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Resumo
Durante o tratamento de doencas O0sseas com calcitonina sintética, observa-se um efeito diabetogénico,
particularmente nos tratamentos com calcitonina de salméo (CS). Neste estudo foi analisado o efeito da
administracdo de CS (1U/kg) sobre o teste de tolerancia a glicose (GTT), concentracdo plasmatica de insulina
(), &cidos graxos livres (AGL), glicemia (GLI) e reservas musculares de glicogénio (RG). Foi avaliado, ainda,
o efeito da estimulacao elétrica (EE; 10Hz, i=5mA, t=0,3ms, 20min/dia) em musculos tratados ou ndo com
CS. Foram utilizados 24 ratos machos tratados durante 10 dias com CS e/ou EE. A determinacdo da | foi
realizada através de radioimunoensaio, enquanto as RG pelo método do fenol sulflrico e as concentragdes
plasmaticas GLI e de AGL através de testes de laboratorio. As ilhotas de Langerhans foram isoladas pelo
método da colagenase e perfundidas para coleta do efluxo do ®Rb. Neste estudo, o grupo tratado com CS
apresentou elevacao na GLI e redugdo na I. As areas da curva do GTT foram de 9.327 mg/60 min no grupo
controle vs 17.665 mg/60 min no grupo tratado com CS. Tanto a | quanto o AGL foram significativamente
reduzidas por CS, enquanto as RG foram aumentadas pela EE e reduzidas pela CS. No grupo com associagdo
do tratamento CS + EE, houve reducdo na sintese da RG e inibi¢ao da secrecao de I, estimulada pela GLI.
Assim, sugerimos que pacientes submetidos a tratamento com CS merecem uma atenc¢do diferenciada quando

submetidos a tratamento fisioterapéutico.
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Abstract

During the development of synthetic calcitonins
for therapeutic use in bone disease, a
diabetogenic effect was suggest, particularly
with salmon calcitonin. In the present study,
we describe in rats the effects of salmon
calcitonin administration on glucose tolerance
test (GTT), plasmainsulin and muscle glycogen
reserves. We also describe the effect of electric
stimulation in muscle treated or not with
calcitonin. We used 24 male rats treated for 10
days with calcitonin (1U/Kg) and/or electric
stimulation (10Hz, i=5mA, t=0,3ms,20 min/
day). Control and treated groups had been
anaesthetized with pentobarbital sodium
(40mg/Kg, i.p) to collect samples of blood or
muscle. Insulin was measured by
radioimmunoassay and muscle glycogen re-
serves are evaluated by phenol sulfuric method.
Glucose and free fat acid (FFA) was evaluated
by laboratory test. Islets of Langerhans are
isolated by colagenase method and perfused
for collect ®Rb efflux. In this study we observed
that the group that receive salmon calcitonin
showed arise in plasma glucose and reducing
of insulin secretion. The integrated areas under
GTT curve are 9.327 mg/60 min/control vs
17.665 mg/60 min in treated group. Plasma
insulin and FFA were significantly reduced by
calcitonin. Muscle glycogen reserves are
enhanced by electric stimulation and reduced
by calcitonin. By the way, electric stimulation
do not changes the hability of calcitonin in
reduce glycogen synthesis. This finding
demonstrate that calcitonin impairs glycogen
synthesis, inhibiting glucose induced insulin
secretion and suggest that patients who are
receiving therapy with this hormone deserves
differentiate conduct from physiotherapy.
Keywords: Calcitonin; Electric Stimulation;
Skeletal Muscle.

Introducgéo

A calcitonina é um horménio
polipeptidico cuja funcdo principal é regular o
metabolismo mineral e 0sseo, visto a capacidade
de promover redugdo na mobilizacdo do célcio
0sseo nas situacBes de aumento excessivo da taxa
de reabsorcao Gssea caracteristicamente observa-
do na doenca de Paget, osteolises de origem ma-
ligna, estenoses lombares, hipercalcemia associa-

da a neoplasias, algoneurodistrofia (Doenca de
Sudeck) bem como em algumas formas de
osteoporose (GIUGLIANO, 1984).

Estudos realizados na década de 70 de-
monstraram alteracbes enddcrinas ligadas a admi-
nistragcdo intramuscular ou intravenosa de
calcitonina em humanos, sendo constatado uma
acdo inibitoria tanto nas fungbes gastrointestinais
guanto na secrecdo de hormdnios do eixo
hipotalamo-hipofise (FAHRENKRUG et al., 1975).

