prética clinica o uso de corticosterdides sdo amplamente utilizados tanto no
tratamento cronico quanto agudo de diversas patologias como por exemplo na doenca
pulmonar obstrutiva cronica.

A miopatia € um quadro caracterizado por fraqueza e hipotrofia muscular,
quadro freqiientemente encontrado nos pacientes sob corticoterapia. Nestes pacientes
tém sido observado intensa fraqueza muscular comprometendo a fungdo respiratoria, o
que pode levar ao quadro de insuficiéncia respiratoria.

O conhecimento dos efeitos colaterais que o tratamento com corticosterdides
promovem nos musculos respiratdrios instigou-nos a buscar recursos farmacologicos,
ou de outra natureza, que poderiam minimizar estes efeitos sendo selecionado os
farmacos metformina e troglitazona e o recurso fisioterap€utico estimulagao
diafragmatica elétrica transcutanea.

Neste contexto, resultados provenientes desta andlise podem contribuir em

estudos futuros direcionados a aplicacdo clinica dos métodos, contribuindo para a
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manuten¢do de melhores condigdes metabdlicas que possam refletir na melhora da

qualidade de vida destes pacientes.
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OBJETIVOS
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2-OBJETIVOS

1-

Determinar o periodo de implantag¢do do estado de resisténcia a insulina com
dexametasona através de teste de tolerancia a insulina realizado apds 3 e 5
dias de tratamento com glicocorticéide.

Avaliar o conteudo de glicogénio dos musculos que participam do processo
respiratério em ratos tratados com dexametasona e com substincias
sensibilizadoras da insulina metformina e troglitazona durante o periodo de 3
e 5 dias.

Avaliar o conteudo de glicogénio dos musculos que participam do processo
respiratorio em ratos tratados com dexametasona associado a metformina e
troglitazona durante o periodo de 3 e 5 dias.

Avaliar o efeito da aplicacio de estimulacdo diafragmatica elétrica
transcutanea sobre as reservas musculares de glicogénio em ratos resistentes a
insulina apds administracdo de dexametasona.

Avaliar as respostas metabdlicas apresentadas pelo ventriculo apds tratamento
com dexametasona.

Avaliar o niimero de leucdcitos circulantes e dos linfocitos do timo na

presenga da estimulacdo diafragmatica elétrica transcutanea.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- ANIMAIS

Utilizamos ratos albinos da linhagem Wistar, com idade variando de 3 a 4 meses
alimentados com ragdo e agua ad libitum sendo submetidos a condigdes controladas de
biotério (ciclo fotoperiddico de 12h claro/escuro, e temperatura 23°C+2).

Os animais foram divididos em 13 grupos experimentais (n=>5):

Controle

Tratado com dexametasona 3 dias

Tratado com dexametasona 5 dias

Tratado com metformina 3 dias

Tratado com metformina 5 dias

Tratado com troglitazona 3 dias

Tratado com troglitazona 5 dias

Tratado com dexametasona + metformina 3 dias

Tratado com dexametasona + metformina 5 dias

Tratado com dexametasona + troglitazona 3 dias

Tratado com dexametasona + troglitazona 5 dias

Tratado com estimulacdo diafragmatica elétrica transcutanea

Tratado com dexametasona + estimulagao elétrica transcutanea

3.2- TRATAMENTO COM DEXAMETASONA, TROGLITAZONA E
METFORMINA

A dexametasona foi administrada na concentracdo de Img/kg peso pela via
intraperitoneal. Os grupos experimentais tratados com troglitazona receberam a
substancia na concentracdo de 0.8mg/kg e os grupos tratados com metformina
receberam a substancia na concentragdo de 1.4mg/ml ambas diluidas na agua para
beber. Todos os tratamentos foram realizados durante 3 e 5 dias conforme modelo de

resisténcia insulinica ja descrito ( SAAD et al; 1993 ). As dosagens foram escolhidas
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tendo como parametros a meia vida plasmatica que em média apresenta 2 — 3 mg/ml de

sangue / 6-8 horas.

3.3- TRATAMENTO COM ESTIMULAGCAO ELETRICA

O equipamento utilizado para a estimulagdo elétrica foi o Dualpex 961 (Figura
1).

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sodico (50mg/kg) e a regido
do térax anterior tricotomizada para garantir um maior efeito da estimulagdo e do
posicionamento dos eletrodos. Dois eletrodos de superficie de silicone-carbono com
area de 1,5 x 2,0 cm cada e gel de acoplamento foram utilizados e posicionados
bilateralmente logo abaixo do gradil costal (figura 2).

A estimulagdo elétrica foi realizada diariamente por 20 minutos durante 5 dias,
sendo a freqiiéncia de 30Hz (Ton=1s e Topr=1s) e a largura de fase de 0,4ms. A
intensidade da corrente foi padronizada em 5.0 mA, aumentando 1 mA a cada 5

minutos, para ndo haver acomodacao, finalizando em 8.0 mA.
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Figura 1. Equipamento Dualpex 961 (Quark®) utilizado para
a realizagdo da estimulagdo elétrica.

Figura 2. Estimulacdo elétrica realizada no animal através de dois
eletrodos (1 e 2) de superficie acoplados com gel na regido
logo abaixo do gradil costal.
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3.4- AMOSTRAGEM

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sdédico (50mg/Kg de peso, ip)
para a coleta do sangue através da veia renal, o qual foi centrifugado por 10 minutos a
2500 rpm, o plasma separado e encaminhado para as avaliagdes bioquimicas.

Os musculos diafragma, abdominal e ventricular foram cuidadosamente isolados,
retirados e encaminhados para as avaliagdes de proteinas totais e conteudo de glicogénio

muscular.

