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RESUMO 

 

Estudos de nosso laboratório demonstraram uma aumentada responsividade 

hepática à substratos gliconeogênicos durante a hipoglicemia induzida por insulina 

(HII) em ratos adultos. No presente trabalho expandiu-se estes estudos para ratos 

desmamados. Para alcançar este propósito, comparou-se ratos machos Wistar 

recém desmamado, com 12 horas de privação alimentar que receberam insulina 

(Grupo HII) ou salina (Grupo Controle). A glicemia foi avaliada 30 minutos após a 

injeção de insulina ou salina em todos os animais. Além disso, realizou-se 

experimentos de perfusão de fígado “in situ” empregando concentrações saturantes 

de L-alanina (5 mM), L-glutamina (10 mM), L-lactato (2 mM) e glicerol (2 mM) ou a 

infusão combinada destas substâncias objetivando avaliar a produção de glicose. 

Em parte dos experimentos determinou-se a produção hepática de L-lactato e 

piruvato. Demonstrou-se que a HII aumenta a capacidade hepática de produção de 

glicose a partir de glutamina. Porém, o mesmo efeito não ocorre para a L-alanina, 

glicerol e L-lactato. Assim, verificou-se em ratos desmamados que a maior 

responsividade hepática à L-glutamina, mas não ao L-lactato e L-alanina podem ser 

atribuídas a uma imaturidade dos sistemas enzimáticos da gliconeogênese, 

particularmente em relação à enzima piruvato carboxiquinase. Desta forma, 

podemos concluir que a L-glutamina poderia ser um importante substrato 

gliconeogênico na promoção da recuperação da glicemia em ratos desmamados 

hipglicêmicos. 

 

Palavras-chave: Hipoglicemia, Gliconeogênese, Desmame, Insulina, L-glutamina. 

 

 



ABSTRACT 

 

Previous studies from our laboratory have demonstrated an increased hepatic 

responsiveness to gluconeogenic substrates during insulin induced hypoglycemia 

(IIH) in adult rats. In this work, we expanded these studies to weaned rats. For this 

purpose, 12 h food deprived male Wistar rats which received insulin (IIH group) or 

saline (Control group) were compared. Glycemia was measured 30 min after insulin 

or saline injection in all animals. Moreover, liver perfusion experiments with saturating 

concentrations of L-alanine (5 mM), L-glutamine (10 mM), L-lactate (2 mM) and 

glycerol (2 mM) or combined infusion of these glucose precursors were done to 

measure hepatic glucose production. In part of the experiments hepatic production of 

L-lactate and pyruvate were determined. The results demonstrated that IIH increased 

the hepatic capacity to produce glucose from L-glutamine. The study also shown that 

the same effect did not occur to L-alanine, glycerol and L-lactate. Thus, we can 

conclude that the greater hepatic responsiveness to L-glutamine, but not to L-lactate 

and L-alanine could be attributed to an immaturity of enzymatic systems of hepatic 

gluconeogenesis in weaned rats, particularly with respect to pyruvate 

carboxyquinase enzyme. Therefore, we can conclude that L-glutamine could be an 

important gluconeogenic substrate to promote glucose recovery in weaned rats 

hypoglicemic. 

 

Keywords: Hypoglicemia, Gluconeogenesis, Insulin, weaned rats, L-glutamine. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 O diabetes mellitus (DM) tipo 1  é predominante em crianças e adolescentes 

com o pico de surgimento entre 10 e 14 anos (GOMES, 2003). Esta forma da 

doença resulta da destruição das células ß pancreáticas, mediada por resposta auto-

imune, e geralmente leva à deficiência absoluta de insulina (ATKINSON; 

MACLAREN, 1994; GOMES, 2003). A hiperglicemia, o principal efeito do déficit 

absoluto de insulina, é o fator preponderante do desencadeamento das 

complicações crônicas como a nefropatia, retinopatia e neuropatia (KOWLURU et 

al., 2004; KASTENBAUER et al., 2004). 

 A prevenção das complicações crônicas é extremamente importante para 

melhorar a qualidade de vida dos pacientes com diabetes (GERICH, 2005). Para 

isto, estudos como o do “Diabetes Control and Complications Trial”, publicado em 

1993 (DCCT, 1993), demonstraram a necessidade de um controle glicêmico estrito, 

através de uma insulinoterapia intensiva, em reduzir o surgimento e a progressão 

das complicações microvasculares. Apesar da intensificação da insulinoterapia 

diminuir a incidência das complicações crônicas do DM, o mesmo estudo, observou 

a ocorrência de um maior risco de HII. Assim, a HII constitui o principal obstáculo 

para a implementação da terapia insulínica intensiva (McNAY; SHERWIN, 2004). 

 Embora, Wysocki et al. (2003) não associem hipoglicemia severa à redução 

das funções cognitivas no DM tipo 1, a maioria dos estudos apontam para uma forte 

correlação entre HII e déficit cognitivo em crianças (ROVET;  EHRLICH, 1999; 

WARREN; FRIER, 2005). Além disso, estudos empregando ratos recém-nascidos 



também têm demonstrado que a hipoglicemia acarreta diminuição do peso, 

celularidade e conteúdo protéico cerebral (CHASE et al., 1973). Dentro deste 

mesmo contexto, Yamada, Rensing e Thio (2005) verificaram que episódios 

recorrentes de hipoglicemia ocasionava morte neuronal em ratos com idade entre 21 

e 25 dias.  

Muitos estudos sugerem que o risco de déficit cognitivo promovido por HII 

encontra-se fortemente associado à duração, intensidade e freqüência de episódios 

hipoglicêmicos (DESROCHER; ROVET, 2004; WARREN; FRIER, 2005). Além disso, 

estudos clínicos demonstram que o déficit cognitivo está mais presente em crianças, 

pois estas são mais susceptíveis à hipoglicemia, principalmente se fazem uso 

intensivo de insulina (HERSHEY et al., 1999; WAGNER; GRABERT; HOLL, 2005;).  