Estudos eletrofisioldgicos realizados na
década de 80 foram direcionados a avaliar os me-
canismos de acdo da calcitonina e do
neuropeptideo relacionado ao gene da calcitonina
(CGRP) (YPEY et al., 1988). De uma forma geral,
tem sido observado que o CGRP promove modifi-
cacdes no potencial de membrana dos osteoblastos
bem como induz relaxamento da musculatura lisa
vascular, eventos sugestivos de modificagbes na
concentracdo de Ca?* e/ou na permeabilidade dos
canais de K* (RAVESLOOT et al., 1990).

Tendo em vista as modifica¢cbes iGnicas
desencadeadas pela calcitonina, emerge a possibi-
lidade de comprometimento na secre¢do da insu-
lina, uma vez que a ativacdo do processo secretorio
envolve a mudanca do estado elétrico das células
b (BOSCHERO, 1996; ATKINSON; EISENBARTH,
2001). Neste sentido, é sabido que o potencial de
repouso da célula b é principalmente determina-
do pela atividade dos canais de potassio sensiveis
ao ATP (K,..). Quando ha um aumento na con-
centracdo plasmaética de glicose, ocorre elevagao
na captacdo de glicose pela célula b e seu metabo-
lismo € estimulado, aumentando a geragdo de ATP
e, conseqlentemente, a relacdo ATP/ADP, levan-
do ao fechamento de canais sensiveis ao ATP (K )
causando a despolarizacdo da membrana. Isto re-
sulta na ativacdo dos canais de Ca?* sensiveis a
voltagem e na iniciacdo de uma atividade elétrica
ritmica, tipica em bursts. O aumento no influxo de
Ca?" induz liberacdo adicional de Ca* aumentan-
do a secrecéo de insulina (PANTEN et al., 1989).

Dentre os tecidos alvo da insulina, as fi-
bras musculares merecem destaque, pois nestas, a
regulacdo dos processos de captacdo e metabolis-
mo da glicose é influenciada pela atividade meta-
bdlica tecidual, pela atividade contrétil das fibras e
pela insulina, hormoénio que promove translocagéo
de transportadores de glicose tipo 4 (GLUT4) de
reservatorios citosélicos para a membrana favore-
cendo a elevacdo na captacdo de glicose, sua
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metabolizacdo, captacdo ou formacdo de reserva-
torios de glicogénio, eventos que estdo diretamente
relacionados com a capacidade aerdbia ou de
“endurance” do organismo, de forma que, quando
reduzidas as reservas energéticas ha comprometi-
mento na eficiéncia do trabalho muscular
(IHLEMANN et al., 1999).

Tem sido observado, na musculatura
esquelética, que a estimulagao elétrica ativa as vias
citos@licas ligadas a sinalizacdo da insulina, de-
sencadeando elevacdo na populagdo de GLUT 4,
aumento na atividade das enzimas responsaveis
pela fosforilacdo e oxidacédo da glicose bem como
ativacdo das vias responsaveis pela sintese de
glicogénio (ETGEN et al., 1993; WILKES; BONEN,
2000). Neste sentido, recentemente demonstramos
os beneficios da estimulagéo elétrica em musculos
normais e desnervados sendo observada uma ex-
pressiva melhora no perfil metabdlico (FORTI et
al., 2001; CANCELLIERO et al., 2003), reducdo na
fibrose, fatos mantenedores de uma integridade
parcial das fibras e que pode favorecer a
reinervacdo (POLACOW et al., 1999).

Tendo em vista que muitas intervengdes
dos fisioterapeutas buscam melhorar as condicdes
homeostaticas da musculatura esquelética e pau-
tado na acdo da calcitonina enquanto agente que
compromete a secrecdo e a agdo da insulina, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a dindmica de
efluxo do radiois6topo #Rb em ilhotas isoladas de
ratos, a secrecao de insulina e as reservas muscu-
lares de glicogénio na presenca de calcitonina e/
ou estimulacéo elétrica neuromuscular.