3.4.1- DETERMINACAO DO CONTEUDO MUSCULAR DE
GLICOGENIO

As amostras do musculo foram digeridas em KOH 30% a quente e o glicogénio
precipitado a partir da passagem por etanol a quente. Entre uma fase e outra da
precipitagdo, a amostra foi centrifugada a 3000 rpm durante 15 minutos. O glicogénio
precipitado foi submetido a hidrélise dcida na presenca de fenol, segundo a proposta de

Siu et al., (1970). Os valores foram expressos em mg/100 mg de peso umido.

3.4.2- DETERMINACAO DE PROTEINAS TOTAIS MUSCULAR

Amostras dos musculos foram separadas para a determinagdo das proteinas totais

através de kit laboratorial da marca Bio Diagn(')stica®.

3.4.3- LEUCOMETRIA

O sangue do animal foi coletado em tubo de vidro (ensaio), com auxilio de um
funil, contendo 4cido etileno diamino tetracético (anticoagulante para hematologia) na
concentracdo 100 microlitros para 3,5 ml de sangue.

Apbs a coleta do sangue, este foi homogeneizado e uma pequena quantidade da

amostra, com auxilio de uma pipeta de 5-50 ul JENCONS SEALPETTE, foi retirado 10

ul de sangue o qual foi colocado em um tubo de plastico.
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Em seguida, acrescenta-se a este tubo plastico 190 pl de corante Turkey e
homogeniza com a pipeta. A cdmara de Neubauer foi preenchida com a solugdo e as
células contadas em microscopio de Luz, utilizando-se os quadrantes laterais da Camara
de Neubauer. Para obtengdo do ntimero de células o célculo foi realizado como a seguir:

O valor da contagem foi divido por 4 devido a contagem dos quatro campos e
multiplicado pela dilui¢do feita na solugdo de células o que resulta numa concentragao

10° células/ml, aferida pela propria cdmara de Neubauer.

3.4.4- DETERMINACAO DA GLICEMIA

A concentragdo plasmatica de glicose foi determinada através de kit enzimatico

de utilizacao laboratorial (CELM- Reactoclin).

3.4.5- TESTE DE TOLERANCIA A INSULINA (ITT)

Para a realizacdo do ITT, os animais foram anestesiados com pentobarbital
sodico (50 mg/kg) e ap6s 40 min, foi feita uma incisdo proxima a veia femural, onde foi
coletado 0,25 ml de amostras de sangue. Apos a primeira coleta foi injetado, via veia
peniana, insulina regular da Biobras, na dose de 1 U/kg. Amostras de sangue foram
coletadas sucessivamente nos tempos 0; 2,5; 5; 10; e 20 min ap6s a administracdo da

insulina. A glicose plasmatica foi avaliada por método enzimatico.

3.4.6- OBTENCAO DOS LINFOCITOS DO TIMO

Apobs a coleta de macrofagos toracicos, o timo foi localizado e retirado. Em
seguida foi separado o tecido ganglionar linfoéide do tecido gorduroso. As células foram
obtidas através de um sistema composto de dois cilindros de aco inox de diferentes
diametros, de modo que um se encaixe no outro, contendo cada cilindro um sistema de
malhas na sua extremidade. O timo foi colocado entre os dois cilindros e através de
movimentos circulares, este foi levemente comprimido, obtendo-se assim linfocitos

integros e isolados. Ao tecido macerado foram adicionados 10 ml de PBS (4° C), sendo
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a solugdo colocada num tubo de pléstico e centrifugada por 1 minuto a 2000rpm para
formagdo do Pellet. O sobrenadante foi descartado e o Pellet foi ressuspenso em 10 ml

de PBS (4° C) sendo a solucdo diluida 10x. Desta solucao foi coletada uma amostra de
100uL e colocada em outro tubo plastico do tipo Eppendorff, acrescentando-se 900uL
de PBS (4° C) levando a uma diluigdo de 10x.

3.5- ANALISE ESTATISTICA

A avaliacdo estatistica dos dados foram feita através de ANOVA seguido de

teste “t” de student. Em todos os calculos foi fixado o nivel critico de 5% (p<0,05).
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4- RESULTADOS

Os eventos que ocorrem apds a ligacdo da insulina ao seu receptor sdo
especificos e finamente regulados. Definir as etapas que levam a especificidade deste
sinal representa um desafio para diferentes tipos de pesquisas, todavia podem resultar
no desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas para pacientes que sofrem de
estado de resisténcia a insulina.

Iniciamos o estudo avaliando a velocidade de decaimento da glicose plasmatica
KITT(decaimento representado pelo valor de B) de ratos controle, tratados com
dexametasona 3 dias e tratados com dexametasona 5 dias. Nesta fase experimental,
quando comparado ao controle ambos os tratamentos apresentaram médias de
decaimento significantemente menores e proporcional ao periodo de tratamento sendo
expressas pelos seguintes valores 5,13+0,24 controle X 2,90+0,31 De 3 dias x
2,3540,18 De 5 dias e representam mudancas na dindmica de captacdo da hexose, como
classicamente delineada como estado de resisténcia. Cabe salientar que as maiores
mudangas sdo observadas no tratamento durante 5 dias (Figura 3).