A hipoglicemia se desenvolve quando a taxa de glicose que entra na 

circulação sistêmica está relativamente reduzida comparada à captação de glicose 

pelos tecidos. Sob condições fisiológicas, a hipoglicemia é corrigida por uma 

combinação de complexos mecanismos de defesa denominados de 

glicorreguladores que envolvem mecanismos auto-reguladores, neurais e hormonais 

(DAVIS; ALONSO, 2004).  

 

1.1 Fisiologia e Fisiopatologia da resposta contrarregulatória 

 

 A redução da glicemia faz com que o organismo, ative uma resposta 

contrarreguladora na qual está envolvida redução da secreção de insulina e 

aumento na secreção de glucagon, epinefrina, hormônio do crescimento e cortisol 

(DAVIS; ALONSO, 2004). 



 A liberação dos hormônios envolvidos na resposta contrarregulatória é 

extremamente importante, pois são capazes de aumentar a gliconeogênese e a 

glicogenólise. De acordo com Hume et al. (2005) a produção hepática de glicose 

através da glicogenólise e gliconeogênese é essencial para a normalização da 

glicemia. 

 O glucagon é o primeiro e o mais importante hormônio contrarregulador a 

atuar no fígado, e o limiar glicêmico para a intensificação de sua liberação situa-se 

entre 65 e 70 mg/dL (SCHWARTZ et al., 1987; MITRAKOU et al., 1991). Seus 

principais efeitos são a intensificação da glicogenólise e gliconeogênese, que são 

mediados pela ativação de enzimas-chave destas vias (BUSSEY et al., 1985; 

JITRAPAKDEE; WALLACE, 1999). 

A epinefrina possui limiar glicêmico e efeito no metabolismo hepático 

qualitativamente semelhante ao do glucagon (CHU et al., 1996; SACCÀ et al., 1983; 

DAVIS; ALONSO, 2004). Além disso, as catecolaminas (epinefrina e norepinefrina) 

também são capazes de estimular a lipólise, inibir a captação muscular de glicose e 

provocar sintomas adrenérgicos como palpitações e tremores (HEPBURN et al., 

1991). 

 As funções do glucagon e epinefrina descritas anteriormente ocorrem em 

indivíduos saudáveis, entretanto, o mesmo não acontece no DM tipo 1, o que o torna 

mais susceptível às hipoglicemias. A falta de elevação do glucagon durante esta 

condição pode ser devido à deficiência de insulina, e a atenuada liberação de 

adrenalina é decorrente do ciclo vicioso de hipoglicemias recorrentes que se instala 

devido ao defeito na contrarregulação; o que leva ao esgotamento das reservas 

adrenais (RYAN, 2004). Desta forma, quando estes indivíduos estão expostos à 

insulina exógena, se ocorrer queda na glicemia, poderá haver deficiência na 



elevação compensatória da secreção de glucagon (WHITE et al., 1983) e epinefrina 

(CRYER, 2002; DAVIS; ALONSO, 2004) o que pode levar ao desenvolvimento de 

hipoglicemia despercebida. 

 Outros hormônios envolvidos na resposta contrarregulatória com 

participações mais tardias são o cortisol e o hormônio do crescimento, sendo a ação 

de ambos favorecer a lipólise e a gliconeogênese. O cortisol também é capaz de 

estimular a proteólise (JITRAPAKDEE; WALLACE, 1999; CYNOBER, 2002) e 

favorecer a ação do glucagon na glicogenólise (EXTON et al. 1972) e na 

gliconeogênese (MOKUDA; SAKAMOTO, 1997). 

 Através do exposto, verifica-se que em situações de hipoglicemia, o 

organismo lança mão de um mecanismo glicorregulador capaz de aumentar a 

capacidade hepática de produção de glicose. Além disso, controlar a glicemia é 

importante, já que hipoglicemias recorrentes reduzem a efetividade da resposta 

contrarregulatória e favorecem o aparecimento de déficit cognitivo. 

 

1.2 – Recuperação da HII 

  

Após a primeira descrição de reversão do coma hipoglicêmico com 

aminoácidos (KEMALI et al., 1967), estudos em animais experimentais, voluntários 

saudáveis e pacientes com DM tem mostrado a possibilidade do uso de novas 

substâncias no tratamento da HII. Por exemplo, os trabalhos de Wiethop e Cryer 

(1993) e Evans et al. (2004), demonstraram que a administração de L-alanina via 

oral (Wiethop; Cryer, 1993) ou por infusão endovenosa (EVANS et al., 2004) pode 

auxiliar na recuperação da HII.  



Dentro deste contexto, nosso laboratório vem investigando mecanismos de 

recuperação da glicemia durante a HII em ratos adultos desde 1992 (SOUZA et al., 

1994a, 1994b, 1995, 2001). O modelo de HII foi estabelecido através da 

administração intraperitonial de 1U/Kg de insulina regular. Este modelo faz com que 

o fígado de ratos HII encontre-se sobre a influência simultânea de insulina exógena 

e contrarreguladores endógenos. A insulina é um hormônio que suprime a produção 

hepática de glicose através da inibição da glicogenólise (IKEZAWA et al., 2001) e 

gliconeogênese (KOOPMANS et al., 1998) enquanto os hormônios 

contrarreguladores possuem efeitos opostos.  

Diante destes fatos, Borba-Murad et al. (1999) demonstraram que apesar da 

hiperinsulinemia, a capacidade hepática de produção de glicose a partir de L-alanina 

e L-glutamina aumentava durante a HII. Ainda nesta mesma linha de pesquisa, 

Souza et al., (2001) observaram que a administração combinada de precursores de 

glicose era mais eficiente que a glicose na recuperação da glicemia. Além disso, em 

estudo recente, Galende (2005) verificou que a administração intraperitonial de 

glicose 30 minutos após a administração de insulina, inibe a produção hepática de 

glicose.  

Os estudos desenvolvidos em nosso laboratório descritos anteriormente 

sugerem que a intensificação da gliconeogênese hepática possui papel crucial na 

recuperação da HII. Entretanto todos os dados foram obtidos empregando ratos 

Wistar adultos pesando entre 180 e 220 g e com uma média de idade entre 50 e 55 

dias. Em face do exposto e considerando que em nossa espécie, quanto mais jovem 

o individuo maior é a propensão à HII, decidimos investigar em ratos recém 

desmamados, com idade média de 21 dias, a participação da produção hepática de 

glicose no processo de contrarregulação glicêmica. 