Material e Métodos

Foram utilizados ratos machos, Wistar,
procedentes do biotério da UNIMEP, Piracicaba,
SP, os quais receberam &gua e alimentacdo “ad
libitum” sendo submetidos a ciclo fotoperiddico
12h (claro/escuro) e temperatura controlada
(23°C+2°C). Os animais foram adaptados as condi-
¢cOes do biotério durante o periodo de 2 semanas
sendo posteriormente divididos em 4 grupos ex-
perimentais (n=6), sendo: Controle; Tratado com
calcitonina; Tratado com estimulacgdo elétrica; Tra-
tado com calcitonina e estimulacéo elétrica.

Os parametros utilizados no tratamento
com estimulacdo elétrica constaram-se de pulso
guadratico bifasico, frequéncia de 10 Hz, largura

de pulso de 0,3 ms, sendo cada sessdo de 20 mi-
nutos diario, durante 10 dias. A intensidade da
corrente foi padronizada inicialmente em 5.0
miliampéres (mA)o, persistindo a mesma para to-
dos os animais. A cada 5 minutos foi aplicado um
acréscimo de 1.0 mA a corrente. Os eletrodos de
superficie apresentavam uma area de 1cm2.

O tratamento com calcitonina consistiu da
administracdo da droga na concentracdo de 1U/
kg/ip. Para coleta de amostras, os ratos foram
anestesiados com pentobarbital sodico (40 mg/kg,
I.p) e o sangue coletado da veia renal, sendo
centrifugado e o plasma isolado. Amostras do fi-
gado e dos musculos s6leo e gastrocnémio foram
retiradas para avaliacdo do contetdo de glicogénio
segundo Lo Siu et al. (1970).

Para realizar o teste de tolerancia a glicose,
via intravenosa, os ratos foram anestesiados e cons-
tatada a auséncia do reflexo de retirada da pata ao
pincamento, indicativo de sensacdo dolorosa. Foi
realizada uma incisdo na porcdo interna da coxa,
localizada a veia femural, para injetar glicose (1g/
kg peso) ou para coletar amostras de sangue para
determinacdo da concentracdo plasmaética de
glicose e de &cidos graxos livres através de kit de
aplicacdo laboratorial da Sigma Diagnosticos".

No isolamento das ilhotas utilizou-se a
técnica da colagenase segundo Boschero et al.
(1980). Para a marcacdo, as ilhotas foram incuba-
das com o radioisétopo %Rb durante 30 minutos
sendo posteriormente transferidas para um siste-
ma de perfusdo impelido por bomba peristaltica.
O tempo de perfusao totalizou 80 min, sendo que
0s primeiros 20 minutos referem-se ao periodo de
adaptacéo das ilhotas ao sistema perfusor. A cole-
ta das amostras ocorreu em intervalos regulares
de dois minutos e a radioatividade de cada frasco
foi avaliada em contador de radiacdo beta Beckman
usando-se para isso o efeito Cerenkov. Os resulta-
dos foram expressos em termos da taxa fracional
de efluxo do ®Rb (%/min). A variagdo do efluxo
de ®Rb foi avaliada calculando-se para cada expe-
rimento a diferenca entre valores registrados apds
a alteracao da condicdo experimental (40° min), e
os valores esperados, calculados pela extrapolacao
da curva exponencial dos valores obtidos antes
do procedimento experimental (32° e 40° min),
como descrito por Boschero e Malaisse (1979). A
significancia estatistica foi avaliada pela aplicacao
de teste “t” de Student admitindo-se como signifi-
cativos os valores de p<0,05. Os resultados estdo
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expressos como médias e seus respectivos erros
padroes.

Nos demais experimentos utilizou-se ané-
lise de variancia seguido do teste de Tukey, com
significancia de 5%.

Resultados

Inicialmente foi avaliada, em ilhotas de
Langerhans isoladas de ratos, a acdo da calcitonina
de salmao sobre a dindmica do efluxo do %Rb. A
Figura 1 mostra o efluxo fracional do 8Rb em ilhotas
perfundidas na presenca de glicose 5,6 mM duran-
te 60 minutos onde observa-se que o efluxo mé-
dio foi de 2.26 + 0.02 %/min. Por outro lado, na
mesma figura pode-se observar que a adi¢do de
calcitonina (10ng/ml) no 40° minuto da perfuséo
induziu elevacdo de 39% no efluxo que passou de
2.28 £ 0.02 %/min para 3.18 = 0.1 %/min. Por sua
vez, na presenca de calcitonina (100ng/ml) a ele-
vacdo do efluxo do ®Rb foi maior atingindo valo-
res 80% passando de 2.21 + 0.04 %/min para 3.98
+ 0.1%/ min. Estes resultados demonstram que a
calcitonina promove a abertura dos canais de K*,
com acao dose dependente.