Frente ao status de resisténcia a insulina deflagrado pelo tratamento agudo com
dexametasona avaliamos sua acdo sobre as reservas de glicogénio de musculos
participantes da dinadmica respiratdria € no ventriculo. Neste contexto, inicialmente
observamos que no tratamento com o glicocorticoide durante 3 dias promoveu uma
significativa elevacdo nas reservas glicogénicas representadas por valores 200%
maiores no diafragma (0,29+0,02 mg/100mg controle x 0,87£0,04 mg/100mg De,
p<0,05), 77% no abdominal (0,26+0,03 mg/100mg controle x 0,46+0,04 mg/100mg De,
p<0,05) e 83% no musculo ventricular (0,18+0,01 mg/100mg controle x 0,33+0,09
mg/100mg De, p<0,05) (Figura 4).

Ainda dentro desta abordagem, passamos a avaliar o comportamento destas
reservas apds 5 dias de administracdo da dexametasona e verificamos que, ao contrario
do observado no tratamento anterior as reservas foram reduzidas em relagdo ao grupo
controle para 55% no diafragma (0,29+0,02 mg/100mg controle x 0,13+ 0,01
mg/100mg De, p<0,05), ndo apresentando alteracdo significativa para as reservas de

glicogénio no musculo abdominal e ventricular (Figura 4).
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Uma vez caracterizado o quadro de resisténcia insulinica, passamos a estudar os
eventos glicogénicos ligados ao farmaco anti-hiperglicemiante metformina avaliando o
tratamento durante 3 e 5 dias. Escolhemos a metformina por tratar-se de uma droga que
aumenta a utilizagdo periférica da glicose pelos tecidos musculares na presenga da
insulina; potencializando a acdo insulinica através do aumento da afinidade de ligagcao
aos receptores teciduais de insulina.

No tratamento durante 3 dias comparando o grupo tratado com metformina com
o grupo controle observamos aumentos expressivos na concentracdo de glicogénio
muscular representados: diafragma 214% (0,2940,02 mg/100mg controle x 0,91+ 0,06
mg/100mg M, p<0,05), abdominal 81% (0,262+0,03 mg/100mg controle x 0,47+ 0,03
mg/100mg M, p<0,05) e ventricular 44% (0,18+£0,01 mg/100mg controle x 0,26+ 0,02
mg/100mg M, p<0,05) (Figuras 5).

No tratamento com metformina durante 5 dias comparando este com o grupo
controle obtivemos resultados bastante semelhantes ao encontrado com o tratamento
durante 3 dias: diafragma 227% (0,29+0,02 mg/100mg controle x 0,95+ 0,004
mg/100mg M, p<0,05), abdominal 81% (0,26+0,03 mg/100mg controle x 0,47+ 0,01
mg/100mg M, p<0,05) e ventricular 39% (0,18+0,01 mg/100mg controle x 0,25+ 0,01
mg/100mg M, p<0,05) (Figuras 6).

Decidimos entdo inserir no contexto da proposta um segundo farmaco que
também atua sobre os sistemas implicados na resisténcia insulinica sendo selecionado o
sensibilizador da insulina troglitazona. Os resultados mostraram que se compararmos o
grupo troglitazona 3 e 5 dias com o grupo controle os valores sdo similares aos
encontrados no tratamento com metformina, exceto no ventriculo. A eleva¢ao nas
reservas de glicogénio durante o tratamento 3 dias foi: no diafragma 234% (0,29+0,02
mg/100mg controle x 0,97+ 0,08 mg/100mg T, p<0,05), no abdominal 96% (0,26+0,03
mg/100mg controle x 0,51+ 0,05 mg/100mg T, p<0,05) e ventricular 94% (0,18+0,01
mg/100mg controle x 0,35+ 0,07 mg/100mg T, p<0,05) (Figura 5). No tratamento com
troglitazona durante 5 dias se comparado ao grupo controle observa-se aumento
significativo para os musculos diafragma 224% (0,29+0,02 mg/100mg controle x 0,94+
0,002 mg/100mg T, p<0,05), abdominal 88% (0,26+0,03 mg/100mg controle x 0,49+
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0,002 mg/100mg T, p<0,05) e ventricular 94% (0,18+£0,01 mg/100mg controle x 0,35+
0,01 mg/100mg T, p<0,05) (Figuras 6).

Comparamos ainda os efeitos da dexametasona 3 e 5 dias com o tratamento
dexametasona associada a metformina no mesmo periodo. Neste experimento
observamos que o tratamento (De+M) comparado com De durante 3 dias promoveu
aumento significativo nas reservas de glicogénio somente para o musculo diafragma
que foi da ordem de 23% (0,87£0,04 mg/100mg De x 1,07£0,02 mg/100mg De+M,
p<0,05) (Figura 7), os demais musculos ndo apresentaram mudan¢a significativa
(Figura 7). Por outro lado, o tratamento (De+M) comparado com De ambos realizado
durante 5 dias mostrou que as reservas foram aumentadas de forma bastante
significativa em todos os musculos; no diafragma 323% (0,13+£0,01 mg/100mg De x
0,55+0,08 mg/100mg De+M, p<0,05); no abdominal 325% (0,160,008 mg/100mg De
x 0,6810,02 mg/100mg De+M, p<0,05) e ventricular 278% (0,14+£0,01 mg/100mg De x
0,5340,08 mg/100mg De+M, p<0,05) (Figuras 8).

O tratamento com (De+T) comparado com De ambos durante 3 dias promoveu
elevagdo significativa nas reservas de glicogénio somente para o musculo diafragma
14% (0,8740,04 mg/100mg De x 0,99+0,005 mg/100mg De+T, p<0,05), ndo havendo
modificacdo significativa para o musculo abdominal e ventricular (Figuras 7).