2 OBJETIVO 

 

 Avaliar a responsividade hepática a substratos neoglicogênicos durante 

hipoglicemia induzida por insulina (HII) em ratos recém desmamados, através da 

utilização de precursores como L-alanina, L-glutamina, glicerol e L-lactato. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 MATERIAIS E MÉTODOS 

     

3.1. Animais e tratamento 

 

 Utilizou-se ratos machos da linhagem Wistar recém-desmamados (Figura 1), 

pesando 45-60 g, que recebiam água e ração balanceada (Nuvilab®) ad libitum. No 

dia anterior ao experimento o alimento era retirado às 18:30 (início do jejum) e no dia 

seguinte às 6:30 iniciava-se os procedimentos experimentais em um momento em 

que os animais estavam com 12 horas de jejum. 

  

 

FIGURA 1 – Ratos Wistar recém-desmamados pesando entre 45 e 60 g (acima), e rato Wistar adulto pesando 

entre 180 e 220 g (abaixo). 

 



3.2. Drogas e reagentes 

 

Insulina humana regular (Novolin® R) foi adquirida do laboratório Novo 

Nordisk. Os substratos gliconeogênicos e os demais reagentes foram procedentes 

da Sigma Chemical Company, Merck, Labsynth e ICN Biomedicals. 

 

3.3. Indução da hipoglicemia induzida por insulina (HII) 

  

 Nestes experimentos, o modelo de HII estabelecido em nosso laboratório 

(SOUZA et al., 1994a, 1994b, 1996) foi utilizado. A HII foi obtida através de injeção 

intraperitonial (ip) de insulina regular (1U/kg) em ratos (jejum de 12 horas). Os 

animais foram submetidos à perfusão de fígado in situ ou decapitados para a coleta 

de sangue, 30 minutos da injeção de insulina (grupo HII) ou salina (grupo controle),  

 Os experimentos foram iniciados 30 minutos após a administração de insulina 

ou salina, pois neste momento os animais do grupo (HII) encontravam-se 

hipoglicêmicos e hiperinsulinêmicos. 

 

3.4 Coleta de sangue 

 

 Para avaliação da concentração sérica de glicose, L-glutamina e insulina, os 

ratos foram decapitados 30 minutos após a administração de insulina (grupo HII) ou 

salina (grupo controle) e o sangue coletado. Além disso, nos experimentos de 

perfusão de fígado o sangue foi retirado da veia cava inferior antes de se iniciar este 

procedimento, para avaliar a glicemia visando comprovar se os animais do grupo HII 

encontravam-se hipoglicêmicos no momento do experimento. 



3.5. Sistema de perfusão do fígado “in situ” 

 

O sistema de perfusão do fígado (Figura 2) é composto por reservatórios 

para o líquido de perfusão, uma bomba peristáltica e um oxigenador de membrana, 

acoplados a um banho-maria com bomba de circulação externa de água aquecida e 

um cilindro com mistura carbogênica (O2/CO2=95/5%).  

O oxigenador de membrana é formado por um cilindro duplo de alumínio, ao 

redor do qual estão enrolados tubos de borracha de silicone com parede de 0,25 mm 

de espessura, diâmetro interno de 2 mm e comprimento total de 15 metros. A 

câmara interna do cilindro de alumínio é termostatizada pelo banho-maria, por meio 

da bomba de circulação externa de água aquecida a 42ºC. Esta temperatura permite 

que o líquido de perfusão quando atinge a cânula inserida na veia porta, esteja com 

uma temperatura de 37ºC. O cilindro de alumínio está isolado do ambiente por uma 

cobertura cilíndrica de acrílico, mantendo-se no seu interior uma atmosfera de O2 e 

CO2, nas proporções de 95:5. O sistema ainda contém um dispositivo que impede a 

entrada de bolhas de ar no fígado (capta-bolhas). 

O líquido de perfusão é impulsionado pela bomba peristáltica em direção ao 

oxigenador. Neste local se processam as trocas gasosas. O O2 e o CO2 contidos na 

atmosfera carbogênica (95%O2 / 5% CO2), por troca passiva, passam para o líquido 

de perfusão que circula no interior dos tubos de borracha silicone. A fina espessura 

da parede destes tubos, seu pequeno diâmetro e o seu comprimento total (grande 

área de secção transversa) favorecem as trocas. Com os fluxos normalmente 

utilizados (nunca acima de 10 mL por minuto), o tempo de permanência do líquido 

no oxigenador de membrana é de aproximadamente 7 minutos. Desse modo, o 



líquido por troca passiva é saturado com oxigênio. Vale ressaltar, que a entrada de 

CO2 no líquido de perfusão diminui o seu pH inicial de 7,6 para 7,4.  

O líquido de perfusão quando chega à cânula inserida na veia porta, está 

oxigenado, aquecido a 37
oC e com um  pH 7,4. 

 

3.5.1. O líquido de perfusão 

 

O líquido de perfusão utilizado foi o tampão Krebs/Henseleit-bicarbonato 

(KH) (KREBS; HENSELEIT, 1932 apud KELMER-BRACHT, 1993), que contém a 

seguinte composição: NaCl, 115 mM; NaHCO3, 25 mM; KCl, 5,8 mM; Na2SO4, 1,2 

mM; MgCl2, 1,18 mM; NaH2PO4, 1,2 mM e CaCl2, 2,5 mM.  

Precursores gliconeogênicos, quando utilizados, foram dissolvidos no líquido 

de perfusão nas seguintes concentrações: L-alanina (5 mM), L-glutamina (10 mM), 

L-alactato (2 mM) e glicerol (2 mM) combinados ou isolados. 

 

 

FIGURA 2 - Vista parcial do sistema de perfusão do fígado. 