Tendo em vista que modificacdes na
permeabilidade ao K* alteram a dinédmica da se-
crecao de insulina, avaliou-se a resposta secretoria
apos uma sobrecarga de glicose (1g/kg de peso).
Na Figura 2, observa-se a concentracdo plasmatica
de glicose do grupo controle e do grupo tratado
com calcitonina ap6s o GTT. Pode-se observar que
0 grupo tratado apresentou elevadas concentra-
¢cdes nos periodos poés-sobrecarga representado
pela &rea da curva de GTT de 9.327 mg/60 min no
grupo controle versus 17.665 mg/60 min no grupo
tratado, fato que corrobora com o comprometi-
mento na secrec¢do de insulina jA demonstrado pela
elevagdo no efluxo do %*Rb. Para reiterar as altera-
¢Oes na insulinemia, a Figura 3 mostra que a con-
centracdo plasmatica de insulina foi reduzida em
26.5% (2.11 + 0.04 ng/ml para 1.55 + 0.04 ng/ml),
indicativo do estado pré-diabético desencadeado
pela calcitonina.

Com relagdo ao conteddo muscular de
glicogénio, observa-se que houve uma expressiva
diminuicdo destas reservas na presenca da
calcitonina, atingindo 49% no musculo séleo, 56%
na porcdo branca e 53% na porcdo vermelha do
musculo gastrocnémio (Figuras 4 e 5). Tendo em

vista que a formacao destas reservas esta direta-
mente relacionada com a sensibilidade tecidual a
insulina, é sugestivo o fato do tratamento ter indu-
zido resisténcia tecidual e/ou redugéo nas vias do
metabolismo de carboidratos.

A avaliacdo das reservas de glicogénio em
musculos submetidos a estimulacédo elétrica mos-
trou que h& elevacdo no conteddo muscular de
glicogénio representado por reservas 34% maiores
no musculo séleo (Figura 4), bem como na por-
cao branca (34%) e vermelha (18%) do mdusculo
gastrocnémio (Figura 5).

Uma vez constatada as alteracdes
desencadeadas pela calcitonina e firmados nos
beneficios inerentes a estimulacao elétrica, avaliou-
se a associagdo das terapias e pode-se verificar
nas Figuras 4 e 5 que, na presenca da calcitonina,
os eventos desencadeados pela eletroestimulacéo
ndo se manifestaram, visto o reduzido conteudo
muscular de glicogénio representado por reservas
57% menores no musculo soleo controle, 44% na
porcdo branca e 53 % na porcdo vermelha do
musculo gastrocnémio.

Tal fato sugere que as vias ativadas pela
estimulacéo elétrica ficam comprometidas pelo tra-
tamento com calcitonina.

Discussao

No intuito de pontuar os possiveis sitios
de acdo da calcitonina, avaliou-se inicialmente a
concentracdo plasmaética de insulina e pode-se
observar que ha uma significativa reducéo na pre-
senca de calcitonina refletindo alterages no pro-
cesso secretério, fato que nos conduziu a aplicar
uma metodologia de anélise através da avaliacdo
da dinamica de efluxo do %Rb (radiois6topo
substitutivo do K*). Neste sentido, os resultados
demonstram que a calcitonina promoveu eleva-
¢do no efluxo do ®Rb em ilhotas isoladas, promo-
vendo a hiperpolariza¢ao da célula 8 e consequen-
temente a reducdo na insulinemia. Tal elevacdo na
conduténcia ao K* também foi observada em
osteoblastos por Kawase e Burnds (1998).

Na década de 80 diferentes estudos avali-
aram a administracdo intracerebroventricular de
calcitonina de salméo e verificaram alteracdes na
secrecdo de insulina estimulada pela glicose. Ha
tempo tem-se verificado que o hipotalamo
ventromedial e o hipotalamo lateral, através de
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atividade vagal, participam da regulacédo dos pro-
cessos de secrecdo de insulina, assim, a calcitonina
modificando o fluxo iénico local pode estar com-
prometendo a homeostasia destes grupos neuronais
e indiretamente modificando a dindmica secretoria.
E importante salientar que as a¢des da calcitonina
sdo multifatoriais representadas por uma resposta
indireta desencadeada no S.N.C e por uma acéo
direta sobre a dindmica de canais ibnicos das llhotas
de Langerhans (GREELEY et al., 1989).