Os resultados encontrados com (De+T) comparado a dexametasona durante o
periodo de 5 dias mostraram elevagdo e significativa nas reservas de glicogénio: no
diafragma 100% (0,13+0,01 mg/100mg De x 0,26+0,03 mg/100mg De+T, p<0,05), no
abdominal 337% (0,16+£0,008 mg/100mg De x 0,70£0,06 mg/100mg De+T, p<0,05) e
ventricular 214% (0,14£0,01 mg/100mg De x 0,4440,07 mg/100mg De+T, p<0,05) (
Figuras 8).

Hé vérios estudos relacionando o exercicio fisico € o aumento da captagdo de
glicose no musculo. Trabalhos referem que um unico periodo de exercicio pode
aumentar a taxa de captacdo de glicose no musculo esquelético em contracdo. Este
processo ¢ regulado pela translocacdo dos transportadores de glicose GLUT 4 para a
membrana plasmdtica. O exercicio e a insulina utilizam diferentes caminhos de
sinalizacdo que conduzem a ativag¢do do transporte de glicose.

Passamos entdo avaliar se a estimulagdo diafragmatica elétrica transcutanea teria

0 mesmo efeito uma vez que esta forma terapéutica promove a contracdo muscular.
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Comparamos entdo o grupo que realizou estimulacdo diafragmatica elétrica
transcutanea durante o periodo de 5 dias com o grupo controle e observamos que as
reservas de glicogénio aumentaram para os musculos: diafragma 148% (0,29+0,02
mg/100mg controle x 0,72+0,31 mg/100mg E, p<0,05) e abdominal 146% (0,26+0,03
mg/100mg controle x 0,64+0,06 mg/100mg E, p<0,05), ndo existindo diferenga
significativa para o musculo ventricular (Figura 9).

Sabendo-se que o glicocorticdide provoca resisténcia insulinica, avaliamos se a
estimulacdo diafragmatica elétrica transcutinea melhora este quadro. Analisamos as
reservas de glicogénio entre o grupo (De+E) comparado ao grupo De ambos tratado
durante 5 dias e observamos que as reservas de glicogénio tornaram-se elevadas nos
musculos diafragma 115% (0,13£0,01 mg/100mg De x 0,28+0,03 mg/100mg De+E,
p<0,05); abdominal 281% (0,16+£0,008 mg/100mg De x 0,61+£0,07 mg/100mg De+E,
p<0,05) e ventricular 100% (0,14+£0,01 mg/100mg De x 0,284+0,04 mg/100mg De+E,
p<0,05) (Figura 9).

Analisamos entdo as proteinas totais de grupo tratado com De 5 dias comparado
ao grupo controle e ndo verificamos mudanga significativa para o musculo diafragma.
No entanto para o musculo abdominal tivemos aumento de 75% (7,08+0,30 g/dL
controle x 12,39+1,22g/dL De, p<0,05) (Figura 10).

Por sua vez, realizamos a contagem dos linfocitos do timo do grupo E
comparado ao grupo controle verificamos aumento de 65% (98,24+7,79 controle x
162,43£7,94 E, p<0,05) e do grupo De+E comparado ao controle houve elevagao de
115% (98,24£7,79 controle x 211,2£15,91 De+E), ambos os tratamentos foram
realizados no periodo de 5 dias (Figurall). Por outro lado, ao avaliarmos a leucometria
entre os grupos acima descritos, ndo observamos mudanca significativa (Figura 12).

Por fim, avaliamos a glicemia comparando o grupo E 5 dias com grupo controle
e o grupo DetE no mesmo periodo com o controle nao observamos mudanga

significativa para ambos os grupos apesar de haver uma tendéncia a elevagdo (Figura

13).
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Figura 3. Porcentagem de decaimento da glicose apds a administracdo de insulina regular (1U/Kg iv) apds
a coleta de amostra no tempo zero (T0). Os valores estdo expressos em porcentagem, tomando como
100% a glicose no T0. Os grupos estdo assim representados: Controle (C), tratado com Dexametasona por
3 dias (De 3 dias) e 5 dias (De 5 dias).
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Figura 4. Reserva de glicogénio nos musculos Diafragma (D), Abdominal (A) e Ventricular (V) dos
grupos Controle (C), tratado com Dexametasona (1mg/Kg) por 3 dias (De 3 dias) e 5 dias (De 5 dias).
Valores expressos em média = epm. * p<0.05 comparado ao C.

43



1.2+

1.0

0.8

0.6

0.4+

Reserva de Glicogénio
(mg/100mg de tecido umido)

0.2

0.0

D

A

il

—C
= M 3 dias
U T 3 dias

Figura 5. Reserva de glicogénio nos musculos Diafragma (D), Abdominal (A) e Ventricular (V) dos
grupos Controle (C), tratado com Metformina (1.4mg/ml) por 3 dias (M 3 dias) e Troglitazona
(0.8mg/Kg) por 3 dias (T 3 dias). Valores expressos em média + epm. * p< 0.05 comparado ao C.
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Figura 6. Reserva de glicogénio nos musculos Diafragma (D), Abdominal (A) e Ventricular (V) dos
grupos Controle (C), tratado com Metformina (1.4mg/ml) por 5 dias (M 5 dias) e Troglitazona
(0.8mg/Kg) por 5 dias (T 5 dias). Valores expressos em média = epm. * p< 0.05 comparado ao C.
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Figura 7. Reserva de glicogénio nos musculos Diafragma (D), Abdominal (A) e Ventricular (V) dos
grupos tratado com Dexametasona (Img/Kg) por 3 dias (De 3 dias) tratado com Dexametasona +
Metformina (1.4mg/ml) por 3 dias (De+M 3 dias) e Dexametasona+Troglitazona (0.8mg/Kg) por 3 dias
(De+T 3 dias). Valores expressos em média + epm, * p< 0.05 comparado ao De 3 dias.