3.5.2. A perfusão do fígado “in situ” 

 

Decorridos 30 minutos da administração de insulina (grupo HII) ou salina 

(grupo controle), os animais foram anestesiados com injeção ip de tiopental sódico 

(40mg/Kg) e fixados em mesa cirúrgica. O abdômen foi aberto até a altura do 

diafragma por uma incisão longitudinal central e duas incisões laterais, com 

exposição do fígado e dos demais órgãos. Ligaduras frouxas foram colocadas ao 

redor da veia cava inferior, logo acima da veia renal direita, e ao redor da veia porta 

(Figura 3). Após a coleta de amostra de sangue da veia cava inferior em porção 

infra-hepática, para constatação do estado hipoglicêmico no grupo HII, a veia porta 

foi canulada (Figura 3) sob baixo fluxo, (cerca de 6 mL/minuto) e, imediatamente 

após a canulação foi realizada uma pequena secção na veia cava inferior, porção 

infra-hepática, para que ocorresse completo dessangramento deste órgão. Esta 

incisão dá vazão ao líquido extra que é bombeado para o sistema circulatório, 

evitando o aumento excessivo da pressão, que poderia causar inchaço do órgão. 

Em seguida, o fluxo foi elevado para garantir a oxigenação hepática, e a ligadura em 

torno da veia porta foi amarrada para fixação da cânula. O tórax foi aberto, e a veia 

cava superior, acima do diafragma, foi ocluída para desviar o líquido para a veia 

cava inferior, abaixo do fígado. Posteriormente, a veia cava inferior (porção infra-

hepática) foi canulada para a coleta do líquido efluente (perfusado) que deixa o 

fígado através da veia hepática. Finalmente, o fluxo foi ajustado para valores que 

permitem a oxigenação adequada (cerca de 4 mL.min-1 x g
-1 de fígado). Este fluxo 

está muito acima dos valores fisiológicos (cerca de 0,15 mL.min-1 x g
-1) e visa 

compensar a ausência de eritrócitos no líquido de perfusão. 

 



 

FIGURA 3 – Posições das ligaduras utilizadas para fixação das cânulas, no momento do início dos experimentos 

de perfusão. As cânulas foram inseridas na veia porta (a) e na veia cava inferior (b). 

 

A perfusão foi, portanto, realizada em sistema aberto (não-recirculante), 

sendo o direcionamento do fluxo no sentido do hepatócito periportal para o 

hepatócito perivenoso (perfusão monovascular anterógrada). 

Após os 20 minutos iniciais de perfusão, para adaptação do fígado às novas 

condições, amostras do perfusado foram coletadas em intervalos de 5 minutos para 

a determinação de parâmetros bioquímicos. Durante este período a perfusão do 

fígado foi realizada do seguinte modo: 10 minutos com o tampão KH e 30 minutos 

com o tampão KH mais o substrato gliconeogênico.  

Ao final do experimento o fígado foi retirado e pesado para que as 

produções de glicose, L-lactato e piruvato, por grama de fígado (µmol / min x g), 

fossem quantificadas. A expressão dos resultados em relação ao peso do órgão 

permite compar experimentos onde empregaram-se fígados de diferentes pesos. 

a 

b 

Ligadura  

veia porta 

Ligadura  

veia cava 



3.6 Determinações Bioquímicas 

 

3.6.1. Dosagem de glicose no perfusado e no soro  

 

Empregou-se o método da glicose oxidase (BERGMEYER; BERNT,1974), no 

qual a glicose é oxidada enzimaticamente pela glicose-oxidase (GOD) gerando ácido 

glucônico e peróxido de hidrogênio (H2O2). O H2O2, em presença de peroxidase 

(POD), produz ligação oxidativa do fenol com a 4-aminofenazona (4-AF) e dá origem 

a um cromógeno com máxima absorção em 505 nm. Os valores obtidos para o 

perfusado e soro foram expressos respectivamente em µmol / min x g e mg/dL. O 

esquema a seguir resume estas reações: 

 

                                     GOD 

Glicose + O2 + H2O                 ácido glucônico + H2O2 

2 H2O2 + 4-AF + fenol     
POD      4 (p-benzoquinona-monoimino) fenazona + 4 H2O 

 

3.6.2. Dosagem de L-lactato no perfusado 

 

Foi realizada por um método enzimático, segundo a técnica de GUTMAN e 

WAHLEFELD (1974). Neste método, o L-lactato é oxidado a piruvato pelo NAD+ em 

uma reação catalisada pela lactato-desidrogenase (LDH), como segue: 

 

L-(+)-lactato + NAD+        LDH           piruvato + NADH + H+ 

 



A formação de NADH é proporcional à concentração de L-lactato e medida 

em espectrofotometro a 340 nm, e os valores obtidos expressos em µmol/min x g. 

 

3.6.3. Dosagem de piruvato no perfusado 

 

Foi quantificada pelo método de CZOK e LAMPRECHT (1974) no qual o 

piruvato é convertido enzimaticamente a L-lactato, com oxidação de quantidades 

estequiométricas de NADH, em reação catalisada pela LDH, conforme o esquema: 

 

Piruvato + NADH + H+        LDH          L-lactato + NAD
+ 

 

A oxidação de NADH é proporcional à quantidade de piruvato reduzida a L-

lactato e medida espectrofotometricamente a 340 nm. Os valores obtidos foram 

expressos em µmol / min x g.
 

 

3.6.4. Dosagem de L-glutamina no soro 

 

 Utilizou-se o método descrito por Lund (1974) onde a L-glutamina é 

hidrolisada pela glutaminase a L-glutamato, sendo este oxidado pela glutamato-

desidrogenase a 2 α-cetoglutarato pelo NAD+ conforme o esquema: 

 

L-glutamina + H2O      
glutaminase              L-glutamato +NH3 

L-glutamato + H2O +NAD
+    glutamato-desidrogenase         2α-cetoglutarato + NADH + NH4

+ 

  



A formação de NADH é medida espectrofotometricamente a 340 nm. Os valores 

obtidos foram expressos em mM. 

 

3.6.5. Dosagem de insulina no soro 

A insulinemia foi quantificada pelo método radioimunológico (RIE) de 

(DESBUQUOIS; AURBACH, 1971). Trata-se de uma reação de competição entre 

antígeno (insulina fria ou insulina marcada) para ligação a um anticorpo específico. 

Essa reação obedece à lei da ação das massas. Portanto, quanto mais insulina fria 

estiver presente, formar-se-á mais complexo insulina fria-anticorpo, acarretando 

queda na quantidade de complexo insulina marcada-anticorpo. 