Ao observar elevagdo no efluxo fracional
do %Rb verifica-se uma relacdo dose dependente,
de carater inibitdrio, porém, nao se descarta a pos-
sibilidade de haver um efeito causado por altera-
¢cdes na calcemia citosélica tecidual como sugeri-
do por Passariello et al. (1981).

Tendo em vista as alteragdes no processo
secretorio, as respostas deflagradas apos a sobre-
carga de glicose demonstra que o grupo tratado
com calcitonina apresentou elevadas concentragdes
glicémicas representadas por diminuicdo no coefi-
ciente de utilizacdo de glicose, sugerindo que o0s
tecidos possam ter se tornado resistentes. Neste
sentido, este estudo corrobora com as observa-
cOes de estados pré-diabéticos descritas em hu-
manos que receberam infusdo de calcitonina de
salmdo (PETRALITO et al., 1979).

As alteragdes na insulinemia sugeriram a
hipotese de altera¢cdes nas dindmicas das reservas
de glicogénio, ratificada pela anélise do contetudo
muscular, onde se observou uma reducdo nas re-
servas, corroborando com as observacdes de
Beaumont et al.(1994) sugerindo que a calcitonina
compromete o metabolismo muscular de
carboidratos.

Um evento que conhecidamente melhora
a dindmica de captacao e metabolismo da glicose €
a elevacdo na atividade contratil das fibras muscu-
lares que aumentam a captacdo de substratos
energéticos e a atividade das vias metabolicas celu-
lares (RYDER et al., 1999; da SILVA; GUIRRO, 1999;
WILKES; BONEN, 2000), fato comprovado pelos
resultados, uma vez que o grupo submetido somente
a estimulacdo elétrica apresentou maiores reservas
de glicogénio do que o grupo controle.

Consideracoes Finais

Os efeitos da eletroestimulacdo foram
comprometidos pelas alteracbes teciduais

deflagradas pelo tratamento com calcitonina, uma
vez que esta hiperpolariza a célula b inibindo a
secrecdo de insulina e promove alteracdes na
homeostasia energética das fibras musculares oca-
sionando reducdo no metabolismo dos
carboidratos. Assim, sugere-se que pacientes sub-
metidos a tratamento com calcitonina merecem uma
intervencdo diferenciada devido as alteracdes me-
tabdlicas deflagradas quando submetidos a pro-
gramas de estimulacéo elétrica.
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Calcitonina inibe os efeitos benéficos da estimulagao elétrica no musculo esquelético
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Figura 1 — Efluxo fracional do 2Rb (®*Rb/min) de ilhotas de Langerhans isoladas de
ratos.A calcitonina esteve presente no meio perfusor do 40° ao 60° minuto da
perfusdo. Os valores correspondem a média de 2 minutos de coleta.
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Figura 2 — Concentrac&o plasmatica de glicose apés sobrecarga (1g/kg) em ratos
controle e tratados com calcitonina. Os valores correspondem a média + epm, n=6.
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Figura 3 — Concentracgéo plasmatica de insulina (ng/ml) de ratos controle e tratados
com calcitonina. Os valores correspondem a media + epm, n=6.*p<0,05.
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Figura 4 — Concentracao de glicogénio (mg/100mg) do musculo séleo de ratos dos
grupos: Controle (C); Calcitonina (Calcit.); Controle + Estimulacéo elétrica (C+EE) e
Calcitonina + Estimulacéo elétrica (Calcit. + EE). Os valores correspondem a media +
epm, n=6.* em relacdo ao Controle;# em relacdo ao Eletroestimulado.
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Calcitonina inibe os efeitos benéficos da estimulagao elétrica no musculo esquelético
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Figura 5 - Concentracgédo de glicogénio (mg/100mg) dos musculos Gastrocnémios
porcdo branca (GB) e vermelha (GV) de ratos dos grupos: Controle (C); Calcitonina
(Calcit.); Controle + Estimulacao elétrica (C+EE) e Calcitonina + Estimulacao elétrica
(Calcit. + EE). Os valores correspondem a media £ epm, n=6.* em relagdo ao Controle
# em relagdo ao Eletroestimulado.
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