- =
A A W

Reserva de Glicogénio
(mg/100mg de tecido umido)

o
S}
1

N

K

N

0.0

D

A

\Y

E<<3 De 5 dias
== De + M 5dias
C——De+ T 5 dias

Figura 8. Reserva de glicogénio nos musculos Diafragma (D), Abdominal (A) e Ventricular (V) dos
grupos tratados com Dexametasona (1mg/Kg) por 5 dias (De 5 dias) com Dexametasona+Metformina
(1.4mg/ml) por 5 dias (De+M 5 dias) e Dexametasona+Troglitazona (0.8mg/Kg) por 5 dias (De+T 5
dias). Valores expressos em média + epm. * p< 0.05 comparado ao De 5 dias.
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Figura 9. Reserva de glicogénio nos musculos Diafragma (D), Abdominal (A) e Ventricular (V) dos
grupos Controle (C),tratados com Dexametasona (1mg/Kg) por 5 dias (De 5 dias), com Eletroestimulagéo
por 5 dias (E 5 dias) e Dexametasona+Eletroestimulacdo por 5 dias (De+T 5 dias). Valores expressos em
média £ epm, * p<0.05 comparado ao C, 1 p<0.05 comparado ao De 5 dias.
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Figura 10. Concentragdo de proteinas totais (g/dL) nos musculos Diafragma (D) e Abdominal (A) dos
grupos Controle (C) e tratado com Dexametasona (1mg/Kg) por 5 dias (De 5 dias). Valores expressos em
média + epm.* p<0.05 comparado ao C.
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Figura 11. Namero de linfocitos do timo (10°) do grupo Controle (C), tratado com estimulagio
diafragmatica elétrica transcutinea (E) e Tratado com Dexametasona (1mg/Kg) + E ( De + E) durante 5
dias. Valores expressos em média + epm. * p<0.05 comparado ao C.
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Figura 12. Numero de leucécitos (10%) do grupo Controle (C), tratado com estimulagdo diafragmatica
elétrica transcutinea (E) e Tratado com Dexametasona (Img/Kg) + E ( De + E) durante 5 dias. Valores
expressos em média + epm, p<0.05 comparado ao C.
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transcutanea (E) e Tratado com Dexametasona (1mg/Kg) + E ( De + E) durante 5 dias. Valores expressos

em média + epm. p<0.05 comparado ao C.
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5- DISCUSSAO

Dentre as acdes metabolicas ligadas aos glicocorticoides merece destaque sua
participagdo no metabolismo intermediédrio de proteinas, lipideos e carboidratos onde,
observa-se aumento do catabolismo protéico, lipdlise, aumento da glicogénese e da
gliconeogénese hepatica. Além disso, tem sido observado que concomitante ao
tratamento com glicocorticéide desencadeia-se modificagdes na sensibilidade dos
tecidos periféricos a insulina. Em especial, nos pacientes diabéticos, os glicocorticoides
também promovem elevagcdo na concentracdo plasmatica de lipideos e aumentam a
formagdo de corpos cetonicos. Observam-se ainda, intimeros efeitos dos
glicocorticdides sobre os demais sistemas e tecidos merecendo destaque o tecido 0sseo,
o sistema cardiovascular, o sistema renal, as reservas teciduais do calcio, além do
crescimento tecidual (CASTRO e CASTRO, 1999).

A resisténcia insulinica ¢ um quadro clinico bem conhecido que pode ser
desenvolvido farmacologicamente frente ao excesso de glicocorticdide ou ainda em um
estado patoldgico onde ha hiperplasia da zona fasciculada da supra-renal. Na década de
90, um estudo onde foram utilizadas células sangiiineas, fibroblastos e adipdcitos,
mostrou que os glicocorticoides promovem diminui¢do na taxa de transporte de glicose
estimulada pela insulina bem como alteragdo na eficacia da ligacdo da insulina ao seu
receptor (TANAKA et al., 1992). Em ratos, a administragdo de cortisol ndo afeta o
nimero ou afinidade dos receptores de insulina no musculo esquelético, mas reduz a
fosforilagdao do receptor tirosina quinase pela insulina, sugerindo que os efeitos ocorrem
na interface pos-receptor levando a uma diminui¢cdo indireta do transporte de glicose
mediado pela insulina (BLOCK et al., 1989). No musculo esquelético, foi demonstrado
que o excesso de glicocorticoides ndo diminui o contetido de transportadores GLUT-4,
mas inibe a acao dos transportadores de glicose de forma indireta (DIMITRIADIS et al.,
1997).

Neste estudo, optamos por utilizar o glicocorticdide sintético dexametasona visto
sua ampla utilizag¢do na clinica, por ter agdo 30 vezes maior que o cortisol e apresentar
baixa atividade mineralocorticéide. A dose utilizada foi Img/kg/dia pela via

intraperitoneal (3 e 5 dias) de acordo com a proposta de Saad et al. (1993).
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Queremos salientar que o foco inicial do estudo foi avaliar a implantagdo do
quadro de resisténcia a insulina e se este promove alteragdes nas reservas glicogénicas
da musculatura respiratoria.