 Mantendo-se fixos os volumes de insulina marcada com 125I e anticorpo 

anti-insulina, determinou-se a queda de radiação à medida que aumentava a 

concentração de insulina fria nos tubos de ensaio. A reação de ligação competitiva 

de insulina fria e da marcada pelo anticorpo completou-se em 48 horas de incubação 

a 4ºC. Após esta fase, acrescentou-se solução de polietileno-glicol à qual o 

complexo hormônio-anticorpo fica adsorvido. Através de centrifugação a 2000 rpm 

por 30 minutos e a 4ºC, separou-se o complexo hormônio-anticorpo, a partir do qual  

foi quantificada a emissão de radiação gama da curva padrão e das amostras de 

soro. As insulinemias de ratos foram aferidas nesta curva padrão. A concentração 

sérica de insulina foi expressa em ng/mL de amostra. 

 

3.7. Procedimento estatístico 

 

A produção hepática de glicose, L-lactato e piruvato foram quantificadas 

pelos cálculos das áreas sob a curva (AUCs), expressa em µmol x g
-1, utilizando-se o 



programa GraphPad Prism-versão 4.0. A significância estatística das diferenças das 

AUCs foi avaliada pelo “test t” de Student, empregando-se o mesmo programa. O 

nível de significância de 5% (p<0,05) foi adotado. Todos os valores são 

apresentados como média + desvio padrão (DP).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4. RESULTADOS 

 

4.1 Concentração sérica de glicose, insulina e L-glutamina  

 

Visando caracterizar a condição de HII, avaliou-se 30 minutos após a 

administração de insulina ou salina, a glicemia e a insulinemia. Verificou-se redução 

da glicemia e elevação da insulinemia (Tabela 1). Posteriormente, visando obter 

informações adicionais aos resultados em perfusão de fígado in situ com L-

glutamina, realizou-se a dosagem deste aminoácido no soro, quando verificou-se 

que os valores de L-glutamina foram semelhantes nos dois grupos (Tabela 1). 

 
TABELA 1 – Concentração sanguínea de glicose, insulina e L-glutamina 30 minutos após injeção 
intraperitonial de salina (grupo controle) ou insulina (grupo HII). Os valores representam a média ± 
desvio padrão de 6 experimentos. (* p < 0,05 vs grupo controle).  
 
 Grupo Controle Grupo HII 

Glicose (mg/dL) 103,09 ± 7,09 26,21 ± 6,12 * 

Insulina (ng/mL) 4,05 ± 0,47 35,15 ± 11,69 * 

L-Glutamina (mM) 1,31 ± 0,09 1,27 ± 0,13 

 

4.2 Capacidade gliconeogênica hepática a partir de L-alanina, L-lactato, L-

glutamina, glicerol ou da combinação destes precursores 

 
4.2.1 Produção de glicose, L-lactato e piruvato a partir de L-alanina (5 mM) 

A infusão de L-alanina (Figuras 4A, 5A e 6A) promoveu aumento na produção 

de glicose (AUCC= 4,24 ± 1,06 vs..AUCHII= 5,73 ± 0,99 µmol x g
-1), piruvato (AUCC= 

2,21 ± 0,47 vs. AUCHII= 2,29 ± 0,60 µmol x g
-1) e L-lactato (AUCC= 6,85 ± 1,35 vs. 



AUCHII= 7,54 ± 1,08 µmol x g
-1) nos grupos controle e HII a partir dos valores basais. 

Porém, a intensidade do aumento foi semelhante (Figuras 4B, 5B e 6B).  

 
4.2.2 Produção de glicose e piruvato a partir de L-lactato  (2 mM) 

 A infusão de L-lactato (Figuras 7A e 8A) elevou a produção de glicose 

(AUCC= 12,72 ± 6,21 vs. AUCHII= 12,01 ± 3,75 µmol x g
-1) e piruvato (AUCC= 2,88 ± 

0,82 vs. AUCHII= 2,79 ± 0,90 µmol x g
-1) nos grupos controle e HII a partir dos valores 

basais. Porém, a intensidade do aumento foi semelhante (Figuras 7B e 8B). 

 
4.2.3 Produção de glicose a partir de L-glutamina (10 mM) 

A infusão de L-glutamina (Figura 9A) promoveu aumento na produção de 

glicose nos grupos controle e HII em relação aos valores basais. Porém, este 

aumento foi mais intenso (p<0,05) no grupo HII (Figura 9B) em relação ao grupo 

controle (AUCHII= 6,905 ± 0,90 vs. AUCC= 3,767 ± 0,62 µmol x g
-1).  

 
4.2.4 Produção de glicose a partir de glicerol (2 mM) 

A infusão do glicerol (Figura 10A) elevou a produção de glicose (AUCC= 9,83 

± 3,47 vs. AUCHII= 10,64 ± 3,42 µmol x g
-1) nos grupos controle e HII a partir dos 

valores basais. Porém, a intensidade do aumento foi semelhante (Figura 10B). 

 
4.2.5 Produção de glicose e piruvato a partir de precursores combinados 

A infusão combinada de precursores de glicose (Figuras 11A e 12A) elevou a 

produção de glicose (AUCC=15,73 ± 1,72 vs. AUCHII= 15,63 ± 1,22 µmol x g
1) e 

piruvato (AUCC= 1,72 ± 0,29 vs. AUCHII= 1,72 ± 0,30 µmol x g
-1) a partir dos valores 

basais. Porém, a intensidade do aumento foi semelhante (Figura 11B e 12B). 
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FIGURA 4A – Produção hepática de glicose a partir da infusão de L-alanina. Ratos com 12 horas de 
privação alimentar receberam insulina (Grupo HII) ou salina (Grupo Controle) e 30 minutos depois 
foram submetidos à perfusão de fígado in situ. L-alanina foi infundida no intervalo entre 10 e 40 
minutos. Os resultados representam a média de 6 experimentos. 
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FIGURA 4B – Produção hepática de glicose a partir da infusão de L-alanina. Ratos com 12 horas de 
privação alimentar receberam insulina (Grupo HII) ou salina (Grupo Controle) e 30 minutos depois 
foram submetidos à perfusão de fígado in situ. AUC = área sob a curva. Os resultados representam a 
média ± DP de 6 experimentos.  
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FIGURA 5A – Produção hepática de piruvato a partir da infusão de L-alanina. Ratos com 12 horas de 
privação alimentar receberam insulina (Grupo HII) ou salina (Grupo Controle) e 30 minutos depois 
foram submetidos à perfusão de fígado in situ. L-alanina foi infundida no intervalo entre 10 e 40 
minutos. Os resultados representam a média de 7 experimentos. 
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FIGURA 5B – Produção hepática de piruvato a partir da infusão de L-alanina. Ratos com 12 horas de 
privação alimentar receberam insulina (Grupo HII) ou salina (Grupo Controle) e 30 minutos depois 
foram submetidos à perfusão de fígado in situ. AUC = área sob a curva. Os resultados representam a 
média ± DP de 7 experimentos.  
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FIGURA 6A – Produção hepática de L-lactato a partir da infusão de L-alanina. Ratos com 12 horas de 
privação alimentar receberam insulina (Grupo HII) ou salina (Grupo Controle) e 30 minutos depois 
foram submetidos à perfusão de fígado in situ. L-alanina foi infundida no intervalo entre 10 e 40 
minutos. Os resultados representam a média de 6 experimentos. 
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FIGURA 6B – Produção hepática de L-lactato a partir da infusão de L-alanina 5mM. Ratos com 12 
horas de privação alimentar receberam insulina (Grupo HII) ou salina (Grupo Controle) e 30 minutos 
depois foram submetidos à perfusão de fígado in situ. AUC = área sob a curva. Os resultados 
representam a média ± DP de 6 experimentos. 
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FIGURA 7A – Produção hepática de glicose a partir infusão de L-lactato. Ratos com 12 horas de 
privação alimentar receberam insulina (Grupo HII) ou salina (Grupo Controle) e 30 minutos depois 
foram submetidos à perfusão de fígado in situ. L-lactato foi infundido no intervalo entre 10 e 40 
minutos. Os resultados representam a média de 4 e 5 experimentos para o Grupo Controle e HII 
respectivamente. 
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FIGURA 7B – Produção hepática de glicose a partir da infusão de L-lactato. Ratos com 12 horas de 
privação alimentar receberam insulina (Grupo HII) ou salina (Grupo Controle) e 30 minutos depois 
foram submetidos à perfusão de fígado in situ. AUC = área sob a curva. Os resultados representam a 
média ± DP de 4 e 5 experimentos para o Grupo Controle e HII respectivamente. 
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FIGURA 8A – Produção hepática de piruvato a partir da infusão de L-lactato. Ratos com 12 horas de 
privação alimentar receberam insulina (Grupo HII) ou salina (Grupo Controle) e 30 minutos depois 
foram submetidos à perfusão de fígado in situ. L-lactato foi infundido no intervalo entre 10 e 40 
minutos. Os resultados representam a média de 4 e 5 experimentos para o Grupo Controle e Grupo 
HII respectivamente. 
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FIGURA 8B – Produção hepática de piruvato a partir da infusão de L-lactato. Ratos com 12 horas de 
privação alimentar receberam insulina (Grupo HII) ou salina (Grupo Controle) e 30 minutos depois 
foram submetidos à perfusão de fígado in situ. AUC = área sob a curva. Os resultados representam a 
média ± DP de 4 e 5 experimentos para o Grupo Controle e HII respectivamente. 
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FIGURA 9A – Produção hepática de glicose a partir da infusão de L-glutamina. Ratos com 12 horas 
de privação alimentar receberam insulina (Grupo HII) ou salina (Grupo Controle) e 30 minutos depois 
foram submetidos à perfusão de fígado in situ. L-glutamina 10mM foi infundida no intervalo entre 10 e 
40 minutos. Os resultados representam a média de 4 experimentos. 
 

 

 

Controle HII
0

5

10

15

20

25

30
Controle
HII

*

L-glutamina 10 mM

A
U
C
/ 
P
ro
d
u
çã
o
 d
e 
g
li
co
se

( µµ µµ
m
o
l 
x 
g
-1
)

 
FIGURA 9B – Produção hepática de glicose a partir da infusão de L-glutamina. Ratos com 12 horas 
de privação alimentar receberam insulina (HII) ou salina (Controle) e 30 minutos depois foram 
submetidos à perfusão de fígado in situ. AUC = área sob a curva. Os resultados representam a média 
± DP de 4 experimentos.  
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FIGURA 10A – Produção hepática de glicose a partir infusão de glicerol. Ratos com 12 horas de 
privação alimentar receberam insulina (Grupo HII) ou salina (Grupo Controle) e 30 minutos depois 
foram submetidos à perfusão de fígado in situ. Glicerol foi infundido no intervalo entre 10 e 40 
minutos. Os resultados representam a média de 6 experimentos. 
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FIGURA 10B – Produção hepática de glicose a partir infusão de glicerol. Ratos com 12 horas de 
privação alimentar receberam insulina (Grupo HII) ou salina (Grupo Controle) e 30 minutos depois 
foram submetidos à perfusão de fígado in situ. AUC = área sob a curva. Os resultados representam a 
média ± DP de 6 experimentos. 
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FIGURA 11A – Produção hepática de glicose a partir da infusão combinada de precursores 
neoglicogênicos: L-alanina (5 mM), L-glutamina (10 mM), glicerol (2mM) e L-lactato (2 mM). Ratos 
com 12 horas de privação alimentar receberam insulina (Grupo HII) ou salina (Grupo Controle) e 30 
minutos depois foram submetidos à perfusão de fígado in situ. Os Precursores foram infundidos no 
intervalo entre 10 e 40 minutos. Os resultados representam a média de 5 e 6 experimentos para o 
Grupo Controle e Grupo HII respectivamente. 
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FIGURA 11B – Produção hepática de glicose a partir da infusão combinada de precursores 
gliconeogênicos: L-alanina (5 mM), L-glutamina (10 mM), glicerol (2mM) e L-lactato (2 mM). Ratos 
com 12 horas de privação alimentar receberam insulina (Grupo HII) ou salina (Grupo Controle) e 30 
minutos depois foram submetidos à perfusão de fígado in situ. AUC = área sob a curva. Os resultados 
representam a média ± DP de 5 e 6 experimentos para o Grupo Controle e HII respectivamente. 
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FIGURA 12A – Produção hepática de piruvato a partir da infusão combinada de precursores 
neoglicogênicos: L-alanina (5 mM), L-glutamina (10 mM), glicerol (2mM) e L-lactato (2 mM). Ratos 
com 12 horas de privação alimentar receberam insulina (Grupo HII) ou salina (Grupo Controle) e 30 
minutos depois foram submetidos à perfusão de fígado in situ. Os Precursores foram infundidos no 
intervalo entre 10 e 40 minutos. Os resultados representam a média de 6 experimentos. 
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FIGURA 12B – Produção hepática de piruvato a partir da infusão combinada de precursores 
neoglicogênicos: L-alanina (5 mM), L-glutamina (10 mM), glicerol (2mM) e L-lactato (2 mM). Ratos 
com 12 horas de privação alimentar receberam insulina (Grupo HII) ou salina (Grupo Controle) e 30 
minutos depois foram submetidos à perfusão de fígado in situ. AUC = área sob a curva. Os resultados 
representam a média ± DP de 6 experimentos.  
 