Iniciamos este trabalho realizando um teste de tolerancia a insulina (ITT) em
ratos tratados com dexametasona durante 3 dias. No ITT apresentado na Figura 3, pode-
se observar que o decaimento percentual de glicose (valor de B) passou de
5,1340,2%/min no grupo controle para 2,90+0,3%/min no grupo tratado com
dexametasona durante 3 dias, representando reducdo de 43% no indice de decaimento
da glicose. Avaliagdo similar realizada em um grupo de ratos tratados com
dexametasona durante 5 dias mostra o decaimento percentual de glicose (valor de B)
que estava em 5,13+£0,2/min no grupo controle passou para 2,35+0,01/min no grupo
tratado com dexametasona, representando 54% no indice de decaimento da glicose.
Este indice ¢ indicativo de uma velocidade de decaimento menor do que a observada no
grupo tratado com o glicocorticdide durante 3 dias, que representa o estado de
resisténcia a insulina acompanhando Saad et al.,1993.

Com relagdo ao comportamento das reservas glicogénicas dos musculos
diafragma, abdominal e ventricular durante o tratamento de 3 dias com dexametasona
(Figura 4), observamos que houve elevacdo nas reservas, fato importante pois aponta e
acompanha os estudos que verificaram que a dexametasona ativa as células 3 das ilhotas
de Langerhans aumentando a concentragdo de AMPciclico e conseqilientemente
elevando a secre¢do de insulina induzida pela glicose (PHILIPPE et al., 1992). Esta
hipotese foi recentemente reiterada por Bosqueiro et al. (2002) que ao avaliarem in vitro
a secrecao de insulina de ilhotas isoladas de ratos tratados com dexametasona
observaram elevacdo na secrecdo induzida pela glicose. Esta insulinemia elevada pode,
indiretamente, ser determinante e responsavel pela elevacdo na formagao destas reservas
glicogénicas.

Ao avaliarmos o conteudo de glicogénio da musculatura tratada com
dexametasona durante 5 dias (Figura 4), observamos que neste periodo houve reducdo
nas reservas diafragmaticas demonstrando que a implantacdo do estado de resisténcia
insulinica acompanha a diminuicdo na atividade das vias glicogénicas e atinge este
importante musculo participante do processo respiratorio. Isto, possivelmente, pode

estar ligado a reducdo na efetividade das vias insulinicas do musculo diafragma, evento
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que se torna pronunciado a partir do quinto dia do tratamento. Assim, o
hiperinsulinismo dessensibilizaria o tecido alvo (SAAD et al., 1993, 1992). Nosso
trabalho acompanha ainda um recente estudo que demonstrou em ratos e camundongos
tratados com dexametasona a reducdo na fosforilagdo tanto na subunidade IRS-1 quanto
na enzima Akt hepatica e muscular reiterando que a resisténcia a insulina envolve baixa
na eficiéncia da sinaliza¢dao insulinica (ROJAS et al., 2003). Destacamos que, nosso
trabalho ¢ pioneiro em demonstrar que a resisténcia insulinica atinge a musculatura
respiratoria com especial acdo no diafragma sem observarmos expressdo no musculo
ventricular e abdominal.

Frente ao status de resisténcia insulinica, buscamos alternativas farmacologicas
que pudessem auxiliar contra a redu¢do da eficiéncia sinalizadora da insulina. Neste
sentido, optamos por farmacos denominados sensibilizadores da insulina, representados
pela biguanida metformina e pela tiazolinediona troglitazona.

Na seqliéncia experimental, direcionamos nossas agdes para demonstrar a acao
da metformina em relacdo as reservas de glicogénio tanto no tratamento com
dexametasona durante 3 dias quanto durante 5 dias. Nesta condi¢do, ndo observamos
mudangas nas reservas de glicogénio se comparado ao grupo tratado com dexametasona
3 dias que ja apresentava altas reservas em decorréncia da acdo do glicocorticoide. Isto
indica que possivelmente ha um ponto maximo de formacao das reservas limitado pelas
modificacdes no indice de hidratacdo celular e pelo gradiente osmotico. Assim, este
ponto maximo pode ter sido atingido pela agdo indireta da dexametasona, que tem sido
apontado como agente insulinotropico (BOSQUEIRO et al., 2002). Por outro lado,
quando avaliamos a a¢do da metformina ap6s 5 dias de tratamento com o grupo
controle, observamos que houve um aumento generalizado na formagdo das reservas
musculares de glicogénio no diafragma, abdominal e ventricular, resultados muito
semelhantes ao do tratamento com metformina 3 dias indicando que a biguanida foi
eficaz em manifestar sua acdo ativadora como substancia sensibilizadora da insulina e
assim ativar as vias de sinalizagdo que podem estar comprometidas neste periodo de
tratamento com dexametasona (WIERNSPERGER, 1996, GUNTON et al., 2003).

Nossos resultados mostram que, ha uma inter-relagcdo no tripé tempo de
administracdo de glicocorticoide/alteragdes metabdlicas/corre¢do com sensibilizadores

ou estimulacdo elétrica neuromuscular, e possivelmente a metformina interfira em
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passos-chave do desencadeamento da resisténcia preservando a formagdo destas
reservas energéticas.

Dentre uma nova classe de sensibilizadores da insulina denominada
tiazolinedionas escolhemos a troglitazona no intuito de saber se o tratamento interfere
nos passos da resisténcia insulinica induzida pela dexametasona. Neste sentido, nossos
resultados mostram que, na presenca da tiazolinediona apresentou uma expressiva
eleva¢do no contetido de glicogénio de forma generalizada, incluindo o diafragma, o
abdominal e o ventricular, efeito que se expressou nos tratamentos durante 3 e 5 dias (
Figuras 5 e 6). Estes dados tém apoio na literatura cientifica que mostra a troglitazona
enquanto agente ativador de receptores nucleares chamados PPARs, os quais regulam a
transcri¢do genética, a translagdo de proteinas envolvidas no metabolismo da glicose e
lipideos, estimulam a enzima PI-3quinase e Akt que sdo sistemas-chave na sinalizagdo
da insulina, normalizam a fosforilagdo, elevam a populacdo muscular de receptores de
insulina e a sintese de glicogénio (WILLSON et al., 2000; HEVENER et al., 2000;
KIM et al., 2002).

Cabe ressaltar que o grupo tratado com troglitazona 3 dias se comparado ao
grupo controle mostra maiores reservas glicogénicas dentro de um indice praticamente
igual ao tratamento durante 5 dias e muito semelhante ao tratamento com metformina,
exceto para o musculo ventricular que apresentou elevagdo nas reservas de glicogénio
maior no grupo tratado com troglitazona 3 e 5 dias (Figuras 5 e 6) acompanhando outro
estudo (PETERSEN e SHULMAN, 2002).

Um ponto que merece destaque ¢ que o tratamento dexametasona mais
metformina e dexametasona mais troglitazona durante periodo de 3 dias mostra
aumento significante, porém discreto apenas na musculatura diafragmatica que foi de
23% e 14% respectivamente, ndo apresentando alteragdo para o musculo abdominal e
ventricular, efeito atribuido a acao insulinotropica da dexametasona durante o periodo
de 3 dias (BOSQUEIRO et al., 2002). Podemos a partir dos resultados sugerir que a
resposta diafragmatica esteja vinculada a responsividade deste musculo que pela sua
importancia no processo respiratorio pode hierarquicamente ajustar suas dindmicas
antecedendo os demais musculos.

No transcorrer do nosso experimento, observamos que o grupo tratado com

troglitazona associado ao glicocorticoide durante 5 dias, apresentou elevacdo nas
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reservas glicogénicas assim como no grupo tratado com metformina mais dexametasona
no mesmo periodo, exceto para o musculo diafragma que aumentou mais as reservas de
glicogénio frente ao tratamento com metformina. Isto indica que a metformina também
pode interferir na acdo do glicocorticoéide propiciando melhores condi¢des energéticas
(MATHIEU-COSTELLO et al., 2003)

O aprimoramento dos métodos fisioterapéuticos tem relagdo direta com a
evolucdo da ciéncia experimental, principalmente porque permite o refinamento das
analises e conseqiientemente dos parametros metodologicos buscando as melhores
respostas do organismo com baixo comprometimento de outras funcdes. E neste
contexto que esta inserido a estimulacdo elétrica neuromuscular, visto que ja foi
demonstrado que intimeros sistemas celulares sdo ativados na presenga da corrente
elétrica, destacando-se a integracdo entre a dindmica metabolica e as vias sinalizadoras
celulares, a ativacdo ou inibicdo de vias especificas buscando manter o musculo mais
ativo indicando uma gama de opg¢des terapéuticas clinicas em casos de fraqueza
muscular, distensdo muscular, incontinéncia, elevacdo ou perda do tonus muscular,
espasticidade, imobilizagdo muscular, desuso muscular (ROBINSON E SNYDER-
MACKLER, 2001; JAFFE e STERN, 1979).

Nosso trabalho centrou suas acdes na avaliagdo da estimulacao diafragmatica
elétrica transcutanea em um modelo de resisténcia insulinica deflagrado pela
administracdo do glicocorticoide dexametasona. Cabe ressaltar que o protocolo
escolhido foi embasado na indugdo de contracdo da musculatura da caixa toracica de
forma que a corrente elétrica chegasse a induzir contragdo diafragmatica.

Neste aspecto e vinculado nos parametros elétricos utilizados neste trabalho
observamos que a terapéutica promoveu uma expressiva elevagdo no contetido de
glicogénio nos musculos diafragma e abdominal sem expressao no musculo ventricular
refletindo as inter-relagdes funcionais existentes entre a elevagdo na freqiiéncia contratil
e as dindmicas musculares de captacdo de glicose, uma vez que, ao iniciar a atividade
contratil a populagdo de transportadores do tipo Glut 4 da membrana eleva-se
favorecendo a captagdo de 25-50% maior (IHLEMANN et al., 2000). Tendo em vista
que as amostras foram coletadas 24 horas apo0s a finaliza¢ao das sessdes de estimulagao
elétrica, sugerimos a existéncia de um efeito residual sobre as reservas energéticas, uma

vez que, tem sido relatado a existéncia de uma inter-relacdo funcional descrita pela
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elevagdo na sensibilidade tecidual a insulina, na demanda energética, na captagdo da
hexose e potencializacao na atividade das vias responsaveis pela sintese de glicogénio,
fato que persiste por 18h (CARTEE et al., 1989; AAS et al., 2002).

Na seqiiéncia experimental avaliamos o comportamento das reservas
glicogénicas na associa¢do de tratamentos dexametasona/estimulagdo elétrica sendo
observado um aumento generalizado e manifesto nos musculos diafragma e abdominal.
Estes resultados sugerem que as agdes ligadas a estimulagdo elétrica se expressam
enquanto aumento na atividade das vias sinalizadoras da insulina que se apresenta
reduzida na presenga do glicocorticdide como demonstrado por SAAD et al.1993.

Consideracao especial deve ser feita com relagdo ao comportamento das reservas
glicogénicas ventriculares, uma vez que apos a estimulagdo elétrica se comparado ao
grupo controle, ndo verificamos modificagdo nas reservas de glicogénio. Diversos
estudos “in vitro” realizados com cardiomiocitos constataram que as reservas
glicogénicas ventriculares sao moduladas por inumeros fatores como a insulina,
inervacdo autondmica ou controle serotoninérgico (FISCHER et al., 1996; ZORZANO
et al., 1997). E provavel que pelas caracteristicas fisiologicas intrinsicas do musculo
cardiaco a influéncia isolada da estimulacdo elétrica ndo modifique o padrio de
contratilidade autonoma dos cardiomidcitos mantendo assim inalterada as reservas de
glicogénio.