 

 

 

 



5. DISCUSSÃO 

 

Tendo em vista os resultados previamente obtidos em nosso laboratório, com 

o emprego de ratos adultos, descritos na introdução deste trabalho, o presente 

estudo expandiu esta linha de investigação para ratos recém desmamados. 

O intuito de se utilizar ratos desmamados foi o emprego de um modelo 

experimental que simule hipoglicemia e recuperação da glicemia em crianças, que 

são mais susceptíveis à HII (WAGNER; GRABERT; HOLL, 2005).  

A condição dos animais no momento do experimento, foi de hiperinsulinemia/ 

hipoglicemia (Tabela 1) e esta situação foi obtida em função de os experimentos se 

iniciarem 30 minutos após a administração i.p. de uma dose farmacológica de 

insulina, ou seja, 1U/kg, o que permite alcançar uma insulinemia cerca de 8 vezes 

superior aos valores fisiológicos. 

Assim, empregando modelo experimental com as características 

anteriormente descritas realizou-se experimentos de perfusão de fígado “in situ” 

visando avaliar o efeito da HII na gliconeogênese hepática em ratos recém-

desmamados. Os substratos utilizados foram L-alanina (5 mM), L-lactato (2 mM), L-

glutamina (10 mM) e glicerol (2 mM) isolados ou combinados. 

A produção de glicose a partir de L-alanina foi semelhante nos grupos 

Controle e HII (Figura 4). De acordo com estes resultados, verificou-se que o 

catabolismo da L-alanina não se altera durante a HII, pois a produção de piruvato 

(Figura 5) e L-lactato (Figura 6) foram semelhantes nos grupos Controle e HII. 

Resultados semelhantes aos obtidos com L-alanina foram observados com o 

L-lactato, ou seja, não houve diferença significativa na produção hepática de glicose 



entre os grupos Controle e HII (Figura 7). De acordo com estes resultados, verificou-

se que o catabolismo deste substrato gliconeogênico não se altera durante a 

hipoglicemia, pois a produção de piruvato a partir de L-lactato (Figura 8) foi 

semelhante entre os grupos Controle e HII.  

Em concordância com os resultados obtidos com L-alanina e L-lactato, a 

produção de glicose a partir de glicerol em ratos normoglicêmicos (grupo Controle) e 

hipoglicêmicos (grupo HII) também não mostrou diferença significativa (Figura 10). 

Em contraste à L-alanina, L-lactato e glicerol, a produção hepática de glicose 

a partir de L-glutamina foi maior (p<0,05) em fígados provenientes de ratos 

submetidos a HII (Figura 9). 

Neste momento é importante enfatizar que apesar da insulina inibir a 

gliconeogênese (IKEZAWA et al., 2001) e os animais do grupo HII apresentarem-se 

hiperinsulinêmicos (Tabela 1), estes apresentaram capacidade gliconeogênica 

inalterada, com exceção da L-glutamina, para a qual o grupo HII apresentou uma 

produção de glicose mais intensificada (Figura 9). 

Os resultados obtidos devem-se provavelmente ao fato de que a HII 

desencadeia uma resposta contrarreguladora a qual aumenta a gliconeogênese 

hepática (SCHWARTZ et al., 1987; MITRAKOU et al.,1991). Embora tenha sido 

observado em bebês de menos de 3 meses que a hipoglicemia não eleva o 

glucagon, catecolaminas, GH e cortisol sangüíneo (HUME et al., 1999; JACKSON et 

al., 2004; CROFTON; MIDGLEY, 2004). 

Porém, deve se enfatizar que com exceção da L-glutamina, nossos resultados 

empregando ratos recém desmamados contrastam com os resultados obtidos em 

ratos adultos no que se refere ao L-lactato e L-alanina, para os quais havíamos 

observado uma elevação mais intensa da produção da glicose (SOUZA et al., 2001). 



Ainda, comparando a capacidade hepática de produção de glicose de ratos recém 

desmamados em relação a ratos adultos vale ressaltar os dados obtidos por Gazola 

et al. (2007). Os resultados publicados pelos autores, demonstram que a produção 

hepática de glicose em ratos hipoglicêmicos, para os substratos L-alanina 5mM e L-

glutamina 10mM é superior aos encontrados para ratos recém desmamados, sendo 

que para o substrato L-alanina é quase o dobro. 

Os resultados de Souza et al. (2001) e Gazola et al. (2007) quando 

comparados aos obtidos neste trabalho, sugerem que a via gliconeogênica em ratos 

recém desmamados ainda encontra-se em desenvolvimento, existindo uma possível 

imaturidade no sistema enzimático envolvido no processo de gliconeogênese, 

particularmente da enzima piruvato carboxilase (PC). Em concordância com esta 

hipótese, Bussey et al. (1985), com base em estudos em ratos recém nascidos, 

sugere que estes possuem inadequada atividade das enzimas envolvidas no 

processo de gliconeogênese. De acordo com estes resultados, Van Kempen et al. 