Assim, concomitante a elevacao na atividade contratil induzida eletricamente ha
elevagdo na atividade da proteina quinase ativada (AMPK) induzindo elevagdo na
translocacdo do GLUT4 em resposta ao trabalho de contracao ativando a captacao da
hexose (ZHENG et al., 2001). Possivelmente haja um controle fino de carater protetor
sobre a formacao desta reservas, uma vez que o acumulo de glicogénio na musculatura
ventricular pode modificar parametros da fisiologia cardiaca, como ja constatado no
ventriculo de diabéticos que apresentam grandes reservas glicogénicas e
conseqlientemente desenvolvem aumento na atividade da enzima glicogénio fosforilase,
aumento no tempo da sistole representado pelo aumento no intervalo QT do
eletrocardiograma tornando o coracdo mais susceptivel aos efeitos de uma isquemia
(HIGUCHI et al., 1995; da Silva et al.,2003).

Por outro lado ao avaliarmos o comportamento das reservas glicogénicas

ventriculares na associacdo de tratamentos dexametasona/estimulagdo elétrica
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observamos um aumento significativo nestas reservas. Isto sugere que a agdo conjunta
da estimulagdo elétrica com a dexametasona por 5 dias gerou neste musculo de
caracteristicas proprias um sinergismo evidenciado pelo aumento significativo nas
reservas de glicogénio que ndo foram detectadas quando com a utilizagdo da
estimulacdo elétrica isoladamente refletindo em um novo status metabodlico que
prepondera a ativacao das vias sinalizadoras insulinicas. No entanto, ndo descartamos
que se trata de uma resposta ainda mais refinada envolvendo o aumento na aferéncia de
sinais gerados na caixa tordcica que migram em direcdo ao tronco encefalico ajustando
finamente a dindmica metabdlica do sistema cardio-respiratério.

A seguir, ao avaliarmos na musculatura respiratoria o conteudo de proteinas
totais observamos que no tratamento associado (dexametasona/estimulagdo elétrica)
houve um aumento significativo somente no musculo abdominal, fato que
possivelmente esteja vinculado ao espraiamento da corrente elétrica da caixa toracica
em direcao ao abdome e com isto impondo um novo ritmo de atividade contratil em
forma de somatério aquela ativada no trabalho expiratorio fisioldgico, possivelmente a
maior exigéncia funcional seja compensada por modificagdo no conteudo proteico,
porém um maior refinamento e definicdo da real resposta fisiologica somente sera
possivel com outro estudo mais aprofundado.

Ao avaliarmos a glicemia observamos que as acdes isoladas ou combinadas dos
tratamentos ndo modificaram os pardmetros de normoglicemia, por isso ndo estdo
apresentados.

Por fim direcionamos nosso estudo na avaliacdo da leucometria e contagem de
linfocitos no timo no grupo submetido a estimulagdo elétrica. Nesta fase experimental
constatamos que nao houve alteragcdes no nimero de leucocitos circulantes, porém no
timo a contagem de linfocitos foi expressivamente elevada. Estes dados estdo
referenciados nas fortes relacdes imunogénica geradas pelo aumento na contragao
muscular uma vez que ha formagdo de citocinas locais e sistémicas como o TNF,
interleucinas 1 e 6 e interferon. Estes mediadores agem sobre a capacidade mitogénica
dos leucdcitos e efetivamente da resposta final celular ¢ humoral (MOLDOVEANU et
al., 2001).

E oportuno ressaltar que a utilizagdo de corticosterdides ¢ a estimulagdo

diafragmatica elétrica transcutanea sdo fatores que potencialmente podem interagir com
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o sistema imunoldgico gerando uma resposta imunogénica secunddria ao estresse
farmacologico ou mecanico que inclui a leucocitose € o aumento e ativagao de
mediadores locais e sistémicos da resposta inflamatéria (NAKAGAWA et al., 1998;
NATALE et al., 2003).

O conjunto de dados mostra que os beneficios da estimulacdo elétrica
diafragmatica estdo vinculados a melhora nas condi¢cdes metabdlicas minimizando o

status de resisténcia e propiciando uma melhor resposta imune.
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6- CONCLUSAO

Concluimos que a inducdo do status de resisténcia insulinica e suas alteragdes
metabolicas foram estabelecidas com a administracdo de dexametasona durante 5 dias e
atingiu a musculatura diafragmatica. As alteragdes do metabolismo de glicose induzidas
pela dexametasona nos musculos diafragma, abdominal e cardiaco foram minimizadas
com o uso dos sensibilizadores da insulina (metformina e troglitazona). A estimulagdo
elétrica mostrou ser um recurso fisioterapéutico aplicado a musculatura respiratoria que
promove uma melhora substancial nas condigdes energéticas. As substincias
sensibilizadoras da insulina e a estimulagdo elétrica sdo recursos disponiveis no
tratamento de pacientes com resisténcia insulinica ou no tratamento de pacientes
pneumopatas que fazem uso agudo ou crénico de corticosterdides, propiciando a
melhora nas reservas energéticas ¢ assim minimizando quadros de descompensagao
respiratoria.

Por fim sugerimos que mais estudos nesse sentido devem ser desenvolvidos
visando propiciar uma andlise mais aprimorada que auxilie no tratamento

fisioterapéutico e repercuta na melhora da qualidade de vida desses pacientes.
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