(2003a, 2003b), demonstraram em nossa espécie que recém nascidos possuem 

dificuldade em aumentar a produção hepática de glicose, o que atribuiram a uma 

menor ativação da gliconeogênese, particularmente da enzima glicose-6-fosfatase. 

A enzima PC, que de acordo com os resultados obtidos, sugere-se estar com 

menor capacidade de resposta, situa-se na matriz mitocondrial e é responsável pela 

síntese de oxaloacetato a partir do piruvato (AHMAD, F.; AHMAD, P.; MENDEZ, 

1986). A atividade desta enzima varia de acordo com o estado nutricional, hormonal 

e estado de desenvolvimento. Em relação à participação hormonal, a insulina reduz 

a atividade da PC (MACKALL; LANE, 1977; WEINBERG; UTTER, 1980) enquanto o 

glucagon e os glicocorticóides aumentam a atividade desta enzima (JITRAPAKDEE; 

WALLACE, 1999). Dentro desta mesma linha de estudo, Ferre et al. (1979) 



verificaram que a gliconeogênese de ratos recém nascidos encontra-se reduzida em 

situações de extrema fome, devido uma redução na atividade da PC. Além disso, 

Ballard e Hanson (1967) verificaram que a atividade da PC hepática encontra-se 

reduzida em fetos de ratos. Entretanto, a atividade da enzima aumenta durante os 7 

primeiros dias de vida e após este período começa a declinar (BALLARD; HANSON, 

1967; JITRAPAKDEE; WALLACE, 1999). Assim, verifica-se que a imaturidade 

enzimática dos ratos utilizados nos experimentos é ainda somada a fatores como 

jejum e hiperinsulinemia, que também afetam a atividade da enzima PC.  

A PEPCK hepática também altera sua atividade em função das condições 

hormonais e nutricionais (CASSUTO et al., 1999). Ballard e Hanson (1967) 

observaram que fígados de fetos de ratos, possuem alta atividade desta enzima e 

que após o nascimento, há expressiva elevação da atividade da PEPCK. Além 

disso, Hanson et al. (1973) verificaram que a atividade da PEPCK de ratos, aumenta 

durante o jejum e diabetes enquanto Shrago et al. (1963) observaram que a glicose, 

frutose e glicerol reduzem a atividade da PEPCK em ratos em jejum.  

Considerando, os fatores envolvidos na regulação da via gliconeogênica, Van 

Kempen et al. (2003b) descrevem que esta via é dependente da disponibilidade de 

precursores de glicose, secreção de hormônios contrareguladores e adequada 

atividade do sistema enzimático envolvido na produção de glicose.  

Neste trabalho empregamos concentrações supra-fisiológicas de substratos 

gliconeogênicos, excluindo a possibilidade de os resultados obtidos decorrerem de 

insuficiente disponibilidade de substratos. Outra razão da não elevação da 

responsividade hepática à L-alanina e L-lactato, seria uma ineficaz secreção de 

hormônios contrarreguladores durante a HII. Porém, esta possibilidade é duvidosa, 



pois observou-se no grupo HII maior capacidade hepática de produção de glicose 

para a L-glutamina (Figura 9).  

Para uma melhor visão dos resultados obtidos, a Figura 13 representa um 

resumo da entrada dos precursores na via neoglicogênica. 

 

FIGURA 13. Representação da gliconeogênese no hepatócito. A membrana plasmática é 

representada pelo retângulo maior. A mitocôndria é representada pelo retângulo menor. Abreviações: 

LACT, L-lactato; PIR, Piruvato; L-GLUT, L-glutamina; CIT, Citrato; α KG, alfa-cetoglutarato; SUCC, 

Succinato; FUM, Fumarato; MAL, Malato; OAA, Oxaloacetato; PEP, Fosfoenolpiruvato; 2PG, 2-

Fosfoglicerato; 3PG, 3-Fosfoglicerato; GAP, Gliceraldeído 3-fosfato; FDP, Frutose 1,6-bisfosfato; F6P, 

Frutose 6-fosfato; G6P, Glicose 6-fosfato; GLIC, Glicose.  

Como mostra a Figura 13, cada precursor utilizado possui entrada distinta na 

via. A L-alanina e o L-lactato são convertidos em piruvato, que é convertido em 

oxaloacetato na mitocôndria pela ação da enzima PC. O oxaloacetato transforma-se 

em fosfoenolpiruvato através da enzima PEPCK. Por outro lado, a L-glutamina 

origina o α-cetoglutarato que é convertido em oxaloacetato, e este em 

PEPCK 
PC 



fosfoenolpiruvato pela ação da enzima PEPCK. Como a L-glutamina não necessita 

da ação da enzima PC, como ocorre para o L-lactato e L-alanina, esta seria uma 

possível razão para a produção hepática de glicose a partir da L-glutamina 

comportar-se de maneira diferente da L-alanina e L-lactato. 

O glicerol entra na via através do gliceraldeido-3-fosfato (NEWSHOLME et al,. 

2003), algumas etapas posteriores às enzimas PC e PEPCK, justificando o fato de a 

produção de glicose a partir de glicerol não sofrer modificações (Figura 10). 

Outro aspecto relevante é o fato de que apesar de haver uma melhor resposta 

à L-glutamina isoladamente, quando esta é infundida com a L-alanina, L-lactato e 

glicerol, a resposta gliconeogênica dos grupos HII e Controle é semelhante (Figura 

11). Estes resultados sugerem que diferente de ratos adultos (Souza et al,. 2001), a 

HII não eleva a capacidade gliconeogênica hepática em ratos recém desmamados.  

Considerando que a capacidade gliconeogênica de ratos desmamados 

submetidos a HII é mais elevada apenas para a L-glutamina e que a concentração 

sérica deste aminoácido encontra-se inalterada (Tabela 1), abre-se a possibilidade 

de a administração de L-glutamina contribuir na recuperação da HII. Se esta 

possibilidade for confirmada em ratos recém desmamados, abre-se a perspectiva do 

emprego de L-glutamina na prevenção e tratamento da HII em crianças submetidas 

a insulinoterapia, condição na qual episódios de HII limitam o controle adequado da 

glicemia nestes pacientes.  
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